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1 Uvod

Trypanosoma brucei je paraziticky prvok zpusobujici trypanozomiazu, znamou také jako
spavou nemoc u lidi a nagana u dobytka (Q. Zhou et al., 2014). Parazit se vyskytuje
v subsaharské Africe, kde je mezi hostiteli rozSifovan pomoci hmyziho pfenasece mouchy
tse-tse (G. Romero-Meza & M. R. Mugnier, 2020). Druh Trypanosoma brucei mé celkem tii
poddruhy, dva infek¢ni pro Clovéka (7. b. rhodesiense a T. b. gambiese) a jeden napadajici
hospodarska zvirata (7. b. brucei) (Q. Zhou et al., 2014). V této praci byla studovana hmyzi

forma poddruhu Trypanosoma b. brucei (Obrazek 1). Tento poddruh sice pfimo neovliviiuje

Clovéka, ale v africkych zemich ma negativni vliv na tamni hospodarstvi.

Obr. 1: Procyklicka forma parazita Trypanosoma brucei. Snimek byl porizen svételnym
mikroskopem pri zvétSeni 100x.



1.1 Zivotni cyklus T. brucei

Trypanosoma brucei méa komplexni zivotni cyklus, ktery zahrnuje nékolik zivotnich fazi
jak v hmyzim pfenaSeCi (moucha tse-tse), tak v savCim hostiteli (dobytek nebo cloveék)
(Obrazek 2). Jelikoz parazit béhem svého zivota obyva rozdilna prostfedi, prochazi fadou
transformaci, které mu v téchto prostfedich umoziiuji prezivat a zpracovavat odlisné zdroje
potravy. V hmyzim pfenaseci se parazit piizpusobuje na zivot uvnitf traviciho traktu a ve
slinnych zlazach, zatimco v sav¢im hostiteli se transformuje, aby unikl imunitnimu systému

hostitele a mohl prezivat v jeho krevnim recisti a dalSich tkanich.

Trypanosoma brucei se dovnitf hmyziho prenasece dostane poté, co moucha tse-tse
nasaje krev od infikovaného savce. Krevni trypomastigoti (kinetoplast maji posteriorné
lokalizovany za jadrem (C. P. Ooi & P. Bastin, 2013)) se dostavaji do stfedniho stfeva, kde se
diferencuji na procyklické trypomastigoty ((glykoproteinovy obal krevni formy je nahrazen
procykliny) (G. Romero-Meza & M. R. Mugnier, 2020)) (G. Langousis & K. L. Hill., 2014).
Béhem migrace do slinnych zlaz se procyklicti trypomastigoti diferencuji na epimastigoty
(kinetoplast maji posteriorné lokalizovany pted jadrem (C. P. Ooi & P. Bastin, 2013))
s asymetrickym d¢lenim, pfi kterém vznikd jeden kratky a jeden dlouhy epimastigot
(G. Langousis & K. L. Hill., 2014). Kratci epimastigoti se po vstupu do slinnych zlaz pfichyti
k epitelu (G. Langousis & K. L. Hill., 2014). Poté, co kolonie dosahne dostatecné velké
hustoty, se n¢ktefi epimastigoti odd¢li od epitelu slinnych zlaz a diferencuji se na metacyklické
formy infekcni pro savce (J. R. Seed & M. A Wenck, 2003) (procykliny jsou nahrazeny
glykoproteinovym obalem (G. Romero-Meza & M. R. Mugnier, 2020)).

Metacyklicka forma parazita se dostava do kozni tkané savciho hostitele po kousnuti
infikovanym hmyzem. Parazit vstupuje do krevniho a lymfatického obéhu, kde se diferencuje
na dlouhou stihlou formu (F. Achcar et al., 2014) (G. Langousis & K. L. Hill., 2014). Tato
forma dokaze penetrovat endotelem cév a infikovat tak dalsi tkané vcetné€ centralniho
nervového systému (G. Langousis & K. L. Hill., 2014). Po Case se dlouha stihla forma
diferencuje na kratkou kulatéjsi formu, ktera je adaptovana na prenos do hmyziho ptenasSece

(Y. Fukai et al., 1999). Kratka forma po kousnuti savce hmyzem tento hmyz infikuje.
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Obr. 2: Zivotni cyklus endoparazita Trypanosoma brucei. Fly — Zivotni cyklu uvniti' hmyziho
prenasece, Mammal — Zivotni cyklus uvniti' savciho hostitele, long slender form — dlouha
Stihla forma, short stumpy form — kratka kulatéjsi forma. (G. Langousis & K. L. Hill., Motility
and more: the flagellum of Trypanosoma brucei, 2014).

1.2 Vliv rozdilnosti prostiredi na metabolismus parazita

Metabolismus trypanozomy se v prabéhu zivotniho cyklu pfizpisobuje na odlisSnou
dostupnost zivin. Procyklickd forma se wuvnitf hmyziho pfenaSece zivi piedevsim
aminokyselinami, ze kterych ziskava energii ve formé ATP prostfednictvim Krebsova cyklu
a respiracniho fetézce spojeného jak se substratovou, tak oxidativni fosforylaci
(N. Bochud-Allemann & A. Schneider, 2002). Zatimco krevni forma se v savCim hostiteli
nachazi v prostiedi s vysokym obsahem glukézy, coz ji umoziiuje ziskavat energii hlavné na
substratové urovni pomoci glykolyzy, pficemz pyruvat je vylu¢ovan z buriky jako odpadni
produkt (M. Chaudhuri et al., 2006). Mezi procyklickou a krevni formou je markantni rozdil
v mitochondrialnich membranovych komplexech ucastnicich se energetického metabolismu.
Podobné jako je tomu u ostatnich aerobnich eukaryot, mitochondrie procyklické formy
obsahuje ATP syntazu a Ctyfi membranové respiracni komplexy I, II, III a IV zapojené do
oxidativni fosforylace. V mitochondrii procyklické formy je dale v nizkém mnozstvi
zastoupena alternativni oxidaza, coZ je terminalni oxidaza, ktera u savcu zcela chybi

(M. Chaudhuri et al., 2006). Po napadnuti sav¢iho hostitele trypanozoma ztraci respiracni
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komplexy zavislé na cytochromu (komplex IIT a IV) a ty jsou funkéné nahrazeny alternativni

oxidazou (T. Shiba et al., 2013).

1.2.1 Metabolismus procyklické formy

Procyklickd forma se zivi aminokyselinami (pfedevS§im prolinem), protoze stredni
sttevo mouchy tse-tse neobsahuje téméf zadnou glukozu, a naopak je bohaté pravé na
aminokyseliny (R. A. Balogun, 1974). Béhem katabolismu prolinu uvnitf mitochondrii
dochazi ke vzniku redukovanych kofaktort a odpadnich produktd alaninu a acetatu, ktery jsou
vylu€ovany z buiky (T. K. Smith et al., 2017) (Obrazek 3). Redukované kofaktory jsou dale
oxidované prostfednictvim dychaciho fetézce (Obrazek 4). Energie uvolnéna béhem oxidace
kofaktori je vyuzita k prenosu protoni do mezimembranového prostoru mitochondrie
(Obrazek 4). Protoze protony jsou pieneseny proti svému prirozenému gradientu a snazi se
dostat zpét do mitochondridlniho matrixu, ATP syntaza vyuziva tyto protony jako hybnou silu

ke tvorbé ATP z ADP a anorganického fosfatu.

Pokud je vSak procyklické formé poskytnuta glukoza, ziskava vétSinu energie
prostfednictvim glykolyzy a oxidaci pyruvatu na acetat v mitochondrii, ktera je spjata
s produkci ATP substratovou fosforylaci (T. K. Smith et al., 2017). Kone¢nymi produkty
metabolismu glukozy procyklickych forem je hlavné acetat a sukcinat (T. K. Smith et al.,
2017).

1.2.2 Metabolismus krevni formy

Krevni forma ziskava energii z glukézy pomoci glykolyzy. Béhem glykolyzy buika
z jedné molekuly glukozy ziska dvé molekuly ATP, dva redukované kofaktory (NADH) a dvé
molekuly pyruvatu (R. Chaudhry & M. Varacallo, 2022). VétSina pyruvatu je z buiky
vylucovana jako odpadni produkt a pfiblizn€ 15 % je pfeméfiovano na acetat, alanin a sukcinat
(M. Mazet et al., 2013). Aby mohla nadale probihat glykolyza, je potieba aby dochazelo
k oxidaci nahromadéného NADH. K tomu dochazi prostfednictvim mitochondrialni
glycerol-3-fosfat dehydrogenazy, ktera oxiduje glycerol-3-fosfat na dihydroxyacetat, ktery se
vraci do glykolyzy. Elektrony z glykolytického NADH jsou pfeneseny na ubichinon za vzniku
ubichinolu, z néhoz jsou nasledné pomoci alternativni oxidazy preneseny na kyslik, ktery
slouzi jako kone¢ny akceptor elektrond (M. Chaudhuri et al., 2006). Krevni forma 7. brucei
exprimuje pouze alternativni oxidazu jako terminalni oxidazu. Pti absenci proton-pumpujicich

komplext III a IV je protonovy gradient vytvafen ATP syntazou v obraceném sméru, jenz



hydrolyzuje ATP na ADP a uvolnénou energii vyuziva k translokaci protoni do

mezimembranového prostoru.
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Obr. 3: Energeticky metabolismus krevni a procyklické formy. (a) — metabolismus krevni
formy Trypanosoma brucei, (b)— metabolismus procyklické formy Trypansoma brucei,
SHAM — inhibitor alternativni oxidazy (kyselina salicylo-hydroxamovd), KCN — inhibitor
komplexu 1V (kyanid draselny), TAO — alternativni oxiddza (Trypanosoma alternative
oxidase), I, II, 11l a IV — respiracni komplexy, V — ATP syntéza, Q — koenzym Q (ubichinon),
C — cytochrom C, Glu — glutamat, 2Ket — a-ketoglutarat, OXAC — oxalacetat, FBP — fruktoza
1,6-bisfosfat, 1,3-BPGA — 1,3-bisfosfoglycerdt, G-6.P — glukoza-6-fosfat, Gly-3-P — glycerol-
3-fosfat, Gly-3-P DH — glycerol-3-fosfdt dehydrogendza, COX — cytochrom C oxiddza
(komplex 1V), PEP — fosfoenol pyruvat. (M. Chaudhuri et al., Trypanosome alternative
oxidase: from molecule to function, 2000 ).



