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1. Introduction 

1.1. Trypanosomatida 

T r y p a n o s o m a t i d a a r e u n i c e l l u l a r o r g a n i s m s t h a t h a v e a s i n g l e f l a g e l l u m a n d a s i n g l e 

m i t o c h o n d r i o n ( P o d l i p a e v , 2 0 0 1 ) . A l l d e s c r i b e d T r y p a n o s o m a t i d s a r e p a r a s i t e s , u s u a l l y 

r e s i d i n g w i t h i n i n s e c t s . A f e w g e n e r a a r e d i x e n o u s , m e a n i n g t h e y h a v e a l i f e c y c l e w i t h i n a 

s e c o n d a r y h o s t t h a t c a n b e a p l a n t , i n v e r t e b r a t e o r v e r t e b r a t e . S e v e r a l o f t h e s e d i x e n o u s s p e c i e s 

a r e h u m a n p a t h o g e n s r e s p o n s i b l e f o r s o m e o f t h e w o r s t n e g l e c t e d t r o p i c a l d i s e a s e s i n t h e w o r l d . 

O n e o f t h e s e i s C h a g a s d i s e a s e , w h i c h i s t r a n s m i t t e d t o h u m a n s b y T r i a t o m i n e b u g s i n f e c t e d 

w i t h Trypanosoma cruzi. L e i s h m a n i a s i s i s a d i s e a s e c a u s e d b y v a r i o u s Leishmania s p e c i e s 

f o u n d i n t h e t r o p i c s , s u b t r o p i c s , a n d s o u t h e r n E u r o p e . T h e s e p a r a s i t e s a r e t r a n s m i t t e d b y 

p h l e b o t o m i n e s a n d f l i e s ( K a u f e r e t a l . , 2 0 1 7 ) . F i n a l l y , t h e e t i o l o g i c a l a g e n t o f H u m a n A f r i c a n 

T r y p a n o s o m i a s i s ( H A T ) i s Trypanosoma brucei brucei, w h i c h i s t r a n s m i t t e d b y t s e t s e f l i e s 

( S i m p s o n e t a l . , 2 0 0 6 ) . N o t a b l y , o f a l l t h e T r y p a n o s o m a t i d s , o n l y Trypanosoma brucei brucei 

i s a n e x t r a c e l l u l a r p a r a s i t e . 

1.2. Trypanosomiasis 

H A T , a l s o k n o w n as A f r i c a n s l e e p i n g s i c k n e s s , i s c a u s e d b y t w o s u b s p e c i e s o f 

t r y p a n o s o m e s , Trypanosoma brucei gambiense a n d Trypanosoma brucei rhodesiense. T h e s e 

p a r a s i t e s a r e t r a n s m i t t e d b y t s e t s e f l i e s (Glossina s p e c i e s ) t h a t a r e g e o g r a p h i c a l l y r e s t r i c t e d t o 

s u b - S a h a r a n A f r i c a ( a r e a h i g h l i g h t e d i n y e l l o w o n F i g u r e 1 ) . I n t e r e s t i n g l y , t h e d i s e a s e 

p r o p a g a t e d b y Trypanosoma brucei gambiense a n d Trypanosoma brucei rhodesiense i s 

d i f f e r e n t . W h i l e t h e d i s t r i b u t i o n o f Trypanosoma brucei rhodesiense i s c o n f i n e d t o a f e w r u r a l 

a r e a s i n E a s t e r n A f r i c a , i t c a u s e s a n a c u t e f o r m o f t h e d i s e a s e t h a t i s m o r e v i r u l e n t c o m p a r e d t o 

t h e c h r o n i c d i s e a s e m a n i f e s t a t i o n c a u s e d b y Trypanosoma brucei gambiense i n W e s t e r n A f r i c a 

( F i g u r e 1 ) . W h i l e t h e d i s e a s e i s o f t e n l e t h a l i f u n t r e a t e d , n e w d r u g s l i k e f e x i n i d a z o l e a n d 

a c o z i b o r o l e a r e p r o v i n g t o b e h i g h l y e f f e c t i v e ( D i c k i e e t a l . , 2 0 2 0 ) . T h i s c o m b i n e d w i t h a c t i v e 

g o v e r n m e n t p r o g r a m s t h a t c o n t r o l t s e t s e p o p u l a t i o n s l o c a t e d i n c l o s e p r o x i m i t y t o u r b a n a r e a s 

h a s r e s u l t e d i n a d r a m a t i c r e d u c t i o n i n t h e n u m b e r o f i n f e c t i o n s i n r e c e n t y e a r s . W h i l e t h e r e 

w e r e a n e s t i m a t e d 3 0 0 , 0 0 0 i n f e c t e d i n d i v i d u a l s i n 1 9 9 5 , t h e r e w e r e o n l y 1 , 0 0 0 r e p o r t e d ca se s 

i n 2 0 1 9 ( h t t p s : / / w w w . w h o . i n t ) . T h i s t r e n d i s a v e r y p o s i t i v e o u t c o m e o f r e n e w e d a t t e n t i o n t o 

H A T i n t h e l a s t 2 0 y e a r s , b u t t h e p o p u l a t i o n a t r i s k o f H A T i n c l u d e s 7 0 m i l l i o n p e o p l e i n 3 6 
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c o u n t r i e s i f t h e p a r a s i t e s d e v e l o p r e s i s t a n c e t o t h e d r u g s o r r e n e w e d w a r o r i n c r e a s e d p o v e r t y 

c u r t a i l g o v e r n m e n t p r o g r a m s . 

Figure 1: Geographical distribution of cases of Human African Trypanosomiasis (HAT) 

caused by Trypanosoma brucei gambiense and Trypanosoma brucei rhodesiense. T h e a r e a 

m a r k e d i n y e l l o w r e p r e s e n t s t h e o c c u r r e n c e o f t s e t s e f l i e s (Glossina s p e c i e s ) . A d a p t e d f r o m 

B i i s c h e r e t a l . , 2 0 1 7 . 

A f a r b i g g e r e c o n o m i c a l b u r d e n i s i m p o s e d b y A f r i c a n a n i m a l t r y p a n o s o m i a s i s ( A A T ) . 

A l s o k n o w n as N a g a n a , i t a f f e c t s b o t h d o m e s t i c a n d w i l d a n i m a l s . I n f e c t e d a n i m a l s s u f f e r f r o m 

f e v e r , w e a k n e s s , l e t h a r g y a n d a n a e m i a , r e s u l t i n g i n w e i g h t l o s s , l o w e r f e r t i l i t y , l e s s m i l k 

p r o d u c t i o n a n d e v e n t u a l d e a t h ( h t t p s : / / w w w . g l a . a c . u k ) . D u e t o t h e s e d i s e a s e s , t h e A f r i c a n 

e c o n o m y i s n e g a t i v e l y a f f e c t e d , c o s t i n g a n e s t i m a t e d f i v e b i l l i o n d o l l a r s i n l o s t a n i m a l 

p r o d u c t i v i t y ( S w a l l o w , 2 0 0 0 ) . A A T i s t r a n s m i t t e d b y v a r i o u s Glossina s p e c i e s o f t s e t s e f l i e s 

t h a t a r e i n f e c t e d w i t h Trypanosoma congolense, Trypanosoma vivax, a n d Trypanosoma brucei 

brucei. C u r r e n t l y , t h e o n l y t r e a m e n t s o f A A T i n c l u d e d i m i n a z e n e a c e t u r a t e , i s o m e t h a m i d i u m 

c h l o r i d e , a n d e t h i d i u m b r o m i d e . H o w e v e r , d i m i n a z e n e a n d i s o m e t a m i d i u m a r e o n l y e f f e c t i v e 

a t e a r l y s t a g e s o f t h e d i s e a s e . F u r t h e r m o r e , d u e t o p o o r p r o t o c o l s o u t l i n i n g A A T t r e a t m e n t t h a t 

a r e o f t e n i m p l e m e n t e d b y t h e f a r m e r s t h e m s e l v e s , i t i s i n c r e a s i n g l y c o m m o n f o r p a r a s i t e s t o 

d e m o n s t r a t e d r u g r e s i s t a n c e ( O k e l l o e t a l . , 2 0 2 2 ) . 
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1.3. T. brucei life cycle 

S i n c e Trypanosoma brucei brucei c a n n o t i n f e c t h u m a n s a n d i t s g e n o m e c a n b e e a s i l y 

a l t e r e d , i t h a s b e e n s u b j e c t e d t o e x t e n s i v e r e s e a r c h f o r d e c a d e s . T h u s , i t i s c o n s i d e r e d a m o d e l 

o r g a n i s m f o r A f r i c a n t r y p a n o s o m e s ( H o r n , 2 0 2 2 ) . F r o m h e r e o n i n , Trypanosoma brucei brucei 

w i l l b e r e f e r r e d t o as s i m p l y T. brucei. 

T. brucei h a s a c o m p l e x l i f e c y c l e t h a t a l t e r n a t e s b e t w e e n a m a m m a l i a n h o s t a n d a n i n s e c t 

v e c t o r . A s i t e n c o u n t e r s v a r i o u s e n v i r o n m e n t s , i t a d a p t s a n d t r a n s f o r m s i n t o s e v e r a l d i f f e r e n t 

d e v e l o p m e n t a l s t a g e s ( Z i k o v a , 2 0 2 2 ) . D u r i n g t h e e a r l y p h a s e o f m a m m a l i a n i n f e c t i o n , T. brucei 

h a s a l o n g s l e n d e r m o r p h o l o g y a n d d i v i d e s r a p i d l y ( F i g u r e 2 ) . S i n c e t h e e x t r a c e l l u l a r p a r a s i t e 

r e s i d e s i n t h e b l o o d s t r e a m , i t m u s t r a p i d l y e x c h a n g e i t s s u r f a c e p r o t e i n c o a t t o e v a d e h o s t 

d e f e n c e m e c h a n i s m s ( M u g n i e r e t a l . , 2 0 1 6 ) . O n c e t h e p a r a s i t e m i a r e a c h e s a c r i t i c a l c e l l d e n s i t y , 

T. brucei d i f f e r e n t i a t e s i n t o a s h o r t s t u m p y f o r m t h a t i s s p e c i a l i z e d f o r t r a n s m i s s i o n i n t o t h e 

t s e t s e f l y . T h i s d e v e l o p m e n t a l s t a g e n o l o n g e r d i v i d e s , p r e s u m a b l y p r o l o n g i n g t h e m a m m a l i a n 

i n f e c t i o n u n t i l a n o t h e r t s e t s e f l y c a n t a k e a b l o o d m e a l ( M a t t h e w s , 2 0 2 1 ) . W h e n t h e 

t r y p a n o s o m e s e n t e r a n d c o l o n i z e t h e f l y m i d g u t , t h e y u n d e r g o m o r p h o l o g i c a l a n d m e t a b o l o m i c 

c h a n g e s t o b e c o m e p r o c y c l i c t r y p o m a s t i g o t e s . D u r i n g t h e i r m i g r a t i o n t h r o u g h t h e 

p r o v e n t r i c u l u s , t h e y a g a i n d i f f e r e n t i a t e i n t o e p i m a s t i g o t e s t h a t u n d e r g o a s i n g l e a s y m m e t r i c 

d i v i s i o n . N e x t , t h e y p r o c e e d t o t h e s a l i v a r y g l a n d s , w h e r e t h e y a t t a c h a n d b e g i n t o d i v i d e . S o m e 

o f t h e s e e p i m a s t i g o t e s w i l l t h e n d e t a c h a n d t r a n s f o r m i n t o n o n - d i v i d i n g m e t a c y c l i c p a r a s i t e s 

t h a t a r e r e a d y f o r t r a n s m i s s i o n i n t o a n e w m a m m a l i a n h o s t ( L a n g o u s i s & H i l l , 2 0 1 4 ; S i l v e s t e r 

e t a l . , 2 0 1 7 ) . U n t i l r e c e n t l y , i t w a s o n l y p o s s i b l e t o c u l t i v a t e t h e l o n g s l e n d e r b l o o d s t r e a m f o r m s 

( B F ) a n d t h e p r o c y c l i c f o r m ( P F ) t r y p o m a s t i g o t e s i n f l a s k s f o r e x t e n d e d p e r i o d s o f t i m e . S i n c e 

m o s t o f t h e d i s c o v e r e d T. brucei b i o l o g y o r i g i n a t e d f r o m t h e s e t w o l i f e c y c l e s t a g e s , f r o m t h i s 

p o i n t w e w i l l r e f e r t o t h e m as B F a n d P F f o r r e a s o n s o f b r e v i t y . 
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Figure 2: Differences between the procyclic form (PF) and the bloodstream form (BF) T. 

brucei life cycle stages. T h e p i n k b a c k g r o u n d r e p r e s e n t s B F p a r a s i t e s , w h i c h l i v e a t 3 7 °C i n 

t h e g l u c o s e - r i c h m a m m a l i a n b l o o d s t r e a m , w h e r e t h e y c a n g e n e r a t e s u f f i c i e n t A T P b y 

g l y c o l y s i s . T h e g r e e n b a c k g r o u n d r e p r e s e n t s P F T. brucei, w h i c h l i v e a t 2 7 °C i n a n a m i n o a c i d -

r i c h e n v i r o n m e n t i n t h e t s e t s e f l y , w h e r e t h e y g e n e r a t e A T P b y o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n . 