1.2.2.1 Alternativni oxidaza

Alternativni oxidaza je jedind mitochondridlni terminalni oxidéaza, kterd je pfitomna
u krevni formy (M. Chaudhuri et al., 2006). Protein alternativni oxidazy je v nizkém mnozstvi
produkovany i u procyklické formy, kde pravdépodobné slouzi jako ochrana proti volnym
radikalim, jelikoz inhibice alternativni oxidazy pomoci SHAM vede ke zvySené produkci
radikalt kysliku (J. Fang & D. S. Beattie, 2003). Alternativni oxidaza se dale vyskytuje u hub,
rostlin a nékterych fada protisti (G. C. Vanlerberghe & L. Mclntosh, 1997). Jelikoz
alternativni oxidaza je pro fungovani krevnich forem trypanozom esencialni a u savci zcela
chybi, predstavuje atraktivni cil pfi 1écbé trypanozomidzy (S. K. Menzies et al., 2016).
Alternativni oxidaza se sklada ze Ctyf a-Sroubovic (o-helixti), které jsou pfes aminokyselinové
zbytky spojené se dvéma atomy zeleza (M. Chaudhuri et al., 2006). Protein slouzi jako
koncova oxidaza, ktera prenasi Ctyfi elektrony ze dvou molekul ubichinolu na jednu molekulu
kysliku za vzniku vody (M. Chaudhuri et al., 2006). Narozdil od respira¢nich komplext III
a IV, alternativni oxidaza béhem pfenosu elektrond nepfenasi protony, a proto nenapomaha
vzniku membranového potencialu na mitochondrialni membrané a tim syntéze ATP oxidativni
fosforylaci (A. B. Clarkson J. et al., 1989) (Obrazek 2). Jelikoz alternativni oxidaza nevyuziva
energii k pfenosu protont, tato energie se ztraci ve formé tepla (H. T. Jacobs

& J. W. O. Ballard, 2022).
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Obr. 4: Elektronovy transportni ietézec u krevni a procyklické formy parazita Trypanosoma
brucei. (a)— mitochondrialni elektronovy systém zavisly na alternativni oxiddze u krevni
formy, (b) — mitochondridlni elektronovy systém spojeny s prenosem protonu u procyklické
formy, Q—koenzym Q  (ubichinon), QH> ubichinol, TAO — alternativni  oxiddza
(Trypanosoma alternative oxidase), Gly-3-P — glycerol-3-fosfat, Gly-3-P DH — glycerol-3-
Josfat dehydrogendaza, DHAP — dihydroxyacetyl fosfat, C — cytochrom C, COX — cytochrom C
oxiddza (komplex 1V), (M. Chaudhuri et al., Trypanosome alternative oxidase: from molecule
to function, 2000).

1.3 Mitochondriialni membranovy potencial

Mitochondrialni membranovy potencidl je vytvaren rozdilnym pH a nabojem mezi
mitochondridlnim matrixem a mezimembranovym prostorem. Mezimembranovy prostor ma
niz§i pH a kladny naboj (jelikoZ je zde vétsi koncentrace protonti), zatimco mitochondrialni
matrix ma vys$i pH a zaporny naboj (jelikoz je zde vysSi zastoupeni elektronid). To je
zpusobeno tim, ze vnitini mitochondialni membrana je nepropustna pro vétsinu latek, pfiCemz
protony jsou aktivné pumpovany do mezimembranového prostoru pomoci respiracniho
fetézce. Tento proces umoziuje vznik elektrochemického gradientu, ktery je v mitochondriich
esencialni pro import proteinti dovnitf mitochondrie, udrzeni iontové homeostazy a tvorbu

ATP (B. Alberts et al., 2002).



Je potreba, aby mitochondridlni proteiny, které jsou syntetizované v cytozolu, byly
transportovany dovnitf mitochondrii. K importu protonti dovniti mitochondrie dochazi diky
komplexiim TOM (pfenasi proteiny pies vnéj§i mitochondrialni membranu) a TIM (pfenasi
proteiny pies vnitini mitochondrialni membranu), tyto komplexy vyuzivaji elektrochemicky

gradient a energii uvolnénou béhem hydrolyzy ATP (Bauer M. F. et al., 2000).

Iontova homeostaza je dilezita pro normalni fungovani buriky. Koncentrace iontu
v mitochondrialnim matrixu a mezimembranovém prostoru je regulovana pomoci
specifickych kanalt, jelikoZ vnitini membrana je pro vétSinu iontd nepropustna. Koncentrace
vodikovych ionta je regulovana pomoci komplext dychaciho fetézce. Gradient vodikovych

iontl je vyuzivan ke tvorbé ATP.

ATP vznika diky ¢innosti ATP syntazy, ktera je pohanéna protonovou hnaci silou. ATP
syntaza vyuziva toho, ze se protony pfirozené snazi dostat do mitochondrialniho matrixu.
Pohyb protont tak pohani rotaci motoru ATP syntazy, ktera svou rotaci po sméru hodinovych
rucicek zplusobuje konformacni zménu v F1 podjednotce. Tyto konformacni zmény zplisobuji

reakci ADP spolu s anorganickym fosfatem za vzniku ATP (J. E. Walker, 2013).

Mitochondialni membranovy potencial vznika diky ¢innosti dychaciho fetézce, béhem
kterého dochazi k transportu protond do mezimembranového prostoru a tim vytvoreni
protonového gradientu. Na transportu protonti do mezimembranového systému se podili
komplexy I, IIT a IV. Tyto komplexy vyuzivaji k pfenosu energii z oxidace elektronovych

prenasect (NADH, ubichinol a cytochrom c).

NADH, ktery vznika béhem Krebsova cyklu, je oxidovan komplexem I na NAD™.
Komplex I pfenasi elektrony na ubichinon a zaroven energii uvolnénou z oxidace vyuziva
k pfenosu protoni do mezimembranového prostoru. Komplex II redukuje FAD na FADH»
pomoci elektront z oxidace sukcinatu, nasledné tyto elektrony pfenasi na ubichinon. Narozdil
od komplexu I a III, oxidace na komplexu Il neni spojena s pfimym pienosem protonu.
Komplex III vyuziva energii, uvolnénou béhem oxidace ubichinolu z komplext I a II,
k transportu protontl. Elektrony z ubichinolu jsou pfeneseny na cytochrom c, ktery je prenasi
ke komplexu IV, kde je pomoci nich redukovan kyslik (konecny akceptor elektronti) na vodu,

pfi¢emz zaroven dochazi k pfenosu protond.
Mnozstvi prenesenych protonl je mezi jednotlivymi respiracnimi komplexy rozdilné.

Komplex I prenasi Ctyfi protony za kazdé dva elektrony (D. Nolfi-Donegan, 2020).

Komplex II nepfenasi protony, ale pouze elektrony na ubichinon, ktery napomaha
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protonovému pienosu na komplexu III (D. Nolfi-Donegan, 2020). Komplex III prenasi Ctyfi
protony za kazdé dva elektrony a komplex IV prenasi Ctyfi protony (dva jsou ale spotfebovany

na redukci kysliku na vodu) za kazdé ¢tyfi elektrony (D. Nolfi-Donegan, 2020).

Alternativni  oxiddza nepfendsi protony =z mitochondridlniho matrixu do
mezimembranového prostoru, a proto nepfispivda k tvorbé membranového potencialu
(H. T. Jacobs & J. W. O. Ballard, 2022). Zaroveri jeji pfitomnost muze snizovat hladinu
membranového potencialu, a tudiz mnozstvi vyprodukovaného ATP, jelikoz odvadi elektrony

od proton-pumpujicich komplext Il a IV (H. T. Jacobs & J. W. O. Ballard, 2022).

1.4 Volné radikaly kysliku — ROS

Volné radikaly kysliku jsou vysoce reaktivni molekuly, které mimo jiné vznikaji uvnitf
mitochondrii béhem procesu oxidativni fosforylace. Diive byly radikaly kysliku povazovany
za zdravi Skodlivé (prispivajici k chorobam a starnuti), nicméné nové dikazy naznacuji, ze
nizké hladiny radikalt kysliku jsou dulezité pro normalni fungovani bunék, jelikoz se podileji
na bunééné signalizaci (F. Scialo et al., 2017). OvSem pii vysokych hladinach mohou pisobit
jako toxické latky poskozujici lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny (J. Yun & T. Finkel,
2014).

Volné radikaly kysliku vznikaji poté, co molekula kysliku piijme volny elektron, ktery
unikl z dychaciho fetézce, k ¢emuz dochazi za normalnich podminek v nizké mifte.
Nejcastejsim mistem Uniku elektronti byvaji respiracni komplexy I a III (Chouchani et al.,
2014). Z komplexu I unikaji elektrony zpét do mitochondriadlniho matrixu z mista, kde dochazi
k oxidaci NADH + H*, anebo z mista, kde se vaze ubichinol béhem tzv. reverzniho
elektronového transportu (RET) (F. Scialo et al., 2017). Z komplexu III unikaji elektrony do
mitochondrialniho matrixu nebo mezimembranového prostoru (F. Scialo et al., 2017). K RET
dochézi jen za urcitych podminek (vysoky pomér ubichinolu/ubichinonu, vysoka hladina
membranového potencidlu, anoxie/hypoxie) a elektrony se vraci z redukovaného ubichinolu
na NAD" (F. Scialo et al., 2017). Pokud dojde k nadmérné redukci ubichinonu diky
napf. zvySené aktivité komplexu II, ¢i dysfunkci komplext III a IV, zvysuje se redukce NAD
na komplexu I, coz vede k predCasné redukci kysliku na superoxid (F. Scialo et al., 2017).
Vznikly superoxid je velice rychle pfeménén pomoci molekuly vody a enzymatické aktivité
superoxid dismutdz na peroxid vodiku, ktery je schopny prochazet mitochondrialni

membranou.
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Obr. 5: Produkce radikali kysliku respiracnimi komplexy. O - superoxid, H>O02 — peroxid
vodik, UQ — koenzym Q (ubichinon), CytC — cytochrom ¢, GPx— glutathion peroxiddza,
enzym katalyzujici redukci peroxidu vodiku, jedna se obranny systém organismus proti volnym
radikdlii. (P. A. Figueiredo et al., The role of mitochondria in aging of skeletal muscle, 2008).

Jelikoz alternativni oxidaza pfijima piimo elektrony ze dvou ubichinoli a redukuje
pomoci nich kyslik, snizuje tak mnozstvi redukovaného ubichinolu a pomaha tak snizovat
potencialni RET aktivitu komplexu I, a tudiz i mnozstvi radikal( kysliku. Alternativni oxidaza
muze nahradit nefunk¢ni komplexy III a IV, ¢imz také snizuje mnozstvi vyprodukovanych
radikala kysliku komplexem III (H. T. Jacobs & J. W. O. Ballard, 2022). Zaroven vsak
alternativni oxidaza sniZzuje i transport protond a tim mnozstvi vyprodukovaného ATP
(H. T. Jacobs & J. W. O. Ballard, 2022). Béhem stresovych podminek je pro buitku vyhodnéjsi
metabolismus pomoci alternativni oxidazy, jelikoz snizuje produkci radikald kysliku
a biosyntéza proteinu je mnohem jednodussi nez u respiracnich komplexa (H. T. Jacobs

& J. W. O. Ballard, 2022).
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1.5 Regulace genové exprese alternativni oxidazy u 7. brucei

Studium alternativni oxidazy v buikéach trypanozémy ma potencial pfinést cenné
poznatky, které by mohly prispét k vyvoji ucinnéj§ich chemoterapeutik proti trypanozomiaze.
Tento protein, ktery u savcu zcela chybi, je pro preziti parazita v sav¢im hostiteli nezbytny,
a proto predstavuje zajimavy chemoterapeuticky cil. Zaroven predstavuje trypanozoma
vyhodny modelovy organismus pro vyzkum mitochondrie, metabolismu a bunécné

diferenciace diky své jednoduchosti a schopnosti prochazet bunécnou diferenciacti in vitro.

Genova exprese AOX je regulovana béhem zivotniho cyklu parazita. Tento enzym je
upregulovan v krevni formé parazita a predstavuje jedinou a nezbytnou terminalni oxidazu
bunky. Oproti tomu se tento enzym vyskytuje v nizké mife u procyklické formy nachazejici
se ve stfevé mouchy tse-tse, ale jeho exprese je vyrazné zvySena u epimastigott, formy
nachazejici se ve slinnych zlazach (A. Naguleswaran et al., 2021). V laboratofti bylo ukazano,
ze exprese AOX je zvySena také béhem in vitro diferenciace procyklické formy do
epimastigoti a metacyklika. Tato in vitro diferenciace trypanozom je spusténa indukci exprese
RNA vazebného proteinu 6 (RBP6) (A. Naguleswaran et al., 2021). Jelikoz nékolikanasobné
zvySena exprese AOX je jednim z prvnich charakteristickych znakil in vitro diferenciace,
rozhodli jsme se popsat zmény v né€kolika zakladnich mitochondridlnich parametrech po
indukci AOX pouze v procyklickych butikach 7. brucei, které neprochézeji
RBP6-indukovanou diferenciaci. Nasledné porovnani obou linii mize pomoci v pochopeni
metabolickych zmén, které doprovazeji bunécnou diferenciaci trypanozoém (E. Dolezelova

et al., 2020).
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2 Cile prace

1. Ovéfit indukovanou over-expresi alternativni oxidazy v bunéénych liniich

Trypanosoma brucei

2. Zjistit, zda over-exprese alternativni oxidazy ma vliv na rast bunék
3. Zmapovat bunécné dychani po indukci alternativni oxidazy
4. Zjistit efekt over-exprese alternativni oxidazy na zakladni funkce mitochondrie

(napf. membranovy potencial, ATP produkce, NADH/NAD pomér, produkce

superoxidu)
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3 Materialy a metody

3.1 Linie 29-13

V této praci byla pouzita linie procyklického stadia 7. brucei 29-13. Tato linie
exprimuje tetracyklinovy represor a T7 RNA polymerdzu pod selekénimi markery
neomycinem a hygromycinem (E. Wirtz et al., 1999). Linie 29-13 tedy obsahuje expresni

systém slouzici k podminéné indukci jakéhokoliv genu.
3.2 Kultivace a méreni bunék trypanozom

Bunky T. brucei byly kultivovany v zakladnim médiu SDM 79 s 10 % fetalnim hovézim

sérem (Fetal bovine serum, FBS), anebo v médiu SDM 80, které neobsahuje glukozu.
Méreni bunék

Koncentrace bunék byla zjistovana pomoci Z2 Coulter Counter (Beckman Coulter
Inc.). 100 pl bunék bylo smichano se 100 pl fixacniho roztoku (150mM chlorid sodny a 15mM
citronan sodny (SSC) a 3,6% formaldehyd). 50 ul smési bylo smichano s 5-ti ml Hemasolu

v kyveté, ktera byla vlozena do pfistroje. Vyhodnocena koncentrace bunék byla zaznamenana

a buiiky byly vzdy nafedény na koncentraci 2-5x10° bunék/ml.

3.3 Spusténi over-exprese alternativni oxidazy

3.3.1 Priprava plazmidové DNA nesouci gen pro alternativni oxidazu

3.3.1.1 Izolace plazmidové DNA
Princip

Izolace plazmidové DNA je zalozena na principu alkalického zvratu. Metoda vyuziva
rozdilnych renaturacnich vlastnosti genomové a plazmidové DNA (pfevzato z materiala ke
kurzu KMB/608, Mgr. Adam Bajgar, Ph. D.). ZvySenim pH pomoci NaOH dochazi
k rozruseni vodikovych vazeb mezi fetézci DNA. Po neutralizaci se obnovi piivodni struktura
pouze u plazmidové DNA, jelikoZ jeji fet€zce béhem lyze zlstavaji fyzicky spojené ve forme
super-Sroubovice, zatimco genomova DNA je béhem lyze fragmentovana (pfevzato

z materialt ke kurzu KMB/608, Mgr. Adam Bajgar, Ph. D.). Po centrifugaci pelet obsahuje
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RNA, proteiny a genomovou DNA, zatimco supernatant obsahuje plazmidovou DNA.

Plazmidova DNA je poté navazana na ¢astice silika membrany a pomoci pufru vycisténa.
Postup

Pomoci §picky byla sklizena kolonie E. coli. Spitka s nabranou kolonii byla pfemisténa
do zkumavky s tekutym LB médiem (1% trypton, 0.5% kvasny extrakt, 1% NaCl)
a ampicilinem (1:1000). Kolonie byla ponechéna na tfepacce (Lab Companion) pti 37 °C do
druhého dne. Druhy den byla provedena izolace plazmidové DNA pomoci miniprep kitu
(GenElute™ Plasmid Miniprep kit, Sigma-Aldrich). Buriky byly pfemistény do
mikrozkumavky a stoCeny pii 12000 x g, 25 °C po dobu 1 minuty. Bylo odebrano médium
a k butkdm bylo pifidano 200 pl resuspendacniho roztoku. Bylo pfidano 200 pl lyza¢niho
pufru, smés byla lehce promichana. Lyzacni reakce probihala 4 minuty. Bylo pfidano 350 pl
neutralizacniho pufru. Vzorky byly stoeny pii 12000 x g, 25 °C po dobu 10 minut. 500 pl
supernatantu bylo prelito na kolonku. Vzorky byly sto¢eny pii 12000 x g, 25 °C po dobu
1 minuty. Filtrat byl vyhozen a na kolonku bylo napipetovano 500 pl promyvaciho pufru 1.
Vzorky byly stoCeny pii 12000 x g, 25 °C po dobu 1 minuty. Filtrat byl vyhozen a na kolonku
bylo napipetovano 750 ul promyvaciho pufru 2. Vzorky byly stoceny pii 12000 x g, 25 °C po
dobu 1 minuty. Filtrat byl vyhozen a vzorky byly vysuSeny sto¢enim pii 12000 x g, 25 °C po
dobu 3 minut. Kolonka byla pfemisténa do nové mikrozkumavky. Na kolonku bylo
napipetovano 50 pl elu¢niho pufru. Vzorky byly sto¢eny pii 12000 x g, 25 °C po dobu
1 minuty. Cistota a koncentrace plazmidové DNA byla ovéfena pomoci Nanodropu

(Nanodrop 1000 — spektrofotometr).
3.3.1.2 Restrikéni Stépeni
Princip

Pro linearizaci plazmidi se pouzivaji restrikéni enzymy, coz jsou endonukleazy, které
rozpoznavaji specifické palindromy a ty nasledné stépi hydrolyzou fosfodiesterové vazby.
Restrikéni enzymy plvodem pochazeji z bakterii, které je pouzivaji jako ochranu proti
virovym napadenim. V této praci byl pouzit restrikéni enzym NOTIL ktery rozpoznava

palindrom o 8 parech bazi (Obrazek 6).
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Obr. 6: Misto §tépeni restrikéniho enzymu Notl (prevzato ze stranky New England Biolabs).

Postup

Koncentrace plazmidové DNA byla zméfena pomoci Nanodropu (Nanodrop 1000 —
spektrofotometr). Bylo smichano 91 ul plazmidové DNA (30 pg), 4 pl restrikéniho enzymu
Notl, 13 pul mili-Q H20 a 12 pl 10x FastDigest Buffer (ThermoFisher Scientific). Reakce
probihala ve 120 pl pfi 37 °C ptes noc.

3.3.1.3 DNA gelova elektroforéza
Princip

Pomoci DNA gelové elektroforézy 1ze rozdélit DNA fragmenty podle jejich velikosti.
Cim mensi fragmenty jsou, tim snaze pronikaji pory gelu, a tim rychleji se pohybuji k anodé.
Nukleové kyseliny maji zdporny naboj diky pfitomnosti fosforu, proto migruji gelem smérem
k anod€. Pii vyrobé agar6zového gelu je potieba koncentraci agardzy piizpusobit velikosti
DNA fragmentl (pouziva se 1-2% agardza). Pro vizualizaci nukleovych kyselin v gelu je
mozné pouzit Ethidium bromid, SyberGreen nebo GelRed. V této praci byl pouzit Ethidium
bromid, ktery se vmezefuje mezi pary bazi a pod UV svétlem vyzatfuje fluorescenci. Tato

metoda byla pouzita pro ovéfeni spravné restrikce.
Postup

Byl smichan 1 g agarozy s 99 ml 1XTAE pufru (40mM Tris base, 20mM kyselina
octova, ImM EDTA). Agar6za byla v mikrovinné troubé rozvarena. Po ochlazeni byl pfidan
1 pl Ethidium bromidu (10mg/ml). Agar6ézovy gel byl nalit do elektroforetické vanic¢ky, kde
byl nechan zatuhnout. Elektroforeticka vanicka byla vlozena do elektroforetické vany, kde
byla zalita 1 XTAE pufrem. Do jamek na elektroforetickém gelu bylo naneseno 10 ul DNA
zebricku (1pg/pl, Invitrogen, 1 Kb) a 4 pl vzorku (1pg) smichanych s nanaSecim pufrem.
Elektroforéza byla spusténa na 90 V po dobu 30 minut. Poté byl gel vizualizovan pomoci

ptistroje ChemiDoc MP (BIO-RAD).

15



3.3.1.4 Precipitace plazmidové DNA
Princip

Precipitace plazmidové DNA probihd pomoci vychlazeného ethanolu. Pro lepsi
vysrazeni se pridavaji soli (v této praci byl pouzit octan sodny), které zajistuji ztratu naboje

DNA, coz napomaha k jeji nerozpustnosti.
Postup

K roztoku plazmidové DNA bylo pfidano 24 pl 3M octanu sodného (pH=5.2)
a 300 pul 96% ethanolu. Srazeni probihalo 30 minut pii teploté -70 °C. Poté byl vzorek stoCen
pii 12000 x g, 4°C po dobu 10 minut. Pelet byl promyt 70% ethanolem.

3.3.1.5 Transfekce AOX do trypanozém
Princip

Transfekce je proces vneseni cizorodé nukleové kyseliny do eukaryotické buriky. Do
bunék se vkladaji plazmidy nesouci gen, ktery chceme, aby burika exprimovala. Déle plazmidy
obsahuji rezistenci na antibiotika, jejichz ptitomnost zajistuje prezivani pouze jedincu, ktefi
obsahuji dany plazmid. Transfekce se provadi elektroporaci nebo tepelnym Sokem. Béhem
elektroporace dochazi k permeabilizaci membrany, coz zpusobi, ze se do buriky zacnou

dostavat latky z okoli.
Postup

Bylo stogeno 5x107 bunék pii 4 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano
médium a buriky byly promyty 1 ml chlazeného PBS-G (1XPBS, 6mM gluko6za). Buiiky byly
premistény do nové mikrozkumavky a byly stoceny pii 4 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Do
elektrokyvety bylo napipetovano 10 ul linearizované plazmidové DNA (10-12 pg)
a eletrokyveta byla ponechana na ledé. Pelet bun¢k byl smichan se 100 pl roztoku Amaxa
Nucleofector® systém. Poté byly buriky prfemistény do elektrokyvety. Byla provedena
transfekce pomoci elektroporatoru (AMAXA, program X-014). Po transfekci byly buiky
nekolik minut ponechany na led¢ a poté byly pfidany do 6 ml média (SDM 79 s 10% FBS,
geneticin 15 ug/ml, hygromycin 25 pg/ml). Po 16 hodinach bylo pfidano 6 ml média (SDM 79
s 10% FBS) s 24 ul selekéniho antibiotika puromycin (kone¢na koncentrace 1 pg/ml).
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3.3.2 Spusténi over-exprese alternativni oxidazy

Over-exprese alternativni oxidazy byla spusténa pomoci tetracyklinu. Tetracyklin
v burice reguluje aktivitu T7 RNA polymerazy, na zakladé inducibilniho systému.
V pfitomnosti tetracyklinu se tedy aktivuje T7 RNA polymeraza, coz spousti expresi genu.
V prubéhu pokusu byl k buikam piidavan tetracyklin s poCatecni koncentraci 1 pg/ml (T1),
pozdé¢ji byla jeho koncentrace zvySena na 5 pg/ml (T5).