1.4. Metabolism of trypanosomes 

A s T. brucei e n c o u n t e r s v a r i o u s e n v i r o n m e n t s t h r o u g h o u t t h e p r o g r e s s i o n o f i t s l i f e c y c l e , 

i t m u s t a d a p t i t s m e t a b o l i s m t o t h e n u t r i e n t s a v a i l a b l e . T h e r e f o r e , as a m e t a b o l i c h u b , t h e 

m i t o c h o n d r i o n u n d e r g o e s d r a s t i c m e t a b o l i c a n d s t r u c t u r a l r e m o d e l l i n g d u r i n g t h e p a r a s i t e ' s 

p r o g r a m m e d d i f f e r e n t i a t i o n . T h e h i g h l y - b r a n c h e d m i t o c h o n d r i o n o b s e r v e d i n P F a r e rich i n 

i n v a g i n a t i o n s o f t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e t h a t f o r m c r i s t a e . T h e s e c r i s t a e i n c r e a s e t h e 

s u r f a c e a r e a o f t h e m e m b r a n e a n d p r o v i d e a m i c r o e n v i r o n m e n t t h a t s u p p o r t s a d e n o s i n e 

t r i p h o s p h a t e ( A T P ) p r o d u c t i o n d u r i n g o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n ( V e r n e r e t a l . , 2 0 1 5 ) . I n d e e d , 

P F h a v e a c a n o n i c a l e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n ( E T C ) w h e r e r e s p i r a t o r y c o m p l e x e s I I I a n d I V 

a c c e p t e l e c t r o n s a n d p u m p p r o t o n s a c r o s s t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e a n d i n t o t h e 

i n t e r m e m b r a n e s p a c e ( F i g u r e 2 & 3 ) . T h e F 0 F i - A T P s y n t h a s e u t i l i z e s t h e p o t e n t i a l e n e r g y o f 

t h i s p r o t o n m o t i v e f o r c e t o g e n e r a t e c h e m i c a l e n e r g y i n t h e f o r m o f A T P . T o m e e t t h e e n e r g y 

d e m a n d s o f t h e e n t i r e c e l l , t h i s A T P g e n e r a t e d i n t h e m i t o c h o n d r i a l m a t r i x n e e d s t o b e 

t r a n s p o r t e d i n t o t h e c y t o s o l b y t h e A D P / A T P c a r r i e r ( A A C ) . T h i s e x c h a n g e o f a m i t o c h o n d r i a l 

A T P f o r a c y t o s o l i c A D P i s r e v e r s i b l e d e p e n d i n g o n t h e b i o e n e r g e t i c p r o p e r t i e s o f t h e 

m i t o c h o n d r i a . I t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t i n t h e t s e t s e f l y , t h e m o s t a b u n d a n t c a r b o n s o u r c e s f o r 

T. brucei a r e t h r e o n i n e a n d p r o l i n e ( M a n t i l l a e t a l . , 2 0 1 7 ) . T h e c a t a b o l i c p a t h w a y s o f t h e s e t w o 
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a m i n o a c i d s l e a d s t o t h e p r o d u c t i o n o f N A D H a n d F A D H , r e s p e c t i v e l y . T h e s e t w o c o f a c t o r s 

a r e t h e n u s e d as e l e c t r o n s o u r c e s f o r t h e E T C . 

I n c o n t r a s t , t h e t u b u l a r B F m i t o c h o n d r i o n i s s i m p l i f i e d , r e t a i n i n g o n l y a f e w c r i s t a e t h a t 

a r e r e d u c e d i n s i z e ( B i l y e t a l . , 2 0 2 1 ) . D e s p i t e t h e s e c h a n g e s , t h e f u n c t i o n o f t h e m i t o c h o n d r i o n 

i s s t i l l r e q u i r e d f o r t h e s u r v i v a l o f t h e B F t r y p a n o s o m e ( Z i k o v a e t a l . , 2 0 1 7 ) . H o w e v e r , t h i s 

d e v e l o p m e n t a l s t a g e o f t h e p a r a s i t e l a c k s a c a n o n i c a l E T C . I n s t e a d , r e s p i r a t i o n o c c u r s t h r o u g h 

t h e m i t o c h o n d r i a l g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( G P D H ) a n d a n a l t e r n a t i v e o x i d a s e 

( A O X ) ( F i g u r e 2 & 4 ) . W h i l e n e i t h e r o f t h e s e e n z y m e s p u m p p r o t o n s a c r o s s t h e i n n e r 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e , t h e y d o h e l p t o m a i n t a i n t h e r e d o x b a l a n c e i n t h e g l y c o s o m e , w h i c h 

a r e s p e c i a l i z e d p e r o x i s o m e s t h a t c o n t a i n t h e f i r s t 9 e n z y m e s o f g l y c o l y s i s . T h i s r e d o x b a l a n c e 

o c c u r s v i a t h e d i h y d r o x y a c e t o n e p h o s p h a t e ( D H A P ) / g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e s h u t t l e . D u r i n g t h i s 

p r o c e s s , t h e m i t o c h o n d r i a l G P D H t r a n s f e r s i t s e l e c t r o n s t o u b i q u i n o n e t o g e n e r a t e u b i q u i n o l 

( M i c h e l s e t a l . , 2 0 2 1 ) . T h e s e e l e c t r o n s f r o m u b i q u i n o l a r e t h e n t r a n s f e r r e d t o o x y g e n b y A O X , 

t h e r e b y r e d u c i n g o x y g e n t o w a t e r ( C h a u d h u r i e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

W i t h o u t f u n c t i o n a l r e s p i r a t o r y c o m p l e x e s I I I a n d I V t o p u m p p r o t o n s , t h e F 0 F i - A T P 

s y n t h a s e r e v e r s e s t o h y d r o l y z e A T P a n d m a i n t a i n t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l ( A * P m ) 

( S c h n a u f e r e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h i s A T P s y n t h a s e a c t i v i t y a l l o w s t h e e n z y m e t o p u m p p r o t o n s f r o m 

t h e m a t r i x i n t o t h e m i t o c h o n d r i a l i n t e r m e m b r a n e s p a c e . T h i s s u s t a i n e d F 0 F i - A T P s y n t h a s e 

a c t i v i t y i s u n i q u e i n B F T. brucei, b u t i s e s s e n t i a l f o r t h e p a r a s i t e b e c a u s e t h e A Y m i s r e q u i r e d 

f o r m i t o c h o n d r i a l p r o t e i n i m p o r t . T h e i n a b i l i t y t o p r o d u c e l a r g e a m o u n t s o f A T P b y o x i d a t i v e 

p h o s p h o r y l a t i o n w o u l d b e d e t r i m e n t a l t o m o s t c e l l s , b u t l u c k i l y t h e e x t r a c e l l u l a r p a r a s i t e r e s i d e s 

i n t h e g l u c o s e - r i c h b l o o d s t r e a m o f t h e m a m m a l i a n h o s t . D u e t o t h e c o m p a r t m e n t a l i z a t i o n o f 

g l y c o l y s i s i n t h e g l y c o s o m e s , B F T. brucei i s a b l e t o p r o d u c e e n o u g h c e l l u l a r A T P e v e n v i a t h e 

i n e f f i c i e n t p a t h w a y o f g l y c o l y s i s , w h i c h g e n e r a t e s o n l y 2 A T P p e r g l u c o s e m o l e c u l e c o m p a r e d 

t o t h e 3 2 A T P s y n t h e s i z e d b y o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n ( A l l m a n n & B r i n g a u d , 2 0 1 7 ) . 
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C y t o p l a s m 

E l e c t r o n T r a n s p o r t C h a i n 

Figure 3: Process of canonical oxidative phosphorylation including electron transport 

chain (ETC) and ATP synthase. O n t h e i n n e r m e m b r a n e o f t h e m i t o c h o n d r i o n i s a g r o u p o f 

r e s p i r a t o r y c o m p l e x e s ( I t o I V ) t h a t c o m p r i s e t h e e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n ( E T C ) . P r o t o n s c a n 

b e p u m p e d i n t o t h e m i t o c h o n d r i a l i n t e r m e m b r a n e s p a c e b y c o m p l e x e s , I , I I I a n d I V t o f o r m 

a n e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t . T h e p o t e n t i a l e n e r g y o f t h e p r o t o n m o t i v e f o r c e i s u s e d b y t h e 

F 0 F 1 - A T P s y n t h a s e ( c o m p l e x V ) t o g e n e r a t e A T P . S c h e m a t i c g e n e r a t e d u s i n g B i o R e n d e r . 

1.5. Mitochondrial substrate phosphorylation 

T h e m a j o r i t y o f A T P i n t h e P F T. brucei i s p r o d u c e d b y A T P s y n t h a s e i n t h e 

m i t o c h o n d r i o n . H o w e v e r , t h e r e i s a l s o a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f m i t o c h o n d r i a l A T P g e n e r a t e d b y 

s u b s t r a t e - l e v e l p h o s p h o r y l a t i o n . I n t h i s p r o c e s s , A T P i s c r e a t e d w h e n a n e n z y m e t r a n s f e r s a 

p h o s p h a t e g r o u p f r o m a d o n o r s u b s t r a t e t o a d e n o s i n e d i p h o s p h a t e ( A D P ) . W h i l e g l y c o l y s i s i s 

a c l a s s i c e x a m p l e o f s u b s t r a t e - l e v e l p h o s p h o r y l a t i o n , t h i s p r o c e s s o c c u r s i n t h e g l y c o s o m e a n d 

c y t o p l a s m o f t h e p a r a s i t e . I n s t e a d , s u b s t r a t e - l e v e l p h o s p h o r y l a t i o n c a n o c c u r v i a o n e o f t w o 

u n i q u e m e t a b o l i c p a t h w a y s i n t h e T. brucei m i t o c h o n d r i o n ( B o c h u d - A l l e m a n n & S c h n e i d e r , 

2 0 0 2 ) ( F i g u r e 4 ) . T h e f i r s t r o u t e i n v o l v e s s u c c i n y l - C o A s y n t h e t a s e ( S C o A S ) , w h i c h i s p a r t o f 

t h e t r i c a r b o x y l i c a c i d ( T C A ) c y c l e . I n a t y p i c a l m i t o c h o n d r i o n , a c e t y l c o e n z y m e A ( a c e t y l -

C o A ) , a p r o d u c t o f g l u c o s e o x i d a t i o n , e n t e r s t h e T C A c y c l e a n d i s f u r t h e r o x i d i z e t o g e n e r a t e 

C O 2 a n d N A D H , a r e d u c i n g a g e n t t h a t d o n a t e s e l e c t r o n s t o t h e E T C . D u r i n g t h i s c y c l e , S C o A S 

c o n v e r t s s u c c i n y l - C o A t o s u c c i n a t e , c o m p l e t i n g t h e d e c a r b o x y l a t i o n o f p y r u v a t e . T h i s r e a c t i o n 

c a n e i t h e r g e n e r a t e a m o l e c u l e o f g u a n o s i n e t r i p h o s p h a t e ( G T P ) o r A T P ( W i l l i a m s , 2 0 2 2 ) . I n 

m o s t e u k a r y o t e s , t h e e n z y m e h a s a p r e f e r e n c e f o r G T P , b u t t h e T. brucei S C o A S p r e f e r s A T P . 