3.4 Ovéreni over-exprese alternativni oxidazy

3.4.1 Western blot analyza

3.4.1.1 SDS gelova elektroforéza
Princip

Tato metoda umoziiuje separaci proteini podle jejich velikosti. Proteiny jsou pred
separaci denaturovany, coz je zaji§t€éno pomoci SDS PAGE nanaSeciho pufru a naslednou
inkubaci pii 97 °C. Zaroven pomoci SDS PAGE nanaseciho pufru proteiny ziskavaji zaporny
naboj, diky kterému migruji k anodé. Rychlost migrace proteint v polyakrylamidovém gelu
je ptfimo zavisla na jejich velikosti, jelikoz mensi proteiny dokézou snaze pronikat hustym

gelem.
Postup

Z neindukované linie bunék 29-13 bylo pfedem vytvoreno n€kolik indukovanych linii.
Z kazdé linie bylo odebrano 1Xx107 bunék. Vzorky byly stodeny v centrifuze pii 4 °C
a 1300 x g. Médium bylo odstranéno a pelet byl promyt 1 ml 1XPBS (10mM fosfatovy pufr,
130mM NaCl). Nasledné byly bunky stoCeny pii 4 °C a 1300 x g. Supernatant byl odstranén
a k peletu bylo pfidano 20 pul 1XPBS a 10 ul 3XSDS PAGE nanaseciho pufru. Buriky byly
inkubovany 8 minut pii teplot¢ 97 °C. Byla sestavena elektroforéza, do jamek na
polyakrylamidovém gelu (BIO-RAD, mini-protean TGX stain-free precast gel) bylo naneseno
4 ul markeru (Prestained Protein ladder, Thermo Scientific) a 20 ul od kazdého vzorku.
Elektroforéza byla spusténa v SDS-running pufru (100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0.1% SDS,
d. H20) na 180 V po dobu 30 minut. Po 30 minutach byly vSechny proteiny separovany podle
jejich velikosti. Nasledné byla pouzita metoda western blot analyzy pro detekci proteinu AOX.
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3.4.1.2 Western blot analyza
Princip

Western blot analyza umoziuje ve smési proteint vyskytujicich se v daném vzorku
detekovat jeden urcity. Aby tato metoda mohla byt provedena, je potieba nejprve separovat
proteiny pomoci metody SDS gelové elektroforézy. Nasledné jsou proteiny preneseny
z polyakrylamidového gelu na povrch PVDF membrany, na jejimz povrchu jsou detekovany
specifickymi protilatkami. Detekce samotna je zajisténa pomoci chemiluminiscence. Na
primarni protilatku se vaze dana sekundarni protilatka, kterd je spojena s reportérovym
enzymem. Po pfidani substratu dochézi kjeho reakci stimto enzymem a uvolnéni

luminiscence, ktera muze byt zaznamenana pfistrojem s CCD kamerou.
Postup

Separované proteiny pomoci metody SDS gelové elektroforézy byly preneseny
z polyakrylamidového gelu na PVDF membranu (BioTRace™ PVDF-GeneTiCA). Byla
sestavena transferova elektroforéza. Schéma transferového sendvice je vidét na obrazku 7.
Membrana byla pfed pouzitim aktivovana methanolem po dobu jedné minuty, poté omyta
destilovanou vodou a poté 1X transfer pufrem (25mM Tris, 192mM glycin, 20% ethanol).
Prenos proteinii na membranu byl zajistén v 1X transfer pufru pomoci zavedeni elektrického
proudu 90 V po dobu 90 minut. Pro zabranéni vazby protilatky pfimo na membranu a vzniku
slabych nespecifickych vazeb, byl na membrané vytvoren mlécny film z 5% mléka (bylo
smichano 5 g suSeného mléka s 95 ml 1x PBS-T (milli-Q H>0, 0.05% Tween 20, 1XPBS).
V tomto roztoku byla membrana ponechana ptes noc. Druhy den byl obsah mléka slit na objem
5 ml a byla pfidana mysi primérni protilatka < —V5 (Invitrogen, v poméru 1:2000). Po hodiné
inkubace za stalého promichavani byla membrana promyta 1x PBS-T (nejprve bylo provedeno
ttikrat rychlé promyti, poté tfikrat michana po 10 minutach). PBS-T bylo slito, k membrané
bylo ptfidano 5 ml 5% mléka a byla pfidana kozi sekundarni protilaitka o« —mouse HRP
(Biorad, v poméru 1:2000) a membrana byla inkubovana dalsi hodinu. Poté byla membrana
promyta PBS-T (tfikrat rychlé promyti, poté tfikrat michana po 10 minutach). Naslednég, za
pouziti substratu ECL (BIO-RAD, Clarity Western ECL substrate) byl detekovan protein
AOX-V5 pomoci luminiscence, zaznamenané piistrojem ChemiDoc MP (BIO-RAD). Tato
metoda byla pouzita pro detekci dalSich proteint, seznam proteinti vetn€ pouzitych protilatek

je uveden v tabulce L.
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Obr. 7: Schéma Western blot transferového sendvice (C. Martins-Gomes & A. M. Silva,

Western Blot Methodologies for Analysis of In Vitro Protein Expression Induced

by Teratogenic Agents 2018).

Tab. I: Seznam pouzitych protilatek pri metodé western blot.

Primérni protilatka [Redéni | Vyrobce Sekundarni protilatiRedéni | Vyrobce
mysi o V5 1:2000 |Invitrogen kozi o. mouse 1:2000 |Biorad
krali¢i acoxIV  |1:1000 [Vyrobeno v laboratoii kozi o rabbit 1:2000 |Biorad
mysi o Hsp70 1:2000 |Z publikace Panigrahi A. K. et al., 2008  [kozi . mouse 1:2000 |Biorad
krali¢i a Rieske  |1:1000 [Vyrobeno v laboratoii kozi o rabbit 1:2000 |Biorad
mysi a TAO 1:1000 |Dar od Prof. Chaudhuri kozi o mouse 1:2000 |[Biorad

3.4.2 Digitoninova subcelularni frakcionace

Princip

Digitonin je detergent, ktery rozpousti lipidy jako napf. cholesterol pfitomny

v bunécné membrané. Inkubace bunék s digitoninem zpusobuje permeabilizaci membrany.

Naslednou centrifugaci tak 1ze odd¢lit organely od cytozolu. Pomoci dalSich metod (SDS

PAGE gelova elektroforéza, western blot a detekce protilatkami) je mozné detekovat, ve které

casti buniky se vyskytuje sledovany protein.




Postup

3.4.2.1 Frakce celych bunék

Bylo odebrano 1x107 bunék/ml. Butiky byly stoéeny pii 1300 x g, 4 °C po dobu
10 minut. Bylo odebrano médium a k burikam byl pfidan 1 ml PBS-G (1XPBS, 6mM
glukéza). Buriky byly stoc¢eny pii 1300 x g, 4 °C po dobu 10 minut. Byl odebran supernatant
a k peletu bylo pfidano 100 pul 1xPBS a 50 pl 3xSDS PAGE nanaSeciho pufru. Vzorky byly
inkubovany pii 97 °C po dobu 7 minut.

3.4.2.2 Organelarni a cytozolicka frakce

Bylo odebrano 1x10% bunék/ml. Butiky byly stogeny pii 1300 x g, 4 °C po dobu
10 minut. Bylo odebrano médium a k buiikkam byl ptfidan 1 ml PBS-G. Buriky byly stoCeny pii
1300 x g, 4 °C po dobu 10 minut. Byl odebran supernatant a k peletu bylo pfidano 500 ul SoTE
(mili-Q H20, 20mM Tris-HCI (pH=7.5), 0.6M Sorbitol, 2mM EDTA) a 500 pul SoTE
$ 0.03% digitoninem. Vzorky byly inkubovany 5 minut na ledu, poté byly stoCeny pii
4500 x g, 4 °C po dobu 3 minut. Byl odebran supernatantu (cytozolickd frakce) do nové
mikrozkumavky a vzorek byl vlozen na led. Bylo odebrano 100 ul cytozolu do nové
mikrozkumavky. K cytosolu bylo pfidano 50 pl SDS PAGE nanéSeciho pufru. K peletu, ktery
obsahoval organely, byl pfidan 1 ml PBS, nasledné¢ bylo odebrano 100 pl do nové
mikrozkumavky. K organelarni frakci bylo pfidano 50 pl 3xSDS PAGE nanaseciho puftru.
Vzorky byly inkubovany pii 97 °C po dobu 7 minut.

Proteiny byly rozdéleny pomoci SDS PAGE gelové elektroforézy. Pomoci metody
western blot byly proteiny pieneseny na PVDF membranu, kde byly detekovany pomoci

protilatek. Pouzité protilatky jsou uvedeny v tabulce II.

Tab. II: Pouzité protilatky pri metodé digitoniova subcelularni frakcionace.

Primérni protilatka [Redéni | Vyrobce Sekundarni protilit§Redéni | Vyrobce
mysi o V5 1:2000 |Invitrogen kozi o mouse 1:2000 |Biorad
krali¢i o APRT 1:200 | Vyrobeno v laboratofi kozi o rabbit 1:2000 |Biorad
mysi a Hsp70 1:2000 |Z publikace Panigrahi A. K. etal., 2008 |kozi o mouse 1:2000 |Biorad
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34.3 IFA

Princip

IFA je metoda, pii které dochazi k detekci urcitého proteinu pomoci specifickych
protilatek konjugovanych s fluorescenéni barvou (v nasem piipadé FITC). Detekce muze byt
provadéna pfimo pomoci vazby protilatky, konjugované s fluorescencni barvou, na antigen
nebo nepifimo pomoci vazby primarni protilatky na antigen a nasledné vazbou sekundarni
protilatky, konjugované s fluorescen¢ni barvou, na primarni (v této praci byla pouzita neptima
metoda). Pfed pridanim protilatek je potfeba buiky fixovat pomoci formaldehydu
a permeabilizovat membrany pomoci Tritonu X-100. Nasledné probiha vazba protilatek na
antigen za takovych podminek, aby byla co nejvice specificka. Pro vizualizaci vysledku je pak

pouzit fluorescencni mikroskop.
Postup

Bylo odebrano 2x10” bunék/ml. Buiiky byly stoceny pomoci centrifugy pii 25 °C,
1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano médium a pelet byl promyt v 1 ml 1XPBS
(pH=7.4). K vyslednému peletu bylo piidano 200 ul 1 XPBS. Nasledné byla provedena fixace
bunék pomoci 200 ul roztoku formaldehydu (7.4% formaldehyd, 1XPBS). Z kazdého vzorku
bylo naneseno 40 pl na kryci sklicko. Vzorky byly inkubovany 15 minut pii pokojové teploté.
Poté byl odebran fixacni roztok a buiky byly tfikrat promyty 100 ul 1XPBS. Nasledné byla
provedena permeabilizace membran 100 pl roztoku Triton X-100 (0.1% Triton X-100,
1XPBS) po dobu 10 minut. Roztok byl odebran a buriky byly tfikrat promyty 100 pl 1xXPBS.
Pro minimalizaci vzniku nespecifickych vazeb byly buiiky blokovany jednu hodinu
100 pl blokovaciho ¢inidla (5.5% FBS, 1XPBS-T). Po hodiné bylo odebrano blokovaci
¢inidlo a bunky byly dvakrat promyty 100 ul 1XPBS. Nasledné bylo pfidano 40 ul mysi
primarni protilatky (ecV5, v poméru 1:200) v roztoku BSA (3% Bovine serum albumine,
1XPBS). Builky byly s primarni protilatkou inkubovany hodinu. Nasledné byl odebran roztok
a buriky byly promyty tfikrat 100 pl 1XPBS-T a dvakrat 100 ul 1XPBS. Bylo pfidano 40 pl
kozi sekundarni fluorescencni protilatky (ocxcmouse-FITC, v poméru 1:200,) v BSA. Buriky
byly inkubovéany 50 minut ve tmé&. Roztok byl odebran, buiiky byly promyty trikrat 100 pl
IXPBS-T a dvakrat 100 pl 1XPBS. K buiikam bylo pfidano montazni médium Prolong Gold
Antifade reagent with DAPI (ThermoFisher). Bylo pfilozeno podlozni sklicko a preparat byl
mechanicky stlaCen. Vzorek byl pozorovan pod fluorescencnim mikroskopem

(Axioplan 2 Zeiss Fluorescence Microscope).
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3.5 Mapovani bunécného dychani po indukei alternativni oxidazy

3.5.1 Méreni respirace
Princip

Tato metoda umoziuje zaznamenavat spotiebu kysliku buitkami a porovnavat ji mezi
dvéma vzorky. K méfeni se pouziva pristroj 22xygrafu (v této praci byl pouzit OroborosO2k).
Ptistroj obsahuje dvé komurky (o objemu 2 ml), do kterych se ptidava specialni respiracni
médium (pouzito MiR0O5, Oroboros Instrument) a buriky. Pouzitim riznych substratd
a inhibitorua 1ze sledovat vliv jednotlivych membranovych komplext na respiraci. V této praci
byla tato metoda pouzita pro porovnani vlivu komplexu IV (cytochrom c oxidaza) respiraéniho

fetézce a AOX (alternativni oxidazy) na respiraci.
Postup

Bylo stogeno 2x10” bunék/ml pfi 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano
médium a buiky byly dvakrat promyty v 1 ml média Mir05 (0.5mM EGTA, 3mM MgCly,
60mM Lactobionic acid, 20mM Taurine, 10mM KH;PO4, 20mM HEPES, 110mM D-
Sucrose). K peletu bylo pfidano 100 ul Mir05. Do pfistroje (OroborosO2k) byly napipetovany
2 ml média Mir05. Po ustaleni teploty a kalibraci tlaku kysliku byl do komurek napipetovan
cely obsah vzorkl. Poté, co jiz nedochazelo ke zménam koncentrace kysliku v komurkach
(buriky vycerpaly endogenni respiracni substraty) byl pfidan SmM prolin, ktery slouzil jako
substrat. Kdyz doslo k ustaleni narustu respirace, byl pfidan ImM KCN (inhibitor komplexu
IV), a po ustaleni poklesu byl ptidan 250uM SHAM (inhibitor AOX). Takto byl stanoven
pomér respirace citlivé na KCN a na SHAM.

3.6 Vliv over-exprese alternativni oxidizy na rist bunék

3.6.1 Rustova kiivka
Princip

Ristova kifivka znazormuje zavislost rastu populace na Case a dalSich faktorech
(v tomto pfipadé€: spusténi exprese alternativni oxidazy). Pti pozorovani, zda ma urcity faktor
opravdu vliv na rist bunék, je vhodné skupinu porovnat s kontrolni skupinou, u které nedoslo
k zadnym zménam (nebyla spusténa exprese alternativni oxidazy). Pro zhotoveni ristové

kiivky je potfeba méfit denzitu kultury kazdy den ve stejny Cas. Jelikoz procyklicka forma
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Trypanosoma brucei je schopna pravidelného déleni jen v rozmezi koncentraci 1x10°-2x10’
bunék/ml, je potieba jeji koncentraci po zméfeni nasledné nafedit na puvodni koncentraci
1-2x10° bun&k/ml. Koncentraci bunék je mozné zméfit pomoci piistroje (v této praci byl
pouzit Beckman Coulter Z2) nebo spocitat pomoci Neubauerovy komurky, kdy se spocita
mnozstvi bunék ve 4 ¢tvercich a nasledné se vypocte koncentrace bunék/ml. V této praci byla
rastova kiivka pouzita pro porovnani rustu populaci neindukovanych a indukovanych linii,
u kterych byla spusténa exprese alternativni oxidazy. Zaroven byla ristova kfivka pouzita pro
porovnani vlivu alternativni oxidazy na rust bunééné populace pii rozdilné dostupnosti zivit

(aminokyseliny — SDM 80 médium nebo glukéza — SDM 79 médium).
Postup

Bylo odebrano 100 pl bun€k zkazdé linie. Buriky byly fixovany pifidanim
100 pl TrypFixu (1x SSC - citratovy pufr, 3.6% Formaldehyd). Do kyvet bylo odebrano
5 ml Hemosolu a 50 pl nafixovanych bunék. Koncentrace bun€k v 1 ml byla zméfena pomoci
pristroje Beckman Coulter Z2. Buiiky byly zfedény podle jejich zméfené koncentrace tak, aby
jejich vysledna koncentrace byla 2x10° bunék/ml. Jako fedici roztok bylo pouzito médium,
ve kterém buriky rostly SDM 79 ¢i SDM 80. Pri fedéni byly z ptvodni linie vytvofeny dve
linie o koncentraci 2x10° bunék/ml. Jedna z linii byla indukovéana pfidanim tetracyklinu (1
ug/ml nebo 5 pg/ml). Buiiky byly inkubovany 24 hodiny v inkubatoru pti 27 °C. Nasleduyjici
den (den méfeni rustové kiivky ¢. 1) byla ve stejnou dobu zméfena koncentrace bunék/ml.
Buiiky byly ziedény na pivodni koncentraci 2X10° bunék/ml. K indukované linii bylo pfidan
tetracyklin (1 ug/ml nebo 5 pug/ml). Nasledujici dny byly stejnym zptisobem ve stejnou dobu

zméfeny koncentrace a butiky byly nafedény na koncentraci 2x 10 bunék/ml.

3.7 Vliv over-exprese alternativni oxidazy na zakladni funkce

mitochondrie

3.7.1 Méreni membranového potencialu
Princip

Membranovy potencial byl méfen pomoci prutokové cytomerie. Do kapilary jsou
nasaty buriky, které jsou ozareny laserem a nasledné je zaznamenana jejich fluorescence. Pii
ptipravé vzorkd jsou buriky inkubovany s fluorescencni barvou (v této praci bylo pouzito

TMRE), ktera se dostava dovnitf aktivnich mitochondrii (mitochondrie, u kterych dochazi
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k pfenosu protona) (pievzato ze stranky Cell Signaling Technology®). K pfenosu protonu
dochazi diky respiracnim komplexim béhem dychaciho fetézce. Ocekavalo se, ze buriky,
u kterych byla spusténa exprese alternativni oxidazy budou mit mensi membranovy potencial
nez buriky bez alternativni oxidazy. Membranovy potencial totiz na vnitfni mitochondrialni
membrané¢ vznika prenosem protond z prostoru mitochondrialniho matrixu do
mezimembranového prostoru béhem dychaciho fetézce. V ptfipadé, ze v butice neni pfitomna
alternativni oxidaza, dochazi k vétsi koncentraci zapornych iont v prostoru matrixu a protonti
v mezimembranovém prostoru. V piipadé, kdy burika pouziva alternativni oxidazu, nedochazi

k pfenosu protont respira¢nimi komplexy.
Postup

Bylo stogeno 5x10° bun&k/ml pii 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano
médium a k burikam bylo pfidano 0.5 ml média ve kterém buriky rostly v tkanovych kulturach
(SDM 79 nebo SDM 80) s fluorescencni barvou 60nM TMRE. K jednomu vzorku, ktery
slouzil pro nastaveni pristroje, bylo pfidano samotné medium bez fluorescencni barvy. Dale
byla vytvorena negativni kontrola membranového potencialu piidanim 1 pl 20uM FCCP.
Vzorky byly oteviené a prikryté alobalem ulozené do inkubatoru (27 °C) po dobu 30 minut.
Po kazdych deseti minutach byly vzorky lehce protiepany. Po pul hodiné byly buriky stoCeny
pii 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano médium a buiiky byly promyty 1XPBS
(pH = 7.4). Bunky byly stoceny pii 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Supernatant byl
odebran a k buiikdm byl pfidan 1 ml 1XPBS (pH = 7.4). Vzorky byly pfeneseny do FACS
zkumavek a byl k nim pfidan 1 ml 1XPBS (pH = 7.4). Membranovy potencial byl zméten
pomoci pristroje FACS (BD FACS Canto II) pod PE filtrem.

3.7.2 Méreni mitochondrialnich radikala kysliku
Princip

Radikaly jsou molekuly, které obsahuji alespori jeden neparovy elektron. Pfitomnost
neparového elektronu zplisobuje vysokou reaktivitu. Volné radikaly kysliku vznikaji
v mitochondriich jako vedlejsi produkt dychaciho fetézce. Béhem dychaciho fetézce muze
dojit k tniku elektront z komplexu I nebo komplexu III, tyto elektrony pak reaguji s kyslikem
za vzniku superoxidu. Radikaly kysliku lze méfit pomoci prutokové cytometrie. Pfi méfeni

mitochondrialnich radikalt kysliku se pouziva fluorescencni barva MitoSOX. MitoSOX je
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akumulovan v mitochondriich, kde je za pfitomnosti superoxidu oxidovan a vyzafuje

fluorescenci (pfevzato ze stranky Thermo Fisher Scientific).
Postup

Bylo sto¢eno 1x107 bunék/ml pii 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano
médium a k buikdm byl pfidan 1 ml média (SDM 79 nebo SDM 80) s fluorescencni barvou
S5uM MitoSOX. K jednomu vzorku, ktery slouzil pro nastaveni piistroje, bylo pfidano samotné
medium bez fluorescen¢ni barvy. Vzorky byly oteviené a piikryté alobalem inkubovany pfi
27 °C po dobu 30 minut, po kazdych 10 minutach byly vzorky lehce protfepany. Po pual hodiné
byly buriky stoCeny pfti 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano médium a buriky
byly promyty 1XPBS (pH = 7.4). Buiiky byly stoceny pfi 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut.
Supernatant byl odebran a k buiikdm byl pfidan 1 ml 1XPBS. Vzorky byly pfeneseny do
FACS zkumavek a byl k nim pfidan 1 ml 1XPBS. Mitochondridlni radikaly kysliku byly
zméfeny v piistroji FACS (BD FACS Canto II) pod PE filtrem.