T h e e n z y m e i s a h e t e r o d i m e r c o m p r i s e d o f a n a l p h a a n d b e t a s u b u n i t . T h e a l p h a s u b u n i t 
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c o n t a i n s a R o s s m a n f o l d t h a t b i n d s c o e n z y m e A , w h i l e t h e b e t a s u b u n i t h a s a n A T P g r a s p 

d o m a i n w h e r e t h e n u c l e o s i d e t r i p h o s p h a t e i s f o r m e d . 

T h e T. brucei m i t o c h o n d r i o n h a s a s e c o n d s u b s t r a t e - l e v e l p h o s p h o r y l a t i o n p a t h w a y t h a t 

i n v o l v e s t h e g e n e r a t i o n o f a c e t a t e f r o m a c e t y l - C o A ( R i v i e r e e t a l . , 2 0 0 9 ) . S o m e p y r u v a t e 

p r o d u c e d f r o m g l y c o l y s i s i s t r a n s p o r t e d i n t o t h e m i t o c h o n d r i o n w h e r e i t i s c o n v e r t e d t o a c e t y l -

C o A . T h e r e a r e t w o d i f f e r e n t m e t a b o l i c p a t h w a y s t h a t c a n c o n v e r t t h i s a c e t y l - C o A i n t o a c e t a t e . 

T h e f i r s t r o u t e u t i l i z e s t h e e n z y m e a c e t y l - C o A t h i o e s t e r a s e ( A C H ) , b u t t h i s r e a c t i o n d o e s n o t 

g e n e r a t e A T P . T h e s e c o n d p a t h w a y e m p l o y s t h e e n z y m e a c e t a t e - s u c c i n a t e C o A - t r a n s f e r a s e 

( A S C T ) , a n e n z y m e n o r m a l l y f o u n d o n l y i n a n a e r o b i c o r g a n i s m s ( V a n H e l l e m o n d e t a l . , 1 9 9 8 ) . 

I m p o r t a n t l y , A S C T c o o p e r a t e s w i t h S C o A S t o p r o d u c e A T P i n t h e A S C T / S C o A S c y c l e . T h e 

A S C T - S C o A S c y c l e c a n a l s o b e u t i l i z e d i n t h e f o r m a t i o n o f a c e t y l - C o A b y c o n v e r s i o n f r o m 

t h r e o n i n e , w h i c h B F t r y p a n o s o m e s a l s o m e t a b o l i z e , t o p r o d u c e A T P ( F i g u r e 4 ) ( M a z e t e t a l . , 

2 0 1 3 ; M o c h i z u k i e t a l . , 2 0 2 0 ) . 

F o r a l o n g t i m e , i t w a s t h o u g h t t h a t t h e m i t o c h o n d r i o n i n B F T. brucei w a s e x c l u s i v e l y 

a n A T P c o n s u m e r s i n c e t h e F 0 F i - A T P s y n t h a s e f u n c t i o n s i n r e v e r s e t o h y d r o l y z e A T P a n d 

p u m p p r o t o n s i n t o t h e m i t o c h o n d r i a l i n t e r m e m b r a n e s p a c e . I n t h i s m o d e l , t h e A A C r e v e r s e s 

a n d t r a n s p o r t s c y t o s o l i c A T P p r o d u c e d v i a g l y c o l y s i s i n t o t h e m i t o c h o n d r i o n t o s u p p l y t h e 

s u b s t r a t e f o r t h e A T P s y n t h a s e a c t i v i t y . H o w e v e r , t h e Z i k o v a l a b f o u n d t h a t c o m p a r e d t o P F T. 

brucei, t h e B F p a r a s i t e s a r e d r a s t i c a l l y l e s s s e n s i t i v e t o t h e A A C i n h i b i t o r c a r b o x y a t r a c t y l o s i d e . 

I n d e e d , r e c e n t s t u d i e s i n t h e l a b d e m o n s t r a t e t h a t B F T. brucei s u r v i v e j u s t f i n e w i t h o u t t h e 

A A C . L a c k i n g a n y o t h e r a c t i v e m i t o c h o n d r i a l A T P t r a n s p o r t e r , i t w a s s h o w n t h a t t h e B F 

m i t o c h o n d r i o n c a n p r o d u c e t h e i r o w n A T P b y s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n u s i n g S C o A S 

( H u s o v a , 2 0 2 1 ) . 
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1 Slycosome ; i oxaloacetate — a s p a r t a t e 

(succinate) * 1—- fumarate * malate Q-KG 

oxaloacetate" I ; 
2 x A T P l 

^ l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l M l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l I l t 7 

Figure 4: Illustration of the different metabolic pathways in the bloodstream from (BF) 

T. brucei. M e t a b o l i c p a t h w a y s o c c u r r i n g i n t h e g l y c o s o m e a r e s h o w n i n a y e l l o w b a c k g r o u n d 

a n d p a t h w a y s o c c u r r i n g i n t h e m i t o c h o n d r i o n a r e s h o w n i n a p i n k b a c k g r o u n d ( g e n e r a t e d 

u s i n g B i o R e n d e r ) . 

1.6. Dyskinetoplastic trypanosoma cell lines 

O n e o f t h e m o s t o b v i o u s f e a t u r e s o f T r y p a n o s o m a t i d s w h e n v i e w e d b y e l e c t r o n 

m i c r o s c o p y i s t h e d e n s e n e t w o r k o f t h e m i t o c h o n d r i a l D N A . B e f o r e i t w a s k n o w n w h a t t h e 

s t r u c t u r e w a s c o m p o s e d o f , i t s c l o s e p r o x i m i t y t o t h e b a s e o f t h e f l a g e l l u m r e s u l t e d i n t h e n a m e 

k i n e t o p l a s t . T h e m i t o c h o n d r i a l g e n o m e t h a t m a k e s u p t h e k i n e t o p l a s t c o n s i s t s o f t w o t y p e s o f 

c i r c u l a r D N A , d o z e n s o f m a x i c i r c l e s a n d t h o u s a n d s o f m i n i c i r c l e s ( S h l o m a i , 2 0 0 4 ) . M a x i c i r c l e s 

r e s e m b l e m o s t e u k a r y o t i c m i t o c h o n d r i a l g e n o m e s i n t h a t t h e y e n c o d e t h e m i t o r i b o s o m a l R N A 

a n d a f e w o f t h e v e r y h y d r o p h o b i c s u b u n i t s o f t h e l a r g e p r o t e i n c o m p l e x e s i n v o l v e d i n o x i d a t i v e 

p h o s p h o r y l a t i o n o r t h e m i t o r i b o s o m e . H o w e v e r , t h e m a j o r i t y o f t h e m a x i c i r c l e g e n e s a r e 

c r y p t o g e n e s t h a t o n c e t r a n s c r i b e d i n t o R N A m u s t b e e x t e n s i v e l y e d i t e d b y t h e i n s e r t i o n o r 

d e l e t i o n o f u r i d i n e s t o c r e a t e f u n c t i o n a l g e n e p r o d u c t s ( S t u a r t e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h i s c o m p l e x 

p r o c e s s i n v o l v e s t h e g u i d e R N A s e n c o d e d o n t h e m i n i c i r c l e s t h a t d i r e c t t h e u r i d i n e 

i n s e r t i o n / d e l e t i o n s b y t h e e d i t o s o m e c o m p l e x ( C a r n e s e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

T h e r e i s a g r o u p o f t r y p a n o s o m e s t h a t l a c k a l l ( a k i n e t o p l a s t i c ) o r i m p o r t a n t c o m p o n e n t s 

( d y s k i n e t o p l a s t i c ) o f t h e i r k i n e t o p l a s t D N A ( k D N A ) t h a t d o e s n o t a l l o w f o r t h e p r o p e r e d i t i n g 

o f t h e m i t o c h o n d r i a l t r a n s c r i p t s . T h e l o s s o f k D N A l o c k s t r y p a n o s o m e s i n t h e B F s t a g e o f t h e i r 

l i f e c y c l e b e c a u s e t h e y a r e n o l o n g e r a b l e t o u t i l i z e t h e a m i n o a c i d s a v a i l a b l e i n t h e t s e t s e f l y t o 

p e r f o r m o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n a n d g e n e r a t e A T P ( B o r s t & H o e i j m a k e r s , 1 9 7 9 ; S c h n e i d e r , 
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2 0 0 1 ) . S i n c e d y s k i n e t o p l a s t i d s c a n n o l o n g e r i n f e c t t s e t s e f l i e s , t h e y m u s t n o w r e l y o n t h e 

m e c h a n i c a l t r a n s m i s s i o n b e t w e e n m a m m a l i a n h o s t s b y b i t i n g f l i e s . T h i s a l l o w s d y s k i n e t o p l a s t i c 

t r y p a n o s o m e s t o l e a v e t h e A f r i c a n t s e t s e b e l t a n d s p r e a d t o o t h e r c o n t i n e n t s , m a k i n g t h e m t h e 

p a t h o g e n i c t r y p a n o s o m e s w i t h t h e w i d e s t g e o g r a p h i c d i s t r i b u t i o n ( C a r n e s e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

D y s k i n e t o p l a s t i c c e l l l i n e s i n c l u d e Trypanosoma evansi A n T a t 3 / 3 (T evansi) a n d 

Trypanosoma equiperdum (T equiperdum), w h i c h a r e c l o s e l y r e l a t e d t o T. brucei. T evansi 

p r i m a r i l y i n f e c t s c a m e l s a n d h o r s e s , c a u s i n g a d i s e a s e c a l l e d s u r r a ( F i g u r e 5 ) . T h i s i s o f g r e a t 

e c o n o m i c i m p o r t a n c e i n A f r i c a , A s i a a n d S o u t h A m e r i c a , w h e r e t h o u s a n d s o f a n i m a l s d i e 

a n n u a l l y f r o m i n f e c t i o n ( D e s q u e s n e s e t a l . , 2 0 1 3 ) . T. equiperdum i n f e c t s m a i n l y h o r s e s a n d 

c a u s e s a d i s e a s e c a l l e d D o u r i n e ( C l a e s e t a l . , 2 0 0 5 ) . D o u r i n e i s e n d e m i c i n s o m e A f r i c a n , A s i a n 

a n d L a t i n A m e r i c a n r e g i o n s , as w e l l as t h e M i d d l e E a s t a n d E a s t e r n E u r o p e . H o w e v e r , t h e r e 

a r e s o m e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s e d y s k i n e t o p l a s t i c s p e c i e s . B o t h h a v e a b n o r m a l n e t w o r k s , 

b u t T. evansi c a n n o t d e v e l o p f u l l y f u n c t i o n a l m i t o c h o n d r i o n b e c a u s e t h e y c o m p l e t e l y l a c k a 

m a x i c i r c l e s , s o t h e y d o n o t h a v e t h e n e c e s s a r y g R N A s t o p e r f o r m R N A e d i t i n g , b u t t h e y s t i l l 

r e t a i n a s i n g l e c l a s s o f m i n i c i r c l e s t h a t l a c k s t h e s e q u e n c e h e t e r o g e n e i t y t y p i c a l o f T. brucei 

( B o r s t e t a l . , 1 9 8 7 ) . I n c o n t r a s t , T. equiperdum h a v e m a x i c i r c l e s a n d h o m o g e n e o u s m i n i c i r c l e s 

( L u n e t a l . , 1 9 9 2 ) . A n o t h e r r e p r e s e n t a t i v e o f t h e d y s k i n e t o p l a s t i d s i s Trypanosoma brucei 

E A T R 0 1 6 4 ( D K 1 6 4 ) , w h i c h d o e s n o t o c c u r i n n a t u r e . I t w a s c r e a t e d i n t h e l a b o r a t o r y b y 

r e p e a t e d e x p o s u r e s t o t h e c a r c i n o g e n a c r i f l a v i n e , a f l u o r e s c e n t d y e t h a t i n t e r c a l a t e s b e t w e e n 

n u c l e o t i d e b a s e p a i r s i n t h e D N A . T h e D K 1 6 4 l a c k s a l l k i n e t o p l a s t D N A , b u t r e t a i n s t h e 

e d i t o s o m e s r e q u i r e d f o r m i t o c h o n d r i a l R N A e d i t i n g ( D o m i n g o e t a l . , 2 0 0 3 ) . 