3.7.3 Méreni celularnich radikali kysliku
Princip

V této metodé€ jsou méfeny celularni radikaly kysliku (peroxid vodiku), které vznikaji
ze superoxidu. Vznik superoxidu je vysvétlen v kapitole 5.2. Dvé molekuly superoxidu se
mohou rozdélit a reagovat s molekulou vody za vzniku peroxidu vodiku, ktery je schopny
prochazet mitochondrialni membranou do cytoplazmy. Pfi méfeni celularnich radikalt kysliku
se pouziva fluorescencni barva DCFH-DA, ta je v bufice pomoci esteraz hydrolyzovana na
DCFH (A. R. Rosenkranz et al., 1992). DCFH je v ptitomnosti radikala kysliku oxidovan na
molekulu DCF, ktera vyzatuje fluorescenci (A. R. Rosenkranz et al., 1992).

Postup

Byly vytvorené vzorky o nartstajicim mnozstvim H2O, které slouzily jako kontrola
peroxidu vodiku (OuM H202, 200uM H202, 400uM H>02 a 800uM H20:). Bylo sto¢eno
1x107 bunék/ml pfi 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano médium a k busikim
byl pfidan 1 ml média (SDM 79 nebo SDM 80) s fluorescencni barvou DCFH-DA (1:1000).
K jednomu vzorku, ktery slouzil pro nastaveni pfistroje, bylo pfidano samotné medium bez
fluorescencni barvy. Vzorky byly oteviené a ptikryté alobalem ulozené do inkubatoru (27 °C)

po dobu 30 minut. Po kazdych deseti minutach byly vzorky lehce protfepany. Po pil hodiné
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byly buriky stoceny pomoci centrifugy pii 25 °C, 1300 x g po dobu 10 minut. Bylo odebrano
médium a buriky byly promyty 1 ml 1XPBS (pH= 7.4). Buiiky byly stoceny pii 25 °C, 1300 x g
po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran a k buiikdm byl pfidan 1 ml 1XPBS. Vzorky byly
prendany do FACS zkumavek a byl k nim pfidan 1 ml 1 XPBS. Celulérni radikaly kysliku byly
zméfeny v piistroji FACS (BD FACS Canto II) pod FITC filtrem.
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4 Vysledky

4.1 Ovéreni over-exprese AOX

4.1.1 Ovéreni over-exprese v bunécnych lyzatech metodou western blot

Over-exprese AOX (alternativni oxidazy) byla ovéfena pomoci metody western blot.
Béhem prvotniho pokusu byly pouzity cCtyfi nezavisle vyselektované bunécné linie
overexprimujici AOX a tyto linie byly indukovany tetracyklinem po dobu 2 a 4 dnt
v médiu SDM 79. Detekci epitopu V5 (epitop V5 se nachazi na C-terminalnim konci AOX)
pomoci protilatek byla ovéfena over-exprese AOX (Obrazek 8) u linii neindukovanych (linie
ke kterym nebyl pfidavan tetracyklin) a indukovanych (linie ke kterym byl pfidan tetracyklin)
po dobu 2 a 4 dnl. U neindukovanych linii se protein vyskytoval jen ve velmi nizké
koncentraci, coz muze indikovat nizkou expresi AOX i v absenci tetracyklinu (Obrazek 8).

Zatimco u indukovanych linii se protein vyskytoval ve vysoké koncentraci (Obrazek 8).
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Obr. 8: Ovéreni over-exprese AOX pomoci metody western blot za pouZiti protildatky a V5.
M — marker, N — neindukované linie, 21 — linie indukované 2 dny s tetracyklinem, 4T — linie
indukované 4 dny s tetracyklinem, C2, C3, C4 a C5 — ndzvy piivodnich linii.

Béhem dalsich pokust byly vybrany linie C2 a C3 a z nich byly vytvoreny dvé nové
linie, které byly pfevedené do média s prolinem (SDM 80). Vznikly tak linie C2 a C3 v médiu
s glukézou (SDM 79) a linie C2 a C3 v médiu s prolinem (SDM 80). To bylo provedeno, aby
se zjistilo, jak budou bunky reagovat na over-expresi AOX v rozdilnych prostredich

(prostiedi s glukdzou a prostiedi s prolinem).

Ovéreni over-exprese AOX bylo provedeno pomoci specifické protilatky
rozpoznavajici AOX. Na obrazku 9 lze vidét, ze spusténi over-exprese AOX u indukovanych
bunék bylo uspésné. Byly detekované dva bandy, a ten vétsi odpovida velikostné V5 tagované
AOX. Mensi band by odpovidal velikosti endogenni AOX, ale je zajimavé, ze tento band neni
detekovany u neindukovanych linii, kde by mél byt pfitomen, pokud by se jednalo o endogenni
AOX. Je také mozné, Ze se jedna o degradacni produkt V5 tagované AOX od C-terminalnho

konce, jelikoz tento produkt neni znatelny na obrazku 8.
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Intenzita over-exprese AOX byla u bunék inkubovanych v médiu prolinem lehce slabsi
nez u bunék inkubovanych v médiu s glukoézou (Obrazek 9). AC vyobrazeno zvlast, vzorky
z obou medii byly naneseny na stejny gel a western blot analyza probéhla na jedné membrang.
Tento experiment byl proveden pouze jednou, a proto bude nutné ho zopakovat pro potvrzeni

tohoto zajimavého fenotypu.

Déle bylo zisténo, ze nebyla zménéna intenzita exprese dalSich membranovych
proteint, jako jsou Rieske (podjednotka komplexu III) a coxIV (podjednotka komplexu IV).
Oba proteiny byly zastoupeny ve vsech liniich v pfiblizné stejné intenzit¢ (Obrazek 9). Diky
kontrole Hsp70, ktera se méla vyskytovat ve vSech liniich, bylo ovéfeno, ze vzorky byly
pripraveny ze vSech linii ve stejné koncentraci, byly stejnomérné naneseny na gel a burky
neprochazely znatelny stresem, jenz by se projevil na zvySené expresi tohoto proteinu
(Obrazek 9). Na zaklad¢ téchto vysledki miZzeme usuzovat, Ze over-exprese AOX nevede ke

zménam exprese nami detekovanych proteint.
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Obr. 9: Ovéieni over-exprese AOX u C2 linie metodou western blot za pouZiti a TAO.
Neindukované — linie, ke kterym nebyl priddvan tetracyklin, 2T — linie indukované 2 dny
s tetracyklinem, 4T — linie indukované 4 dny s tetracyklinem, 6T — linie indukované 6 dni
s tetracyklinem, 8T — linie indukované 8 dni s tetracyklinem, 79 — inkubacni médium SDM 79,
80 — inkubacni médium SDM 80.
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Na obrazku 10 lze vidét snimek reprezentativniho neznaceného SDS gelu

s rozdélenymi proteiny, ktery slouzil jako kontrola ovéfeni spravného nanaseni vzorku.

SDM 79 SDM 80

M N 2T 4T 6T 8T N 2T 4T 6T 8T

Obr. 10: Neznaceny gel (BIO-RAD, mini-protean TGX stain-free precast gel) pouzity jako
kontrola rovnomérného nandseni vzorki pro nasledujici metodu western blotu.
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412 Ovéreni over-exprese alternativni oxidazy ve spravné ¢asti buiky

Poté, co bylo ovéfeno, ze u indukovanych bunék s tetracyklinem dochazi
k over-expresi AOX, bylo potieba zjistit, zda je protein lokalizovany v mitochondriich, kde
by plnil svoji funkci. K tomu byla pouzita metoda digitoninova subcelularni frakcionace, diky
které je mozné ovéfit, zda je protein lokalizovany v cytozolu, nebo je importovan do organel.
Vzorky byly rozdéleny na organelarni a cytozolickou frakci pomoci metody digitoninova
subcelularni frakcionace a nasledné western blot analyzou bylo mozné ovéfit, v jaké Casti
bunky se protein vyskytuje. Protein alternativni oxidazy byl detekovan pomoci protilatek proti
V5 epitopu. Jako kontrola vstupnich vzorka byla pouzita frakce celych bunék (WCL).
Protilatky proti mitochondrialnimu proteinu Hsp70 a cytosolickému proteinu APRT byly

vyuzity pro ovéfeni uspésnosti bunécné frakcionace.

Na obrazku 11 lze vidét, ze AOX se vyskytovala pouze v organelami frakci stejné jako
Hsp70, zatimco APRT se vyskytoval pouze v cytozolické frakci. Tento vysledek poukazuje

na fakt, ze over-exprimovana AOX je spravné cilena do organel.

Metodou digitoninova subcelularni frakcionace bylo dokézano, ze protein vznikal
v cytoplazmé a nasledné byl importovan do organel. Za pomoci této metody, ale nedokazeme
urcit, zda byl protein importovan do mitochondrie, kde by se ucastnil metabolismu, nebo do

jiné organely.

WCL Cyt Org
0ka | A T
38 kDa AT~ ~ Vs
23 kDa A — - APRT

Obr. 11: Ovéreni over-exprese alternativni oxidazy v organeldrni frakci pomoci metody
digitoninova subceluldarni frakcionace. WCL — frakce celych bunék (Whole Cell Lysate),
Cyt — cytozolicka frakce, Org — organeldrni frakce.
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4.1.3 Ovéreni mitochondrialni lokalizace over-exprimované AOX metodou

immunofluorescence

Pomoci metody immunofluorescence assay (IFA) byla ovéfena over-exprese
alternativni oxidazy a také jeji bunécna lokalizace. Jelikoz metodou digitoninova subcelularni
frakcionace bylo ovéfeno, ze AOX se vyskytovala v organelach (Obrazek 11), bylo dale
potteba ovéfit, zda je protein spravné cilen do mitochondrie, kde by se uc€astnil metabolismu,
k tomu byla pouzita metoda detekce pomoci imunofluorescence. Pfi této metod¢€ byla pouzita
jako kontrola fluorescen¢ni barva DAPI, ktera umoznila detekovat DNA (mitochondrialni
a jadernou), jelikoz se vaze na A-T useky DNA (Obrazek 13). Pomoci sekundarni protilatky
konjugované s FITC fluorescen¢ni barvou bylo mozné detekovat protein alternativni oxidazy

(Obrazek 13).

Protein alternativni oxidazy se vyskytoval pouze v buikach indukovanych
s tetracyklinem a signal odpovidal typickému barveni mitochondrie (Obrazek 13). Metodou
IFA na burikach inkubovanych v SDM 79 a SDM 80 bylo ovéfeno, Ze over-exprimovana AOX
byla importovana do mitochondrie. Fluorescence byla zachycend jen u bunék, kde byla
spusténa over-exprese alternativni oxidazy pomoci tetracyklinu. Pomoci kontroly DAPI bylo
ovéteno, ze bunky byly vnormalnim stavu (over-exprese AOX nezpusobila zmény

v bunécném cyklu).
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%
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Obr. 12: Ovéreni over-exprese alternativni oxidazy u bunék indukovanych 2 dny metodou
IFA. Bunky inkubované v médium SDM 80 + 10 % FBS. AOX — alternativni oxiddza
detekovand sekunddrni protildtkou (o-mouse vazici se na a-TAO) konjugovanou
s fluorescencni barvou (excitace 488 nm), Nukleus — jadernda DNA detekovand pomoci DAPI,
Kinetoplast — mitochondridlni DNA detekovana pomoci DAPI. Obrazek byl vytvoreny
kombinaci snimkit DAPI, FITC a viditelného svétla, zvétseni 100x.
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Obr. 13: Ovéieni over-exprese alternativni oxiddazy pomoci metody IFA. DAPI —
Sfluorescencni barva, vdzaci se na A-T tiseky DNA, FITC — fluorescencni barva (excitace 488
nm) konjugovana se sekunddrni protildtkou (o-mouse vazici se na o-TAO). DAPI + FITC —
obrazek vytvoreny kombinaci obrazkit DAPI, FITC a viditelného svétla, Nukleus — jadernd
DNA, Kinetoplast — mitochondrialni DNA, 79 — inkubacni médium SDM 79 + 10 % FBS,
80 — inkubacni médium SDM 80 + 10 % FBS, neindukované — linie, ke kterym nebyl priddvdan
tetracyklin, indukované 2 dny — linie indukované 2 dny s tetracyklinem, zvétSeni 100x.