T. b. f. brucei T. b. f. gambiense 

Figure 5: Overview of the two main transmission mechanisms that distribute various T. 

brucei subspecies throughout the world. T h e p i n k c i r c l e r e p r e s e n t s t r y p a n o s o m i a s i s 
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t r a n s m i s s i o n t h a t i s t s e t s e f l y d e p e n d e n t a n d i s t h e r e f o r e g e o g r a p h i c a l r e s t r i c t e d t o A f r i c a . T h e 

b l u e c i r c l e r e p r e s e n t s T. brucei s p e c i e s t h a t c a n n o t i n f e c t i n s e c t s a n d t h e r e f o r e m u s t b e 

t r a n s m i t t e d m e c h a n i c a l l y b y b i t i n g f l i e s . T h i s i n d e p e n d e n c e f r o m Glossina s p e c i e s m e a n s t h a t 

i t s g e o g r a p h i c a l d i s t r i b u t i o n i s n o t l i m i t e d t o A f r i c a . A d a p t e d f r o m Lukeš e t a l . , 2 0 2 2 . 

C r u c i a l l y , d u e t o t h e n o n - c a n o n i c a l E T C e m p l o y e d b y t h e B F T. brucei, t h e r e i s b a s i c a l l y 

o n l y a s i n g l e m i t o c h o n d r i a l g e n e p r o d u c t r e q u i r e d f o r t h e v i a b i l i t y o f t h e p a r a s i t e . T h i s g e n e 

e n c o d e s f o r s u b u n i t a o f t h e F 0 F i - A T P s y n t h a s e , w h i c h a l o n g w i t h t h e h y d r o p h o b i c c - r i n g , 

c r e a t e s a p r o t o n p o r e t h r o u g h w h i c h t h e p r o t o n s c a n p a s s t h r o u g h t h e m i t o c h o n d r i a l i n n e r 

m e m b r a n e b y r o t a t i n g t h e F 0 F i - A T P s y n t h a s e . T h e i n c o r p o r a t i o n o f t h i s m i t o c h o n d r i a l e n c o d e d 

s u b u n i t i n t o t h e F 0 F i - A T P s y n t h a s e a l l o w s t h e e n z y m e t o m a i n t a i n t h e e s s e n t i a l A * P m b y 

p u m p i n g p r o t o n s i n t o t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e . T h e d y s k i n e t o p l a s t i c p a r a s i t e s a r e a b l e t o 

s u r v i v e i n t h e m a m m a l i a n h o s t b e c a u s e t h e y h a v e a l t e r e d t h e i r b i o e n e r g e t i c s t o m a i n t a i n t h e 

A * P m e v e n w i t h o u t a f u l l y f u n c t i o n a l F 0 F i - A T P s y n t h a s e . T o c o m p e n s a t e , t h e y r e l y o n t h e 

e l e c t r o g e n i c c h a r g e p r o v i d e d b y A A C w h e n i t e x c h a n g e s a c y t o s o l i c A T P 4 " f o r a m i t o c h o n d r i a l 

A D P 3 " . T h i s r e s u l t s i n a + 1 c h a r g e i n t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e t h a t i s s u f f i c i e n t t o g e n e r a t e a n 

e l e c t r o g e n i c m e m b r a n e p o t e n t i a l f o r p r o t e i n i m p o r t (Šubrtová e t a l . , 2 0 1 5 ) . I n o r d e r t o m a i n t a i n 

t h i s h i g h f l u x o f A T P i m p o r t b y t h e r e v e r s e m o d e o f A A C , t h e m i t o c h o n d r i a l A T P p o o l m u s t 

b e k e p t l o w . W h i l e t h e F 0 F i - A T P s y n t h a s e i s n o t a b l e t o p u m p p r o t o n s i n d y s k i n e t o p l a s t i d s , i t 

c a n s t i l l h y d r o l y z e m i t o c h o n d r i a l A T P ( D e a n e t a l . , 2 0 1 3 ) . I n t h i s m a n n e r , t h e A A C a n d A T P 

s y n t h a s e a c t i v i t y m a i n t a i n s t h e A * P m . T o k e e p t h i s p r o c e s s r u n n i n g , w e b e l i e v e t h a t 

m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e - l e v e l p h o s p h o r y l a t i o n m u s t b e l i m i t e d i n t h e d y s k i n e t o p l a s t i c p a r a s i t e s 

so t h a t t h e m i t o c h o n d r i a l A T P p o o l d o e s n o t b e c o m e i n h i b i t o r y . T o t e s t t h i s h y p o t h e s i s , w e 

o v e r e x p r e s s e d A S C T i n D K 1 6 4 a n d T. evansi d y s k i n e t o p l a t i d s i n o r d e r t o s t i m u l a t e t h e a c t i v i t y 

o f t h e A S C T / S C o A S c y c l e . 

2. Aims of the thesis 

T h e m a i n a i m s o f t h i s t h e s i s a r e as f o l l o w i n g : 

1 . P e r f o r m D A P I s t a i n i n g t o v e r i f y t h a t t h e d y s k i n e t o p l a s t i c c e l l l i n e s t r u l y l a c k e d 

m i t o c h o n d r i a l D N A . 

2 . D e t e r m i n e t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f v a r i o u s p r o t e i n s i n v o l v e d i n t r y p a n o s o m a 

b i o e n e r g e t i c s b y i m m u n o b l o t t i n g . 

3 . G e n e r a t e d y s k i n e t o p l a s t i c p a r a s i t e s t h a t o v e r e x p r e s s a c e t a t e : s u c c i n a t e C o A - t r a n s f e r a s e 
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4 . A n a l y z e h o w t h i s e x p r e s s i o n a f f e c t s p a r a s i t e v i a b i l i t y a n d t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e 

p o t e n t i a l 

3. Materials and methods 

3.1. Cell culture 

B F T. brucei L i s t e r 4 2 7 w t a n d t h e d y s k i n e t o p l a s t i c T. brucei E A T R 0 1 6 4 D K a n d T. 

evansi A n T a t 3 / 3 w t c e l l l i n e s w e r e u s e d f o r t h i s p r o j e c t . T h e t w o w i l d t y p e s t r a i n s r e p r e s e n t 

t h e p a r a s i t e as i t i s f o u n d i n n a t u r e , w h i l e t h e D K 1 6 4 c e l l l i n e i s a m u t a n t l a c k i n g m i t o c h o n d r i a l 

D N A t h a t w a s c r e a t e d i n t h e l a b b y r e p e a t e d e x p o s u r e s t o t h e c a r c i n o g e n a c r i f l a v i n e , a 

f l u o r e s c e n t d y e t h a t i n t e r c a l a t e s b e t w e e n n u c l e o t i d e b a s e p a i r s i n t h e D N A . T w o a d d i t i o n a l c e l l 

l i n e s d e r i v e d f r o m T. brucei E A T R 0 1 6 4 D K a n d T. evansi A n T a t 3 / 3 w t w e r e a l s o u s e d f o r 

i n d u c i b l e g e n e e x p r e s s i o n . T h e T. brucei E A T R 0 1 6 4 D K p S M O X ( D K 1 6 4 p S M O X ) a n d T. 

evansi A n T a t 3 / 3 p S M O X (T. evansi p S M O X ) c e l l l i n e s w e r e g e n e t i c a l l y m o d i f i e d w i t h t h e 

i n t e g r a t e d p S M O X p l a s m i d t h a t e n c o d e s t h e c o n s t i t u t i v e e x p r e s s i o n o f t h e T e t R e p r e s s o r ( T e t R ) 

a n d t h e T 7 R N A p o l y m e r a s e . T h e T 7 R N A p o l y m e r a s e , o r i g i n a t i n g f r o m t h e T 7 b a c t e r i o p h a g e , 

t r a n s c r i b e s D N A d o w n s t r e a m f r o m a T 7 p r o m o t e r s e q u e n c e . T e t R i s a b a c t e r i a l p r o t e i n t h a t 

b i n d s t h e T e t D N A o p e r o n . I n t h e p r e s e n c e o f t h e a n t i b i o t i c t e t r a c y c l i n e , t h e T e t R u n d e r g o e s a 

c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e a n d i s r e l e a s e d f r o m t h e T e t o p e r o n . U n d e r t h i s g e n e t i c s y s t e m , A S C T 

e x p r e s s i o n c a n b e i n d u c e d w i t h t e t r a c y c l i n e b e c a u s e i t s e x p r e s s i o n p l a s m i d c o n t a i n s a n 

u p s t r e a m T 7 p r o m o t e r f o l l o w e d b y t h e T e t o p e r o n . T h e r e f o r e , i n t h e a b s e n c e o f t e t r a c y c l i n e , 

t h e T e t R p h y s i c a l l y i m p e d e s t h e p r o c e s s i o n o f t h e T 7 R N A p o l y m e r a s e . W h e n t e t r a c y c l i n e i s 

a d d e d t o t h e c u l t u r e , t r a n s c r i p t i o n i s a l l o w e d t o p r o c e e d . 

T h e B F T. brucei a n d T. evansi c e l l l i n e s w e r e g r o w n i n H M I - 1 1 m e d i u m s u p p l e m e n t e d 

w i t h 1 0 % f e t a l b o v i n e s e r u m ( F B S ) . T h i s m e d i u m w a s p r e p a r e d u s i n g a p r e m i x e d p o w d e r . T h e 

p H w a s a d j u s t e d t o 7 . 3 u s i n g 1 0 M N a O H s i n c e t h i s i s t h e p h y s i o l o g i c a l p H o f t h e p a r a s i t e s . 

P h e n o l r e d , a c o l o r i m e t r i c p H i n d i c a t o r , w a s i n c l u d e d i n t h e m e d i u m . I t h a s a y e l l o w t o r e d 

c o l o r r a n g e a n d c a n h e l p d e t e c t i f s o m e t h i n g i s w r o n g w i t h t h e c e l l s . A t a p H a r o u n d 7 , t h e c o l o r 

o f t h e m e d i u m i s m o r e r e d . H o w e v e r , w h e n t h e c u l t u r e b e c o m e s o v e r g r o w n , t h e m e d i u m 

c h a n g e s t o a m o r e y e l l o w i s h c o l o r d u e t o a l l t h e l a c t i c a c i d e x c r e t e d f r o m t h e p a r a s i t e s . T h e 

m e d i u m i s s t o r e d a t 4 °C, b u t m u s t b e p r e - w a r m e d i n a 3 7 °C i n c u b a t o r b e f o r e b e i n g a p p l i e d t o 

t h e c u l t u r e s , o t h e r w i s e t h e p a r a s i t e s w i l l b e s t r e s s e d d u e t o t h e t e m p e r a t u r e s h o c k . T h e 

g e n e t i c a l l y m o d i f i e d D K 1 6 4 p S M O X a n d T. evansi p S M O X c e l l l i n e s a r e g r o w n i n m e d i u m 
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c o n t a i n i n g 1 0 0 n g / m l o f t h e a n t i b i o t i c p u r o m y c i n . S i n c e t h e p S M O X p l a s m i d e n c o d e s 

p u r o m y c i n N - a c e t y l - t r a n s f e r a s e ( P A C ) , w h i c h d e g r a d e s p u r o m y c i n , t h e p r e s e n c e o f t h e 

a n t i b i o t i c ac t s t o p o s i t i v e l y s e l e c t o n l y t h o s e p a r a s i t e s h a r b o r i n g t h e p S M O X p l a s m i d . 

C e l l s w e r e g r o w n i n 2 5 2 c m f l a s k a n d k e p t b e t w e e n 5 t o 1 0 m l o f t o t a l v o l u m e . T h e 

g r o w t h o f t h e c u l t u r e w o u l d b e l i m i t e d i n l a r g e r v o l u m e s b e c a u s e o f d e c r e a s e d o x y g e n a t i o n , 

w h i l e l o w e r v o l u m e s a r e m o r e s u s c e p t i b l e t o e v a p o r a t i o n . S i n c e t h e p a r a s i t e s a r e g r o w n i n a 3 7 

°C i n c u b a t o r w i t h 5 % C O 2 , t h e l i d s o f t h e f l a s k s w e r e l e f t s l i g h t l y l o o s e t o f a c i l i t a t e t h e 

i n t e r a c t i o n o f C O 2 w i t h t h e m e d i u m . T h i s i s i m p o r t a n t b e c a u s e t h e m e d i u m c o n t a i n s s o d i u m 

b i c a r b o n a t e , w h i c h ac t s as a w e a k p H b u f f e r a t p h y s i o l o g i c a l v a l u e s w h e n i n e q u i l i b r i u m w i t h 

C O 2 . I n o r d e r t o p r e v e n t t h e c u l t u r e s f r o m b e c o m i n g o v e r g r o w n a n d s t r e s s e d , t h e y w e r e s p l i t 

w i t h f r e s h m e d i u m w h e n t h e c e l l d e n s i t y o f t h e c u l t u r e r e a c h e d 1-2 x 1 0 6 c e l l s / m l . B F T. brucei 

h a v e a d o u b l i n g t i m e o f a b o u t 8 h o u r s , w h i l e d y s k i n e t o p l a s t i c p a r a s i t e s h a v e a s l i g h t l y l o n g e r 

d o u b l i n g t i m e . I f t h e c u l t u r e s w e r e j u s t b e i n g m a i n t a i n e d , t h e y c o u l d b e s p l i t " t o n o t h i n g " e v e r y 

t w o d a y s s i n c e t h e i r g r o w t h r a t e i s n o t a f f e c t e d a t t h e s e l o w e r c e l l d e n s i t i e s . I n t h i s s c e n a r i o , a l l 

b u t t h e l a s t f e w d r o p s o f c u l t u r e w e r e r e m o v e d a n d r e p l a c e d w i t h n e w H M I - 1 1 m e d i u m . I f a 

d e n s e c u l t u r e w a s n e e d e d f o r t h e n e x t d a y , c e l l s w e r e d i v i d e d 1 : 1 0 ( i . e . a l l b u t 1 m l o f c u l t u r e 

w a s r e m o v e d b e f o r e a d d i n g 9 m l o f f r e s h m e d i u m ) . T h e h e a l t h o f t h e c u l t u r e s w a s m o n i t o r e d 

r e g u l a r l y b y o b s e r v i n g t h e d e n s i t y , m o b i l i t y a n d m o r p h o l o g y o f t h e p a r a s i t e s u n d e r a l i g h t 

m i c r o s c o p e . 

3.1.1. Cell counting 

I n o r d e r t o k e e p t h e c u l t u r e g r o w i n g a t m i d - l o g p h a s e , i t i s i m p o r t a n t t o a c c u r a t e l y c o u n t 

t h e c e l l d e n s i t y b e f o r e s e e d i n g t h e c e l l c u l t u r e . L u c k i l y , m o b i l e t r y p a n o s o m a t i d s r e m a i n i n 

s u s p e n s i o n a n d t h e c e l l d e n s i t y c a n e a s i l y b e c a l c u l a t e d w i t h t h e Z 2 C o u l t e r c o u n t e r ( B e c k m a n 

C o u l t e r I n c . ) . T h e b a s i c p r i n c i p l e o f t h e m a c h i n e i s t h a t t h e p a r a s i t e s p a s s s i n g l e f i l e t h r o u g h a n 

e l e c t r o d e a n d a c e l l i s c o u n t e d w h e n t h e c u r r e n t d r o p s ( N e i k o v & Y e f i m o v , 2 0 1 9 ) . B e f o r e 

c o u n t i n g , t h e p a r a s i t e s n e e d t o b e c h e m i c a l l y f i x e d t o r e n d e r t h e m n o n - i n f e c t i o u s w h i l e 

m a i n t a i n i n g t h e i r m o r p h o l o g y . T h e r e f o r e , 1 0 0 u l o f c e l l c u l t u r e w a s a d d e d t o 1 0 0 u l o f t h e 

T r y p a n o s o m a t i d C e l l F i x S o l u t i o n ( T a b l e 1 ) a n d m i x e d w e l l . 5 0 u l o f fixed c e l l s w e r e p l a c e d 

i n p r e p a r e d c u v e t t e s f i l l e d w i t h 5 m l o f H e m a s o l , t h e c o n d u c t i v e d i l u e n t . T h e s e c u v e t t e s w e r e 

i n s e r t e d i n t o t h e c o u n t e r o n e a t a t i m e s o t h a t t h e a p e r t u r e o f t h e p r o b e w a s c o m p l e t e l y i m m e r s e d 

i n t h e h e m a s o l . W i t h t h e d i l u t i o n f a c t o r o f t h e p a r a s i t e s a m p l e e n t e r e d i n t o t h e c o m p u t e r , t h e 

c e l l s w e r e c o u n t e d a n d t h e c e l l d e n s i t y o f t h e c u l t u r e w a s c a l c u l a t e d . 
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Table 1: Trypanosomatid Cell Fix Solution. 

Reagent Amount [Final] 

d H 2 0 8 5 m l 
S S C 5 m l l x 
F o r m a l d e h y d e 1 0 m l 3 . 6 % 
T O T A L V O L U M E 1 0 0 m l 

3 . 2 . Cloning 

3 . 2 . 1 . Genomic DNA isolation 

T h e i s o l a t i o n o f T. brucei g e n o m i c D N A i s t h e f i r s t p r o c e s s o f c l o n i n g s i n c e i t w i l l s e r v e 

as t h e t e m p l a t e t o a m p l i f y t h e A S C T g e n e d u r i n g P C R . T h i s p r o c e s s w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e 

c o m m e r c i a l k i t E x g e n e T M C l i n i c S V b y G e n e A l l . I t e n a b l e s t h e r a p i d a n d p u r e i s o l a t i o n o f 

g e n o m i c D N A f r o m a v a r i e t y o f s a m p l e t y p e s . F i r s t 1 x 1 0 s p a r a s i t e s w e r e h a r v e s t e d a n d 

r e s u s p e n d e d i n 2 0 0 u l o f t h e c o m m e r c i a l C L b u f f e r . S i n c e g e n o m i c D N A i s t i g h t l y w o u n d 

a r o u n d h i s t o n e p r o t e i n s , 2 0 u l o f t h e s e r i n e p r o t e a s e P r o t e i n a s e K w a s a d d e d t o d i g e s t t h e 

p r o t e i n s a n d r e l e a s e t h e D N A . T h e n 2 0 0 u l o f B L b u f f e r w a s a d d e d t o l y s e t h e c e l l s . E v e r y t h i n g 

w a s m i x e d t h o r o u g h l y a n d i n c u b a t e d a t 5 6 °C f o r 1 0 m i n u t e s . T h e n , 2 0 0 u l o f a b s o l u t e e t h a n o l 

w a s a d d e d t o p r e c i p i t a t e t h e D N A . T h i s m i x t u r e w a s t r a n s f e r r e d t o a p r e p a r e d s p i n c o l u m n a n d 

c e n t r i f u g e d a t 6 , 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e . T h e f l o w - t h r o u g h l i q u i d w a s d i s c a r d e d a n d t h e m e m b r a n e 

w i t h t h e g e n o m i c D N A w a s w a s h e d w i t h t w o b u f f e r s c o n t a i n i n g a l c o h o l t o r e m o v e e x c e s s s a l t s . 

F i r s t , 6 0 0 u l o f t h e c o m m e r c i a l B W b u f f e r w a s a d d e d a n d t h e c o l u m n w a s c e n t r i f u g e d f o r 1 

m i n u t e a t 6 , 0 0 0 x g . T h e s e c o n d w a s h i n c l u d e d 7 0 0 u l o f t h e T W b u f f e r a n d a s p i n f o r 1 m i n u t e 

a t 6 , 0 0 0 x g . T h e f l o w - t h r o u g h l i q u i d w a s a g a i n d i s c a r d e d . T h e D N A w a s t h e n e l u t e d b y 

i n c u b a t i n g t h e m e m b r a n e w i t h 5 0 u l o f t h e A E b u f f e r w a r m e d t o 6 0 °C f o r 1 m i n u t e b e f o r e t h e 

c o l u m n w a s c e n t r i f u g e d a t f u l l s p e e d ( > 1 2 , 0 0 0 x g ) f o r 1 m i n u t e . T h e D N A c o n c e n t r a t i o n i s t h e n 

m e a s u r e d u s i n g t h e N a n o D r o p 1 0 0 0 S p e c t r o p h o t o m e t e r ( T h e r m o S c i e n t i f i c ) . I n o r d e r n o t t o 

s h e a r t h e c o m p l e x g e n o m i c D N A w i t h i c e c r y s t a l s , t h e s a m p l e i s s t o r e d a t 4 °C. 

3 . 2 . 2 . Polymerase Chain Reaction (PCR) 

P C R i s a m e t h o d u s e d t o a m p l i f y m a n y c o p i e s o f a s p e c i f i c s e g m e n t o f t h e g e n o m e u s i n g 

D N A f r a g m e n t s c a l l e d p r i m e r s t h a t d e f i n e t h e c o n c r e t e r e g i o n t h a t w i l l b e a m p l i f i e d 

( h t t p s : / / w w w . g e n o m e . g o v ) . P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e K O D H o t S t a r t D N A P o l y m e r a s e k i t 

( N o v a g e n ) . T h e K O D H o t S t a r t D N A P o l y m e r a s e i s a p r o o f r e a d i n g e n z y m e t h a t v e r y p r e c i s e l y 
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a m p l i f i e s g e n o m i c o r p l a s m i d D N A u p t o 2 0 k b p . W h e n t h e p o l y m e r a s e r e c o g n i z e s t h a t i t h a s 

i n s e r t e d a n u c l e o t i d e t h a t i s n o t c o r r e c t l y b a s e d p a i r e d w i t h t h e t e m p l a t e , i t s s t r o n g 3'—>5' 

e x o n u c l e a s e a c t i v i t y w i l l r e m o v e t h e i n c o r r e c t n u c l e o t i d e s a n d s t a r t t h e 5'—>3' r e p l i c a t i o n 

p r o c e s s a g a i n ( h t t p s : / / w w w . m e r c k m i l l i p o r e . c o m ) . 

A s t a n d a r d P C R r e a c t i o n w a s a s s e m b l e d i n a 2 0 0 u l t h i n - w a l l e d P C R t u b e a c c o r d i n g t o 

t h e m a n u f a c t u r e r s s u g g e s t i o n ( T a b l e 2 ) t o a 1.5 m l t u b e . I f t h e r e a r e m u l t i p l e s a m p l e s w i t h 

s i m i l a r c o m p o n e n t s , c r e a t i n g a m a s t e r m i x ( M M ) h e l p s w i t h u n i f o r m i t y a n d s a v e s t i m e p i p e t i n g . 

T h e v o l u m e o f e a c h c o m p o n e n t i n t h e M M i s c a l c u l a t e d b y m u l t i p l y i n g t h e v o l u m e i n t h e 

s t a n d a r d r e a c t i o n b y t h e n u m b e r o f s a m p l e s n e e d e d . T h e r e s u l t i n g M M i s t h e n a l i q u o t e d i n t o 

e a c h P C R t u b e . N e x t , a s p e c i f i c v o l u m e o f t h e t e m p l a t e D N A i s a d d e d t o t h i s t u b e . T h e a m o u n t 

a d d e d i s c a l c u l a t e d f r o m t h e D N A c o n c e n t r a t i o n a n d t h e t y p e o f D N A : 2 0 0 n g f o r g e n o m i c 

D N A o r 1 0 n g f o r p l a s m i d D N A . I f t o o m u c h t e m p l a t e i s u s e d , t h e r e a c t i o n m a y f a i l b e c a u s e o f 

t h e c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t d e n a t u r a t i o n o f t h e t e m p l a t e . P C R g r a d e w a t e r i s t h e n a d d e d t o 

t h e s e t u b e s t o g i v e a f i n a l v o l u m e o f 5 0 u l . 

Table 2: PCR setup. 