4.2 Zjisténi vlivu over-exprese AOX na rist bunék

Vliv over-exprese AOX na rast bunék byl ovéfen pomoci sledovani rastovych kiivek
indukovanych a neindukovanych linii a jejich naslednym porovnanim. Abychom zjistili, zda
ma AOX rozdilny vliv na rist bunék pii odliSnych podminkach (pfitomnost glukézy nebo
prolinu), byla rustova kiivka méfena u bun€k inkubovanych v médiu s glukozou (Obrazek 14)

a u bunék inkubovanych v médium s prolinem (Obrazek 15).

U obou rustovych kiivek lze vidét negativni vliv AOX na rist bunécné populace
v porovnani s kontrolni skupinou, avSak je zfetelné, ze v pfitomnosti glukozy byl tento vliv
signifikantn€j§i. Na obrazku 14 lze vidét, ze béhem druhého dne doslo ke zpomaleni ristu
populace u indukovanych linii. Na obrazku 15 lze vidét, ze neindukované linie mély po tfetim

dni relativni priristek bunécné populace vétsi nez linie indukované s tetracyklinem.
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To, ze over-exprese AOX méla negativné€jsi vliv na rist bunék v médiu s glukozou je

také zfejmé z tabulky III, ve které jsou uvedeny Casy potfebné ke zdvojnasobeni populace pro

jednotlivé bunécné linie.

1,0E+11

1,0E+10

1,0E+09

1,0E+08

1,0E+07

Kumulativni hustota bunék (buiiky/ml)

1,0E+06

Efekt over-exprese AOX na procyklickou

formu trypanozomy 29-13
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Indukce tetracyklinu (hodiny)
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Obr. 14: Efekt over-exprese alternativni oxidazy na procyklickou formu trypanozomy 29-13

v SDM 79. C2 a C3 — ndzvy puvodnich linii, - tet — neindukovana linie, + tet — indukovand
linie s tetracyklinem (1 ug/ml).
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Obr. 15: Efekt over-exprese alternativni oxidazy na procyklickou formu trypanozomy 29-13
v SDM 80. C2 a C3 — nazvy puvodnich linii, - tet — neindukovand linie, + tet — indukovand

linie s tetracyklinem (5 ug/ml).

Tab. III: Cas potiebny ke zdvojnisobeni populace pro jednotlivé bunééné linie

v hodinach.

SDM 79 SDM 80
Linie N +T N +T
C2 13.98 20.08 11.76 15.81
C3 14.68 21.73 14.35 16.67
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4.3 Mapovani bunécného dychani po indukei AOX

Pro zmapovani bunécného dychani pifes AOX, ¢i komplexy III a IV za pfitomnosti
prolinu a vyuziti specifickych inhibitori pro AOX (salicylhydroxamic acid, SHAM) a pro
komplex IV (KCN) byl pouzit oxygraf (OroborosO2k). Nejprve byla zméfena respirace po
pfidani prolinu. Nasledné byl zmeéfen vliv inhibice komplexu IV (cytochrom c oxidazy)
pomoci ImM KCN a poté byl zmeéten vliv inhibice alternativni oxidazy pomoci 250uM
SHAM.

Na obrazcich 16 a 17 lze vidét reprezentativni snimky grafti z oxygrafu
(Obrazek 16 zobrazuje vliv inhibice na neindukované linie a obrdzek 17 zobrazuje vliv
inhibice na linie indukované 2 dny). U obou vzorkt doslo k nartistu respirace po pridani
substratu, avSak u indukovanych linii doslo k vétSimu nartstu respirace nez u neindukovanych
linii (Obrazky 16 a 17). U neindukovanych linii doSlo k prudkému poklesu respirace, po
pfidani inhibitoru KCN a nésledn€é po piidani inhibitoru SHAM doslo k poklesu zbylé
respirace na nulu (Obrazek 16). U indukovanych linii byl pokles zpisobeny KCN pouze
mirny, k intenzivné&j§imu poklesu doslo az po pfidani SHAM (Obrazek 17).

U neindukovanych linii dosahovala celkovéa respirace 50.80 pmol/(s'ml) a na respiraci
meéla vetsi vliv inhibice komplexu IV (62.53 %) (Obrazky 18 a 19). U indukovanych linii doslo
k signifikantnimu narustu celkové respirace na 114.26 pmol/(s'ml) a inhibice aktivity AOX

zpusobila pokles 0 69.92 % (Obrazky 18 a 19).
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Obr. 16: Graf viivu jednotlivych inhibitori na respiraci neindukované linie (obrazek
z oxygrafu OroborosO2k). Modra— obsah kysliku, cervend — spotreba kysliku, Proline
SmM — chvile, ve které byl pridan substrdt prolin, KCN ImM — chvile, ve které byl priddan
inhibitor KCN, SHAM 250uM — chvile. ve které byl pridan inhibitor SHAM.
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Obr. 17: Graf viivu jednotlivych inhibitoru na respiraci linie indukované 2 dny
(obrazek z oxygrafu OroborosO2k). Modrda — obsah kysliku, cervena — spotieba kysliku,
Proline 5mM — chvile, ve které byl priddn substrat prolin, KCN ImM — chvile, ve které byl
pridan inhibitor KCN, SHAM 250uM — chvile, ve které byl priddn inhibitor SHAM.
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Obr. 18: Vliv inhibice termindlnich oxidaz na respiraci. Neindukované — linie, ke kterym
nebyl priddvan tetracyklin, Indukované 2 dny — linie indukované 2 dny tetracyklinem, KCN
citlivé — ovlivnéni respirace vilivem citlivosti na KCN, SHAM citlivé — ovlivnéni respirace

viivem citlivosti na SHAM, rezidudlIni aktivita — spotreba kysliku, pozorovatelnd i po pridani
inhibitorii.
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Obr. 19: Vliv inhibice termindlnich oxidaz na respiraci. Neindukované — linie, ke kterym
nebyl priddvan tetracyklin, Indukované 2 dny — linie indukované 2 dny tetracyklinem, KCN
citlivé — ovlivnéni respirace viivem citlivosti na KCN, SHAM citlivé — ovlivnéni respirace
viivem citlivosti na SHAM, rezidudlIni aktivita — spotreba kysliku, pozorovatelna i po pridani
inhibitorii.

4.4 Ovéreni vlivu over-exprese AOX na zakladni funkce
mitochondrie
AOX ma kratsi drahu prenosu elektront z kofaktoru na kyslik nez respiracni fetézec
a béhem oxidace nepfenasi protony (C. Viscomi, et al., 2023). Proto nas zajimalo, zda dojde

vlivem over-exprese ke zménam zakladnich funkci mitochondrie, jako je mitochondrialni

membranovy potencial a mnozstvi vyprodukovanych radikalt kysliku.

K ovéfeni, zda over-exprese AOX ovlivnila zakladni funkce mitochondrie, byla pouzita
metoda pratokové cytometrie, pomoci které byly zméfeny hodnoty mitochondrialniho

membranového potencialu a mnozstvi radikala kysliku (mitochondrialnich a bunécnych).
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4.4.1 Mitochondrialni membranovy potencial

Overxprese AOX casto vede ke snizeni mitochondridlniho membranového potencialu
(M. Szibor, et al., 2022). V naSem ptipadé ale bylo zji§t€no, ze v pfitomnosti prolinu nedo§lo
ke snizeni pratoku elektront pres komplexy Il a IV (Obrazek 19). Z tohoto diivodu nam pfislo
zajimavé zjistit, zda je také ovlivnén mitochondridlni membranovy potencial v butikach

T. brucei exprimujici AOX.

Na obrazku 20 lze vidét graf zachycené fluorescence v procentech (vztazeno
k neindukovanym liniim). Béhem indukce bunék v pfitomnosti glukdézy doslo k poklesu
mitochondridlniho membranového potencialu, zatimco u bunek s prolinem doslo k lehkému

narustu (Obrazek 20).

Toto zjisténi je velice zajimavé, jelikoz to poukazuje na specifické chovani AOX za
raznych podminek. V pfitomnosti glukozy se AOX chova v souladu s literaturou, kdy dochazi
ke snizeni mitochondrialniho membranového potencialu, kdezto za pfitomnosti prolinu jsme

toto snizeni nepozorovali, coz odpovida vysledkiim ziskanym pii méfeni respirace.
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Obr. 20: Mitochondridalni membrdanovy potencidl. Neindukované — linie, ke kterym nebyl
pridavan tetracyklin, 2T — linie indukované 2 dny s tetracyklinem, 4T — linie indukované 4 dny
s tetracyklinem, 6T — linie indukované 6 dni s tetracyklinem, 8T — linie indukované 8 dni
s tetracyklinem, 79 — inkubacni médium SDM 79 + 10 % FBS, 80— inkubacni médium
SDM 80 + 10 % FBS.

4.4.2 Méreni hladiny radikali kysliku

V literatufe se uvadi, ze exprese AOX muze vést ke snizeni radikalt kysliku, jelikoz
odvadi elektrony od komplexu III, ktery produkuje radikaly kysliku (M. Szibor, et al., 2022).
Proto jsme predpokladali, ze u indukovanych linii s tetracyklinem bude mensi fluorescence

(mnozstvi zachycenych radikalt kysliku) nez u neindukovanych bunék.

4.4.2.1 Bunécné radikaly kysliku

Bunécné radikaly kysliku byly méteny pomoci fluorescencni latky DCFH-DA. Na
obrazku 21 je wvidét mnozstvi zachycené fluorescence v procentech (vztazeno
k neindukovanym liniim). Béhem indukce doslo k lehkému nartistu mnozstvi radikala kysliku

(Obrazek 21), ovSem v ramci chybovych usecek tento narust neni statisticky signifikantni.
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Pii méfeni mnozstvi bunécnych radikala kysliku byly pouzity, jako pozitivni kontrola
(ktera ovérila citlivost méfenti), buriky, ke kterym byl pfidan v riznych koncentracich peroxid
vodiku. Akumulace peroxidu vodiku vede k oxidacnimu stresu bun€k a je pozorovan narust

fluorescence (zvysovani mnozstvi radikalt kysliku) (Obrazek 22).
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Obr. 21: Bunécné radikdly kysliku. Neindukované — linie, ke kterym nebyl priddvan
tetracyklin, 2T — linie indukované 2 dny s tetracyklinem, 4T — linie indukované 4 dny
s tetracyklinem, 6T — linie indukované 6 dni s tetracyklinem, 8T — linie indukované 8 dni

s tetracyklinem, 79 — inkubacni médium SDM 79 + 10 % FBS, 80— inkubacni médium
SDM 80 + 10 % FBS.
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Obr. 22: Kontrola peroxidu vodiku. OuM — OuM H>02 200uM - 200uM H>O:,
400uM — 400uM H202, 800uM — 800uM H>0:.

4.4.2.2 Mitochondrialni radikaly kysliku — pilotni pokus

Ac¢ nebylo pozorovano snizeni radikali kysliku na bunééné urovni, zajimalo nas, zda
over-exprese AOX mize mit pfimy vliv na hladinu mitochondrialnich radikala kysliku. Tato
charakteristika byla méfena pomoci fluorescencni barvy MitoSox. Na obrazku 23 lze vidét

zachycenou fluorescenci v procentech (vztazeno k neindukovanym liniim).

Béhem indukce v piitomnosti glukozy doslo k poklesu mitochondrialnich radikalt
kysliku, zatimco u bunek, které rostly v ptitomnosti prolinu, doslo k lehkému nartstu radikal
kysliku (Obrazek 23). Toto pozorovani je v souladu s mymi vysledky, kdy v pfitomnosti
glukdzy dochazi ke snizeni mitochondrialniho membranového potencidlu, coz naznacuje, ze
AOX je schopna prebrat elektrony z komplext III a IV. Tento vysledek bude potieba potvrdit

meéfenim respirace v pritomnosti glukédzy, které je planované.

Za pritomnosti prolinu doslo k nariistu mitochondrialnich radikalt kysliku, coz
odpovida mym datim, kdy jsme pozorovali zvySenou respiraci a také mirné zvySeny

mitochondrialni membranovy potencial.
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Obr. 23: Mitochondridlni radikaly kysliku. Neindukované — linie, ke kterym nebyl priddvan
tetracyklin, 2T — linie indukované 2 dny s tetracyklinem, 4T — linie indukované 4 dny
s tetracyklinem, 6T — linie indukované 6 dni s tetracyklinem, 8T — linie indukované 8 dni

s tetracyklinem, 79 — inkubacni médium SDM 79 + 10 % FBS, 80— inkubacni médium
SDM 80 + 10 % FBS.
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5 Diskuze

Jednim z hlavnich divodi studia AOX je jeji schopnost snizovat hladinu radikalt kysliku,
které mohou mit v mitochondriich patofyziologické projevy (Viscomi et al., 2023). Exprese
AOX, ktera je u krevni formy trypanozomy jedinou terminalni oxidazou, je béhem jejiho
zivotniho cyklu regulovana. Dilezitou roli pravdépodobné hraje béhem diferenciace hmyzich
forem pfi programovém remodelingu mitochondridlniho metabolismu, protoze je spolu
s n€kolika malo dal§imi enzymy siln€ up-regulovana okamzit€é po expresi proteinu RBP6
(RNA binding protein), zptisobujiciho diferenciaci do metacyklické formy (Dolezelova et al.,
2020). Proto nas velice zajimalo srovnani zmén pifi spusténi exprese AOX v bézné
kultivovanych procyklickych bunkach za riznych podminek. Ma data poukazuji na mirny
rastovy fenotyp a zvySeni respirace za piitomnosti prolinu zapii¢inéné over-expresi AOX.
Stoji za povSimnuti, Ze se v zavislosti na pouzitém médiu lisil efekt over-exprese AOX na

mitochondrialni membranovy potencial a mnozstvi radikalt kysliku.
5.1 Zména riustu bunécénych linii po indukci AOX

Prabéh rastovych kiivek se podobal vysledkiim ze studie R. Walker Jr. et al. (2005), ve
které méfili rast bunécnych linii v médiu s glukozou. V jejich praci uvadi, ze bunécna populace
indukovanych linii sice rostla pomaleji v porovnani s populaci neindukovanych, ale byli
nazoru, ze tento rozdil je zpusobeny spiSe rozdilnosti jednotlivych linii nez over-expresi
alternativni oxidazy. AvSak nase vysledky poukazuji na to, ze alternativni oxiddza negativné

ovliviyje rast bunécné populace.

To, ze over-exprese AOX ma vliv na Cas, za ktery dojde ke zdvojnasobeni poctu bunék,
je velice zajimavé. U bunék, které rostou v pritomnosti glukdzy to mize byt vysvétleno tim,
ze maji snizeny mitochondridlni membranovy potencial, a tudiz buriky rostou pomaleji.
Snizeni membranového potencialu by mélo vést i k niz§imu mnozstvi ATP, které planuje
zméfit v dalsi studii. V pfipad¢€ prolinu, kdy se mitochondridlni membranovy potencial
nesnizuje, musi byt ristovy fenotyp zptusobeny néfim jinym. Jednou z moznosti je, ze zde
hraji roli zvySené hladiny mitochondrialnich radikalt kysliku, které jsme detekovali. Aby se

ale tato teorie potvrdila, bude potfeba dalsiho méfeni.
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5.2 Zména mitochondrialniho membrinového potencialu po

indukci AOX

Alternativni oxidaza nepfenasi protony (C. Viscomi et al., 2023), proto jsme
predpokladali, ze vlivem over-exprese alternativni oxidazy dojde k poklesu mitochondrialniho
membranového potencidlu. Toto jsme pozorovali u indukovanych bunék s tetracyklinem
v médiu s obsahem glukozy (SDM 79). Buiiky v médiu SDM 79 vytvareji své ATP predevsim
pomoci glykolyzy a oxidaci pyruvatu na acetatu, ktera je spjata se substratovou fosforylaci
(N. Lamour et al., 2005). Zda snizeni mitochondrialniho membranového potencialu, také
zpusobilo snizeni mnozstvi ATP produkovaného oxidativni fosforylaci, v§ak bude potieba

v budoucnu zméfit.

Oproti tomu buriky v pfitomnosti prolinu jsou plné€ zavislé na produkci ATP pres
oxidativni fosforylaci, a proto je mitochondrialni membranovy potencial velice dulezity
(A. Zikova, 2022). Je zajimavé, ze v téchto buinikach nedoslo ke snizeni mitochondrialniho
membranového potencialu, coz by napovidalo kompenza¢nimu mechanismu, aby se udrzel

tok elektront pres proton pumpujici komplexy Il a IV.

Vlivem over-exprese AOX doslo u indukovanych bunék v médiu s obsahem glukozy
k poklesu mitochondrialnich radikala kysliku (superoxidu). Tento vysledek je v souladu
s literaturou (M. Szibor et al., 2022), ze AOX snizuje mnozstvi vyprodukovanych radikalti

kysliku uvnitt mitochondrie.

Nicméné zajimavy vysledek byl pozorovan v médiu s prolinem, ve kterém doslo
k lehkému narastu mitochondrialnich radikalt kysliku béhem indukce AOX tetracyklinem.
Tento vysledek je v souladu s mymi daty, jelikoz vidime narust respirace s prolinem a zaroven
mirny narust mitochondrialniho membranového potencialu. Oxidaci prolinu vznika velké
mnozstvi redukovanych NADH, které musi byt reoxidovany, to je u trypanozémy mozné
pomoci komplexu I a alternativni dehydrogenazy (J. Fang & D. S. Beattie, 2002) (M. Duarte
& A. M. Tomas, 2014). Ob¢ tyto dehydrogenazy jsou znamym mistem tvorby superoxidu,
ktery je nasledné pretvofen na peroxid vodiku. Je mozné, ze zvySena respirace pres prolin
pravé vede ke vzniku superoxidu. Podobny efekt byl pozorovan u 7. brucei linie, ktera
prochazi in vitro diferenciaci, kdy zvySena exprese alternativni oxidazy byla doprovazena
vzrustem respirace, coz vedlo ke zvySenym hladinam superoxidu (Dolezelova et al., 2020).

Pro¢ zaroven nedoslo k nartstu hladiny bunéénych radikalt kysliku zistava nezodpovézeno,
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ale je mozné, ze enzymy zodpovédné za detoxifikaci bunécnych radikala kysliku maji

schopnost tuto hladinu drzet pod kontrolou.
5.3 Zména bunécného dychani po indukci AOX

Respirace byla zatim zméfena jen u buné€k v pfitomnosti prolinu. V budoucnu na tento

pokus planujeme navazat a pouzit glukozu jako substrat.

Vysledky jasné ukazuji, ze over-exprese AOX ovliviluje metabolismus prolinu,
jelikoz dochazi ke znatelnému navySeni respirace v ptfitomnosti prolinu. Jak naznacuje
i méfeni mitochondrialniho membranového potencialu, tak tok elektront pres komplexy II1
a IV zistal stejny, jelikoz nedochéazelo k poklesu respirace citlivé na KCN. To ukazuje
1 respirace, kdy navySena respirace odpovida proporci pro AOX (respirace citliva na SHAM).
Je mozné, ze zde dochazi ke zvySenému toku elektront, jelikoz AOX udrzuje ubichinon
v redukovaném stavu, coz mozna zvySuje aktivitu NADH dehydrogenaz a prolinové
dehydrogenazy, a tudiz dochazi ke znatelné zvySené spotiebé prolinu. Také je mozné, ze
dochazi ke zménam v genové expresi (napiiklad zvySeni exprese prolinového transportéru ¢i
enzymu oxidace prolinu), to by bylo ale potfeba ovéfit analyzou genové exprese napiiklad
pomoci metody RNA sekvenovani. Pokud by to byla pravda, musela by zde existovat néjaka
signalni draha, ktera by se spustila poté, co by se v mitochondrii objevil nadbytek AOX,
poklesl by mitochondridlni membranovy potencial a doslo by ke snizeni produkce ATP. Toto
vSe by se mohlo zkombinovat do signalu, kdy by bylo nasledné potfeba zvysit spotiebu
prolinu, aby se udrzel mitochondrialni membranovy potencial na stejné urovni. Tato hypotéza

bude v blizké budoucnosti zkoumana v laboratofi.
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6 Zavér

V této praci jsme indukovali over-expresi AOX u procyklické formy 7. brucei a urcili
jsme jakym, zpuisobem over-exprese AOX ovliviiuje tuto formu pfi rozdilné dostupnosti zivin
(glukoza nebo prolin). Bylo zjisténo, ze vlivem over-exprese AOX u bunék v médiu
s gluk6zou doSlo ke snizeni mitochondridlniho membranového potencialu a mnozstvi
mitochondrialnich radikalt kysliku. Zarovei doslo k negativnimu ovlivnéni ristového
fenotypu. U bunék v médiu s prolinem naopak doSlo ke zvySeni mitochondrialniho
membranového potencialu a mnozstvi mitochondrialnich radikald kysliku. Také doslo
k negativnimu ovlivnéni rastového fenotypu, ale vliv nebyl tak signifikantni jako v pfipade

bunék v médiu s glukozou.

Ve svém budoucim magisterském studiu planuji s timto vyzkumem pokracovat a rozsifit
ho o dalsi experimenty, jako napfiklad zméfeni respirace s glukozovym substratem, produkce
ATP substratovou a oxidativni fosforylaci, stanoveni poméru NADH/NAD* méfeni
mitochondrialnich radikala kysliku, méfeni membranového potencialu pomoci fluorimetru, ¢i
objasnit, zda AOX interaguje specificky s dal§imi enzymy (napt. glycerol — 3 fosfat
dehydrogenazou), coz by umoznilo vysvétlit rizné fenotypy zméfené v médiich s glukozou

a prolinem.
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