Component Amount [Final] 

1 0 X B u f f e r f o r K O D H o t S t a r t D N A P o l y m e r a s e 5 f i l I X 
2 5 m M M g S 0 4 3 | i l 1.5 m M 
d N T P s ( 2 m M e a c h ) 5 f i l 0 . 2 m M ( e a c h ) 
P C R G r a d e W a t e r X u l 
S e n s e ( 5 ' ) P r i m e r ( 1 0 u M ) 1.5 | i l 0 . 3 u M 
A n t i - S e n s e ( 3 ' ) P r i m e r ( 1 0 u M ) 1.5 | i l 0 . 3 u M 
T e m p l a t e D N A Y u l 
K O D H o t S t a r t D N A P o l y m e r a s e ( 1 U / u l ) l u l 0 . 0 2 U / u l 

T O T A L V O L U M E 5 0 u l 

T h e t u b e s w e r e p l a c e d i n t h e T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r ( B i o - R a d ) a n d e a c h P C R s t e p w a s 

e n t e r e d o n t h e c o m p u t e r t o u c h s c r e e n ( T a b l e 3 ) . T h e p o l y m e r a s e a c t i v a t i o n , d e n a t u r a t i o n , a n d 

e x t e n s i o n t i m e w e r e b a s e d o n t h e r e c o m m e n d a t i o n s o f t h e D N A p o l y m e r a s e m a n u f a c t u r e r . T h e 

l e n g t h o f t h e e x t e n s i o n t i m e w a s c a l c u l a t e d f r o m t h e l o n g e s t p r e d i c t e d a m p l i c o n s i z e . T h e 

a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e i s t h e e x p e r i m e n t a l v a r i a b l e t h a t m a y n e e d t o b e o p t i m i z e d f o r t h e 

p r i m e r s u s e d i n t h e r e a c t i o n . A l o w e r v a l u e w i t h g e n e r a t e n o n - s p e c i f i c a m p l i f i c a t i o n o f D N A , 

w h i l e h i g h e r t e m p e r a t u r e s m a y p r e v e n t e f f i c i e n t p r i m e r a n n e a l i n g . W h i l e t h e a n n e a l i n g 

t e m p e r a t u r e i s i n f l u e n c e d b y t h e p r e d i c t e d m e l t i n g t e m p e r a t u r e o f t h e p r i m e r s , a c o m m o n 
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s t a r t i n g v a l u e o f 5 2 °C i s t y p i c a l l y u s e d i n t h e l a b . M e a n w h i l e , t h e n u m b e r o f p r o g r a m c y c l e s 

r e q u i r e d t o g e n e r a t e t h e d e s i r e d a m o u n t o f P C R p r o d u c t d e p e n d s o n t h e t y p e a n d a m o u n t o f 

t e m p l a t e D N A . A w i d e r a n g e b e t w e e n 2 0 a n d 4 0 c y c l e s i s r e c o m m e n d e d . H o w e v e r , f o r p l a s m i d 

D N A , t y p i c a l l y o n l y 2 0 t o 2 5 c y c l e s a r e s u f f i c i e n t d u e t o t h e l o w D N A c o m p l e x i t y . A g r e a t e r 

n u m b e r o f c y c l e s ( - 3 0 - 3 5 ) i s s u g g e s t e d f o r g e n o m i c D N A b e c a u s e o f t h e l o w r e p r e s e n t a t i o n o f 

t h e t a r g e t e d s e q u e n c e w i t h i n t h e l a r g e g e n o m e . 

Table 3: PCR cycling conditions. 

Step 

Target size 

Step 1000-3000 bp > 3000 bp 

1 . P o l y m e r a s e a c t i v a t i o n 95°C f o r 2 m i n 95°C f o r 2 m i n 
2 . D e n a t u r e 95°Cfor20s 95°C f o r 2 0 s 
3. A n n e a l i n g L o w e s t P r i m e r T m °C f o r 1 0 s 
4 . E x t e n s i o n 70°Cfor20 s / k b 70°C f o r 2 5 s / k b 
R e p e a t s t e p s 2 0 - 4 0 c y c l e s 2 0 ^ 0 c y c l e s 

2.2.2.1. Primer design 

P r i m e r d e s i g n i s a c r i t i c a l s t e p f o r P C R s u c c e s s . T h e o p t i m a l l e n g t h o f t h e p r i m e r i s 

a b o u t 1 8 - 3 0 b a s e s ; i f t h e r e a r e f e w e r b a s e s , i t c a n l e a d t o t h e a m p l i f i c a t i o n o f n o n - s p e c i f i c P C R 

p r o d u c t s . F o r a m o d e r a t e m e l t i n g t e m p e r a t u r e , t h e p r o p o r t i o n o f g u a n i n e ( G ) a n d c y t o s i n e ( C ) 

i n t h e p r i m e r s s h o u l d b e t h e s a m e as t h o s e o f a d e n i n e ( A ) a n d t h y m i n e ( T ) . T h e d e s i g n o f t h e 

f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r p a i r i s v e r y i m p o r t a n t f o r p r i m e r a n n e a l i n g , w h i c h d e t e r m i n e s t h e 

s p e c i f i c i t y a n d s e n s i t i v i t y o f t h e P C R . T h e f o r w a r d p r i m e r , w h i c h b i n d s t o a n t i - s e n s e s t r a n d o f 

t h e t e m p l a t e D N A , s h o u l d c o n t a i n t h e s t a r t c o d o n A T G w h e n t h e g e n e o f i n t e r e s t i s n o t 

e x p r e s s e d i n a p l a s m i d t h a t e n c o d e s a n N - t e r m i n a l t a g o r s t a r t m e t h i o n i n e r e s i d u e 

( h t t p s : / / s h a r e b i o l o g y . c o m ) . T h e r e v e r s e p r i m e r s h o u l d c o n t a i n a s t o p c o d o n i f n o C - t e r m i n a l t a g 

i s i n c o r p o r a t e d i n t h e e x p r e s s i o n p l a s m i d . I n o r d e r t o c l a m p d o w n t h e e n d o f e a c h p r i m e r , i t i s 

b e s t i f t h e 3 ' e n d i s a G o r C n u c l e o t i d e t h a t b a s e p a i r s w i t h t h r e e h y d r o g e n b o n d s . T o a v o i d 

p r i m e r d i m e r f o r m a t i o n , p r i m e r p a i r s s h o u l d b e c h e c k e d f o r c o m p l e m e n t a r i t y . 

T o s t i t c h o u r a m p l i f i e d A S C T g e n e i n t o o u r e x p r e s s i o n p l a s m i d , t h e 5 ' e n d o f e a c h 

p r i m e r w i l l c o n t a i n a r e s t r i c t i o n s i t e t h a t w i l l p r o d u c e a n o v e r h a n g t h a t i s c o m p l e m e n t a r y t o t h e 

s a m e o v e r h a n g i n t h e d i g e s t e d p l a s m i d . R e s t r i c t i o n e n z y m e s , w h i c h a r e p r o t e i n s i s o l a t e d f r o m 

b a c t e r i a t h a t c l e a v e D N A m o l e c u l e s a t s p e c i f i c s i t e s . T h e e n z y m e s N c o I ( C C A T G G ) o r N d e I 
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( C A T A T G ) a r e o f t e n u s e d b e c a u s e t h e y i n c l u d e a n A T G t h a t c a n e n c o d e t h e N - t e r m i n a l 

m e t h i o n i n e r e s i d u e i f i t i s c l o n e d i n f r a m e w i t h t h e r e s t o f t h e g e n e c o d i n g s e q u e n c e . R e s t r i c t i o n 

e n z y m e s n e e d t o b i n d t h e D N A b e f o r e t h e y c a n c l e a v e t h e m o l e c u l e , s o i t i s a d v i s a b l e t o e x t e n d 

t h e 5 ' e n d o f t h e p r i m e r b y 3 - 4 r a n d o m n u c l e o t i d e s t o i n c r e a s e e n z y m e e f f i c i e n c y . F o r g e n e 

e x p r e s s i o n p l a s m i d s , i t i s i m p o r t a n t t o i n s e r t t h e a m p l i c o n i n t h e c o r r e c t o r i e n t a t i o n . T o e n s u r e 

t h i s , a d i f f e r e n t r e s t r i c t i o n s i t e m u s t b e u s e d i n t h e f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r s . D o w n s t r e a m 

o f t h e r e s t r i c t i o n s i t e , t h e 3 ' e n d o f t h e p r i m e r w i l l c o n t a i n t h e c o m p l e m e n t a r y s e q u e n c e t o t h e 

g e n e o f i n t e r e s t . T h i s o v e r l a p s h o u l d b e l o n g e n o u g h t o p r o v i d e s e q u e n c e s p e c i f i c i t y , w h i c h i s 

g e n e r a l l y a b o u t 2 0 n u c l e o t i d e s ( G e n e r a l g u i d e l i n e s f o r p r i m e r d e s i g n , 2 0 1 5 ) . 

3.2.3. Agarose Gel Electrophoresis 

E l e c t r o p h o r e s i s i s a m e t h o d i n w h i c h m o l e c u l e s , s u c h as D N A , a r e s e p a r a t e d o n t h e b a s i s 

o f t h e i r s i z e a n d e l e c t r i c a l c h a r g e i n t h e p r e s e n c e o f a n e l e c t r i c c u r r e n t . S i n c e t h e p h o s p h a t e 

b a c k b o n e o f D N A i s n e g a t i v e l y c h a r g e d , i n d i v i d u a l m o l e c u l e s m o v e f r o m t h e n e g a t i v e l y 

c h a r g e d c a t h o d e t o t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d a n o d e . T h e c r o s s l i n k i n g o f t h e a g a r o s e p o l y m e r s i n 

t h e g e l c r e a t e s a m a t r i x w i t h u n i f o r m l y s i z e d p o r e s t h a t t h e D N A m o l e c u l e s m u s t t r a v e r s e . 

T h e r e f o r e , s h o r t e r m o l e c u l e s m i g r a t e f a s t e r t h a n l o n g e r o n e s b e c a u s e t h e y p a s s t h r o u g h t h e g e l 

m o r e e a s i l y ( h t t p s : / / w w w . k h a n a c a d e m y . o r g ) . T h e s i z e o f t h e p o r e s i n t h e g e l a r e p r o p o r t i o n a l 

t o t h e p e r c e n t a g e o f t h e a g a r o s e i n t h e g e l . T h e h i g h e r t h e p e r c e n t a g e o f a g a r o s e , t h e s m a l l e r 

t h e p o r e s i z e . T h e r e f o r e , t h e a m o u n t o f a g a r o s e i s s e l e c t e d d e p e n d i n g o n t h e s i z e o f t h e 

a m p l i c o n . T y p i c a l l y , a 0 . 8 % a g a r o s e g e l i s s e l e c t e d f o r b a n d s g r e a t e r t h a n 3 0 0 0 b p , w h i l e 

a g a r o s e o f g e l s o f 1 % a n d 1 . 2 % a r e u s e d t o r e s o l v e b a n d s b e t w e e n 3 0 0 0 - 1 0 0 0 b p o r l e s s t h a n 

1 0 0 0 b p . O n c e t h e p e r c e n t a g e o f a g a r o s e i s d e c i d e d , t h e w e i g h t o f t h e a g a r o s e i s c a l c u l a t e d 

b a s e d o f t h e d e s i r e d v o l u m e o f t h e s o l v e n t T A E ( T r i s - a c e t a t e - E D T A ) . T h e t o t a l v o l u m e o f t h e 

g e l i s o n e o f t h e v a r i a b l e s t h a t d i c t a t e s t h e v o l u m e o f e a c h w e l l a n d h o w m u c h s a m p l e c a n b e 

l o a d e d . I n g e n e r a l , a n a g a r o s e g e l w i t h a t o t a l v o l u m e o f 7 0 m l i s w a r m e d f o r 1 m i n u t e i n t h e 

m i c r o w a v e . T h e g l a s s E r l e n m e y e r f l a s k i s t h e n s w i r l e d s l i g h t l y t o d i s t r i b u t e t h e h e a t e v e n l y . 

T h e f l a s k i s t h e n m i c r o w a v e d f o r a n o t h e r 2 0 s e c o n d s t o d i s s o l v e t h e r e m a i n i n g p i e c e s o f 

a g a r o s e . T o v i s u a l i z e t h e D N A m o l e c u l e s , t h e g e l n e e d s t o b e s t a i n e d w i t h e t h i d i u m b r o m i d e , 

a f l u o r e s c e n t d y e t h a t i n t e r c a l a t e s d o u b l e - s t r a n d e d D N A . F o r e n v i r o n m e n t a l r e a s o n s , w e a d d 

t h e c a r c i n o g e n a g e n t d i r e c t l y t o t h e a g a r o s e b e f o r e i t s o l i d i f i e s . H o w e v e r , e t h i d i u m b r o m i d e i s 

h e a t l a b i l e , s o t h e f l a s k m u s t f i r s t b e c o o l e d u n d e r a c o l d s t r e a m o f w a t e r u n t i l i t c a n b e t o u c h e d 

w i t h t h e b a r e h a n d . T h e n 1 u l o f E t h i d i u m B r o m i d e i s a d d e d a n d m i x e d b y g e n t l e s w i r l i n g s o 

as n o t t o i n t r o d u c e t o o m a n y b u b b l e s . T h e a g a r o s e g e l i s p o u r e d i n t o a t r a y w i t h t w o c a s t i n g 
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d a m s a t e i t h e r e n d . A c o m b t o c r e a t e t h e s a m p l e w e l l s i s i n s e r t e d a t o n e e n d o f t h e g e l . A c o m b , 

w h i c h c o m e s i n a v a r i e t y o f t h i c k n e s s a n d n u m b e r o f w e l l s , i s s e l e c t e d b a s e d o n t h e n u m b e r a n d 

v o l u m e o f t h e s a m p l e s t o b e l o a d e d . A f t e r r e m o v i n g a n y b u b b l e s w i t h a p i p e t t e t i p , t h e g e l i s 

l e f t f o r a p p r o x i m a t e l y 3 0 m i n u t e s t o a l l o w i t t o c o m p l e t e l y c o o l d o w n a n d s o l i d i f y . A f t e r t h i s 

t i m e , t h e c o m b a n d c a s t i n g d a m s c a n b e c a r e f u l l y r e m o v e d a n d t h e g e l i s t r a n s f e r r e d i n t o t h e 

b u f f e r t a n k . 

T h e b u f f e r t a n k c o n s i s t s o f p o s i t i v e ( r e d ) a n d n e g a t i v e ( b l a c k ) e l e c t r o d e a t e a c h e n d , 

w h i c h c r e a t e s a v o l t a g e g r a d i e n t t h r o u g h t h e T A E b u f f e r t h a t s u b m e r s e s t h e a g a r o s e g e l . G e l 

e l e c t r o p h o r e s i s t a k e s a p p r o x i m a t e l y 1 h o u r , d e p e n d i n g o n t h e p e r c e n t a g e o f a g a r o s e g e l , t h e 

v o l t a g e a p p l i e d a n d t h e e x p e c t e d f r a g m e n t s i z e . A c o n s t a n t v o l t a g e o f 9 0 t o 1 1 0 V i s t y p i c a l l y 

a p p l i e d t o t h e g e l . I f t h e D N A s a m p l e s c o n t a i n a c o m p l e x m i x t u r e o f v a r i o u s s i z e d f r a g m e n t s 

t h a t a r e s i m i l a r i n s i z e , t h e y n e e d t o b e r e s o l v e d o n t h e g e l f o r a l o n g e r p e r i o d o f t i m e . T h i s a l s o 

a p p l i e s t o D N A m o l e c u l e s o f v e r y l a r g e s i z e . T h e D N A s a m p l e s c o n t a i n a l O x D N A l o a d i n g 

d y e t o v i s u a l i z e t h e l e a d i n g e d g e o f t h e m i g r a t i o n ( T a b l e 4 ) . O n c e t h e e l e c t r o p h o r e s i s i s 

c o m p l e t e , t h e D N A f r a g m e n t s i n t h e g e l c a n b e v i s u a l i z e d w i t h a U V l i g h t a n d c a m e r a h o u s e d 

i n t h e C h e m i D o c ( B i o - R a d ) . 

Table 4: Composition of the lOx DNA loading dye. 

Reagent [Stock] Amount [Final] 
M i l l i Q 4 . 2 m l 

G l y c e r o l 8 0 % 4 . 9 m l 3 9 % 
S D S 1 0 % 5 0 0 ~ÖT5% 

E D T A 0 . 5 M 2 0 0 u l 1 0 m M 
X y l e n e c y a n o l 2 % 2 5 0 u l 0 . 1 % 

T O T A L V O L U M E 1 0 m l 

3.2.4. Gel extraction 

D e p e n d i n g o n t h e s p e c i f i c i t y o f t h e P C R p r i m e r s a n d t h e a n n e a l i n g t e m p , m o r e t h a n a 

s i n g l e m o l e c u l e o f D N A m a y b e a m p l i f i e d . T h e u s e o f a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s a l l o w s u s t o 

s e p a r a t e o u r a m p l i c o n o f e x p e c t e d s i z e f r o m t h e o t h e r n o n s p e c i f i c D N A m o l e c u l e s , w h i c h 

i n c l u d e t h e a b u n d a n t p r i m e r s t h a t w e r e i n c o r p o r a t e d d u r i n g t h e P C R . H o w e v e r , o u r D N A n e e d s 

t o b e e x t r a c t e d f r o m t h e g e l b e f o r e i t c a n b e f u r t h e r m a n i p u l a t e d d u r i n g d o w n s t r e a m c l o n i n g 

e v e n t s . I n t h e l a b , w e u s e t h e GenElute™ G e l E x t r a c t i o n K i t ( S i g m a - A l d r i c h ) , w h i c h e n s u r e s 

v e r y a c c u r a t e a n d f a s t p u r i f i c a t i o n o f l i n e a r D N A o r p l a s m i d s u p t o 1 0 k b . 
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T h e f i r s t s t e p o f t h e g e l e x t r a c t i o n i n v o l v e s s e p a r a t i n g t h e D N A f r a g m e n t f r o m as m u c h 

o f t h e a g a r o s e as p o s s i b l e . T h e D N A v i s u a l i z a t i o n o c c u r s w h e n t h e g e l i s p l a c e d o n a n e x p o s e d 

U V l i g h t b o x . T h e r e f o r e , p e r s o n a l p r o t e c t i v e e q u i p m e n t s u c h as a f a c e s h i e l d a n d g l o v e s m u s t 

b e w o r n as t h e U V l i g h t c a n s e v e r e l y d a m a g e t h e s k i n o r e y e s b y b u r n i n g t h e m . U s i n g a r a z o r 

b l a d e , c a r e i s t a k e n t o e x c i s e t h e d e s i r e d D N A f r a g m e n t w i t h as l i t t l e a g a r o s e g e l as p o s s i b l e , 

a r e t a k e n a n d i t i s t r a n s f e r r e d t o a 1.5 m l t u b e . I t i s n e c e s s a r y t o w o r k q u i c k l y i n o r d e r t o r e d u c e 

t h e d a m a g e c a u s e d t o t h e D N A b y p r o l o n g e d e x p o s u r e t o U V l i g h t . T h e a g a r o s e s l i c e i s 

t r a n s f e r r e d t o a 1.5 m l e p p e n d o r f t u b e a n d t h e n w e i g h e d t o c a l c u l a t e t h e a m o u n t o f t h e s o l u t i o n s 

n e e d e d f o r t h e i s o l a t i o n . A g e l s o l u b i l i z a t i o n s o l u t i o n i s a d d e d i n a n a m o u n t t h a t i s 3 t i m e s t h e 

w e i g h t o f t h e g e l . I t i s i n c u b a t e d f o r 1 0 m i n u t e s a t 6 0 °C w i t h t h e o c c a s i o n a l g e n t l y f l i c k i n g o f 

t h e t u b e t o e n s u r e t h e g e l i s c o m p l e t e l y d i s s o l v e d . T h i s s o l u t i o n c o n t a i n s a p H i n d i c a t o r a n d 

y e l l o w c o l o r r e p r e s e n t s a n o p t i m a l p H . I f t h e s o l u t i o n t u r n s r e d , i t i s n e c e s s a r y t o a d d 3 M 

s o d i u m a c e t a t e b u f f e r , p H 5 . 2 , t o a d j u s t t h e p H t o i t s o p t i m u m . O n c e t h e g e l i s d i s s o l v e d , 

i s o p r o p a n o l i n t h e s a m e v o l u m e as t h e w e i g h t o f t h e g e l i s a d d e d t o t h e t u b e . T h e i s o p r o p a n o l 

i s u s e d t o p r e c i p i t a t e t h e D N A f r o m t h e s o l u t i o n s o t h a t t h e s a l t s a n d d y e s c a n b e w a s h e d a w a y 

i n t h e n e x t s t e p s . D u r i n g t h e s o l u b i l i z a t i o n s t e p s , t h e s i l i c a m e m b r a n e o f t h e s p i n c o l u m n m u s t 

b e a c t i v a t e d w i t h a C o l u m n P r e p a r a t i o n S o l u t i o n . A s p i n c o l u m n i s i n s e r t e d i n t o a p r o v i d e d 2 

m l c o l l e c t i o n t u b e . T h e n 5 0 0 u l o f t h e s o l u t i o n i s a d d e d a n d t h e c o l u m n i s c e n t r i f u g e d a t 1 2 , 0 0 0 

x g f o r 1 m i n u t e . T h e f l o w - t h r o u g h l i q u i d i s t h e n d i s c a r d e d . 7 0 0 u l o f t h e s o l u b i l i z e d g e l i s n o w 

t r a n s f e r r e d t o t h e a c t i v a t e d b i n d i n g c o l u m n a n d c e n t r i f u g e d a t 1 2 , 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e t o b i n d 

t h e D N A t o t h e m e m b r a n e . T h e f l o w - t h r o u g h l i q u i d i s t h e n d i s c a r d e d . I f t h e s o l u b i l i z e d g e l h a d 

a v o l u m e g r e a t e r t h a n 7 0 0 u l , t h e r e m a i n i n g v o l u m e i s a g a i n a p p l i e d t o t h e c o l u m n a n d s p u n . 

W i t h t h e D N A b o u n d t o t h e m e m b r a n e , t h e c o l u m n i s w a s h e d w i t h 7 0 0 u l o f t h e W a s h S o l u t i o n 

t o r e m o v e a l l c o n t a m i n a n t s . A f t e r a c e n t r i f u g a t i o n a t 1 2 , 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e , t h e f l o w - t h r o u g h 

l i q u i d i s a g a i n d i s c a r d e d . T h e c o l u m n i s c e n t r i f u g e d a g a i n f o r a n a d d i t i o n a l 3 m i n u t e s a t 1 2 , 0 0 0 

x g t o r e m o v e a n y e t h a n o l t r a c e s t h a t w i l l i n h i b i t d o w n s t r e a m e n z y m a t i c p r o c e s s e s . T h e c o l u m n 

i s t h e n p l a c e d i n a n e w 2 m l c o l l e c t i o n t u b e a n d t h e D N A e l u t i o n s t e p b e g i n s b y a d d i n g t o t h e 

c e n t r e o f t h e m e m b r a n e 5 0 u l o f t h e E l u t i o n S o l u t i o n p r e w a r m e d t o 6 5 °C. A f t e r 1 m i n u t e 

i n c u b a t i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e , t h e c o l u m n i s c e n t r i f u g e d a t 1 2 , 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e . T h e e l u t e d 

D N A i s n o w i n t h e f l o w - t h r o u g h e l u a t e . T h e D N A c o n c e n t r a t i o n i s t h e n m e a s u r e d u s i n g t h e 

N a n o D r o p 1 0 0 0 S p e c t r o p h o t o m e t e r ( T h e r m o S c i e n t i f i c ) . T h e D N A s a m p l e i s r e a d y f o r u s e o r 

s t o r e d a t - 2 0 °C. 
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3.2.5. Restriction digests 

T h e d i g e s t i o n o f o u r a m p l i c o n a n d t h e t a r g e t e x p r e s s i o n p l a s m i d w i t h t h e s a m e r e s t r i c t i o n 

e n d o n u c l e a s e s w i l l p r o d u c e c o m p l e m e n t a r y o v e r h a n g s t h a t w i l l j o i n t h e t w o m o l e c u l e s . A 

r e s t r i c t i o n d i g e s t c o n s i s t s o f a l l c o m p o n e n t s l i s t e d i n T a b l e 5 . T h e f i n a l r e a c t i o n v o l u m e i s 

d e t e r m i n e d b y t h e a m o u n t o f D N A t h a t n e e d s t o b e p r o c e s s e d . T h e m o r e D N A , t h e m o r e 

r e s t r i c t i o n e n z y m e r e q u i r e d . I n o r d e r t o r e t a i n t h e e n z y m a t i c a c t i v i t y f o r l o n g p e r i o d s o f t i m e , 

t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e s a r e s t o r e d a t - 2 0 °C i n 5 0 % g l y c e r o l . T h i s e l i m i n a t e s a n y w a t e r t u r n i n g 

i n t o i c e t h a t c a n d a m a g e t h e p r o t e i n s . H o w e v e r , t h e e n z y m e i s o n l y a c t i v e w h e n t h e t o t a l 

g l y c e r o l c o n t e n t i s l e s s t h a n 4 - 5 % . W i t h t h i s i n m i n d , t h e t o t a l r e a c t i o n v o l u m e s h o u l d n o t b e 

t o o l a r g e , as w e d o n o t w a n t t o d i l u t e t h e D N A s o m u c h t h a t i t h a s l i m i t e d c o n t a c t w i t h t h e 

r e s t r i c t i o n e n z y m e s . T h e r e f o r e , i n t h e s a m p l e i n d i c a t e d b e l o w , 1 u g D N A i s p l a c e d i n a r e a c t i o n 

v o l u m e o f 2 0 u l , w h i c h r e s u l t s i n j u s t 2 . 5 % g l y c e r o l . T h e v o l u m e o f D N A i s c a l c u l a t e d b a s e d 

o n i t s c o n c e n t r a t i o n . O n c e t h e v o l u m e s o f a l l o t h e r c o m p o n e n t s a r e d e t e r m i n e d , t h e r e m a i n i n g 

v o l u m e i s f i l l e d w i t h M i l l i Q w a t e r . T h e r e a c t i o n m i x t u r e i s m i x e d w e l l i n a 1.5 m l e p p e n d o r f 

t u b e a n d b r i e f l y s p u n d o w n a t l o w s p e e d t o g a t h e r a l l t h e r e a g e n t s a t t h e b o t t o m o f t h e t u b e . 

F i n a l l y , s i n c e t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e s a r e f a s t d i g e s t i n g , t h e d i g e s t i o n i s i n c u b a t e d i n a 3 7 °C 

h e a t i n g b l o c k f o r j u s t 15 m i n u t e s . W h e n l a r g e r a m o u n t s o f D N A n e e d t o b e p r o c e s s e d , t h e 

r e a c t i o n v o l u m e s , a m o u n t o f e n z y m e s a n d t h e i n c u b a t i o n t i m e w i l l i n c r e a s e . 

Table 5: Restriction digest reaction setup. 

Component Volume 

D N A ( l u g ) X u l 
l O x B u f f e r 2 u l 
R e s t r i c t i o n E n z y m e I 0 , 5 u l 
R e s t r i c t i o n E n z y m e I I 0 , 5 u l 
M i l l i Q Y u l 

T O T A L V O L U M E 2 0 u l 

3.2.6. Ligation 

D i g e s t i n g t w o D N A m o l e c u l e s w i t h t h e s a m e r e s t r i c t i o n e n z y m e c r e a t e s t w o 

c o m p l e m e n t a r y s i n g l e - s t r a n d e d o v e r h a n g s t h a t c a n a n n e a l w i t h e a c h o t h e r . T h e 5 ' - p h o s p h o r y l 

a n d 3 ' - h y d r o x y l e n d s a r e t h e n c o v a l e n t l y s e a l e d t o g e t h e r b y a T 4 D N A l i g a s e t h a t g e n e r a t e s a 

p h o s p h o d i e s t e r b o n d ( h t t p s : / / w w w . k h a n a c a d e m y . o r g ) . T h e m o s t c o m m o n l y u s e d l i g a s e 

o r i g i n a t e s f r o m t h e b a c t e r i o p h a g e T 4 t h a t i n f e c t s Escherichia coli bacteria 

( h t t p s : / / w w w . w o r t h i n g t o n - b i o c h e m . c o m ) . 
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T h e l i g a t i o n r e a c t i o n c o n s i s t s o f t h e r e a g e n t s l i s t e d i n T a b l e 6 . F i r s t , t h e m o l a r i t y o f t h e D N A 

m o l e c u l e s ( t h e l i n e a r i z e d p l a s m i d a n d t h e a m p l i c o n i n s e r t ) a r e c a l c u l a t e d u s i n g f o r m u l a 1 , 

w h e r e c i s t h e D N A c o n c e n t r a t i o n a n d n i s t h e n u m b e r o f n u c l e o t i d e s i n t h e m o l e c u l e . T h e 

c o n s t a n t 0 . 3 2 5 i s t h e a v e r a g e m o l e c u l a r w e i g h t o f a l l f o u r n u c l e o t i d e s . 

0.325 x n 

I n o r d e r t o p r o m o t e t h e i n s e r t i o n o f t h e a m p l i c o n i n t o t h e m u c h l a r g e r l i n e a r i z e d p l a s m i d , a 3 : 1 

m o l a r i t y r a t i o o f i n s e r t t o v e c t o r i s c a l c u l a t e d . D u e t o t h e p r o b a b i l i t y o f l i g a t i n g t h e c o r r e c t 

m o l e c u l e s t o g e t h e r , t h e g o a l i s t o h a v e b e t w e e n 5 0 a n d 2 0 0 n g o f t o t a l D N A . S i n c e t h e m o l a r i t y 

o f t h e l a r g e r p l a s m i d w i l l b e m u c h g r e a t e r t h a n t h e s m a l l e r a m p l i c o n , t h e a m o u n t o f l i n e a r i z e d 

p l a s m i d i s t y p i c a l l y 1 u l i f t h e c o n c e n t r a t i o n p e r m i t s . T h e a m o u n t o f t h e a m p l i c o n i s t h e n 

c a l c u l a t e d b a s e d t h e a m o u n t o f p l a s m i d u s e d . F i n a l l y , M i l l i Q i s c a l c u l a t e d t o b r i n g t h e t o t a l 

r e a c t i o n v o l u m e t o 1 0 u l . A n e g a t i v e c o n t r o l r e a c t i o n i s a l s o p r e p a r e d s i m i l a r l y , b u t w i t h o u t t h e 

a m p l i c o n . T h e n u m b e r o f b a c t e r i a t r a n s f o r m e d w i t h t h i s D N A w i l l i n d i c a t e h o w m u c h o f o u r 

l i n e a r i z e d p l a s m i d w a s c o n t a m i n a t e d w i t h u n c u t p l a s m i d . T h e t u b e s w i t h t h e l i g a t i o n m i x t u r e 

w e r e t h e n i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 4 °C. 

Table 6: Ligation reaction setup. 

Component 64ng DNA Negative control 
M i l l i Q Y u l 7 u l 
l O x L i g a s e b u f f e r l u l 1 u l 
L i n e a r i z e d p l a s m i d l u l 1 u l 
A m p l i c o n i n s e r t X u l -

T 4 D N A l i g a s e l u l 1 u l 
T O T A L V O L U M E 1 0 u l 

3.2.7. Transformation 

I n o r d e r t o s i g n i f i c a n t l y a m p l i f y t h e a m o u n t o f t h e s u c c e s s f u l l y l i g a t e d p l a s m i d c o n t a i n i n g 

o u r a m p l i c o n , w e w a n t t o p u t i t i n t o b a c t e r i a w h e r e i t c a n r e p l i c a t e i n h i g h n u m b e r s a n d t h e 

b a c t e r i a l c u l t u r e s c a n b e g r o w n t o h i g h d e n s i t y . T h e p r o c e s s i n w h i c h b a c t e r i a t a k e u p p l a s m i d 

D N A i s c a l l e d t r a n s f o r m a t i o n , a n a t u r a l l y o c c u r r i n g m e c h a n i s m f o r h o r i z o n t a l g e n e t r a n s f e r . T o 

p r o m o t e t r a n s f o r m a t i o n , t h e b a c t e r i a a r e m a d e c o m p e t e n t b y c h a n g i n g t h e p e r m e a b i l i t y o f t h e 

c e l l m e m b r a n e a n d t h e c e l l w a l l . T h i s i s t y p i c a l l y d o n e b y c h i l l i n g t h e b a c t e r i a i n a C a C b 

s o l u t i o n . T u b e s w i t h 6 0 u l o f t h e s e c e l l s a r e g e n t l y t h a w e d f r o m t h e - 8 0 °C f r e e z e r o n i c e f o r 

1 0 t o 2 0 m i n u t e s . A f t e r t h e c e l l s a r e t h a w e d , 3 u l o f t h e l i g a t i o n r e a c t i o n i s a d d e d t o t h e 
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c o m p e t e n t c e l l s a n d g e n t l y m i x e d . M i x e d c e l l s a r e i n c u b a t e d o n i c e f o r a n o t h e r 1 0 t o 2 0 m i n u t e s . 

T r a n s f o r m a t i o n i s i n i t i a t e d w i t h a h e a t s h o c k s t e p t h a t c r e a t e s t e m p o r a r y p o r e s i n t h e b a c t e r i a l 

c e l l m e m b r a n e . S p e c i f i c a l l y , t h e b a c t e r i a a r e h e a t e d a t 4 2 °C f o r 4 5 s e c o n d s a n d t h e n 

i m m e d i a t e l y p l a c e d o n i c e f o r 2 m i n u t e s s o t h e c e l l s c a n r e c o v e r . T h e t r a n s f o r m e d b a c t e r i a a r e 

t h e n s t i m u l a t e d t o g r o w b y p l a c i n g t h e m i n 2 5 0 u l o f s t e r i l e S O C ( s u p e r o p t i m a l c a t a b o l i t e 

s u p p r e s s i n g b r o t h ) , a r i c h n u t r i e n t m e d i u m c o n t a i n i n g g l u c o s e . T h i s m e d i u m s e r v e s t o r e b u i l d 

t h e c e l l m e m b r a n e a n d c e l l w a l l , w h i l e t h e g l u c o s e p r o m o t e s g r o w t h , e n e r g y m e t a b o l i s m , a n d 

f a s t e r r e g e n e r a t i o n . T h e b a c t e r i a l c u l t u r e i s t h e n i n c u b a t e d a t 3 7 °C f o r 4 5 m i n u t e s i n a s h a k i n g 

i n c u b a t o r . T o p o s i t i v e l y s e l e c t f o r t h e g r o w t h o f b a c t e r i a l c o l o n i e s c o n t a i n i n g t h e d e s i r e d 

p l a s m i d , 2 5 0 u l o f t r a n s f o r m e d c e l l s a r e s e e d e d o n t o a n L B a g a r p l a t e c o n t a i n i n g 5 0 u g / m l o f 

t h e a n t i b i o t i c a m p i c i l l i n ( T a b l e 7 ) . O n l y b a c t e r i a w i t h t h e p l a s m i d c a n p r o d u c e t h e b e t a -

l a c t a m a s e e n z y m e t h a t c a n h y d r o l y z e t h e l a c t a m r i n g o f a m p i c i l l i n . T h e p l a t e i s t h e n p l a c e d 

b o t t o m u p i n a n i n c u b a t o r a t 3 7 °C o v e r n i g h t . B y p l a c i n g t h e p l a t e u p s i d e - d o w n , i t a v o i d s t h e 

r i s k o f c o n d e n s e d w a t e r t h a t w o u l d f o r m o n t h e l i d f r o m f a l l i n g o n t o t h e b a c t e r i a . T h i s i s 

i m p o r t a n t b e c a u s e w e d o n o t w a n t t o d i s t u r b t h e f o r m a t i o n o f b a c t e r i a l c o l o n i e s t h a t o r i g i n a t e d 

f r o m a s i n g l e c e l l , e n s u r i n g t h e y a l l h a v e t h e s a m e g e n e t i c s . T h e p l a t e s a r e i n c u b a t e d f o r n o 

l o n g e r t h a n 1 2 t o 1 6 h o u r s t o p r e v e n t t h e s e c r e t i o n o f t h e b e t a - l a c t a m a s e f r o m c r e a t i n g a h a l o 

o f d e g r a d e d a m p i c i l l i n a r o u n d t h e c o l o n y t h a t w i l l a l l o w t h e g r o w t h o f b a c t e r i a l t h a t d o n o t 

c o n t a i n t h e p l a s m i d . 

Table 7: Composition of the L B agar plate. 

Reagent [Stock] Amount [Final] 
M i l l i Q 4 0 0 m l 
T r y p t o n e 5 g 1 % 
Y e a s t E x t r a c t 2 . 5 g 0 . 5 
N a C l 5 8 . 4 4 g / m o l 0 . 2 5 g 8 .5 m M 
N a O H a d j u s t p H t o 7 . 3 
M i l l i Q f i l l u p t o 5 0 0 m l 
A g a r 7 . 5 g 
T O T A L V O L U M E 5 0 0 m l 

3.2.8. Colony screening by restriction digest 

T o d e t e r m i n e i f a n y o f t h e i n d i v i d u a l b a c t e r i a l c o l o n i e s o n t h e t r a n s f o r m a t i o n p l a t e 

c o n t a i n e d t h e p l a s m i d w i t h o u r g e n e o f i n t e r e s t , p l a s m i d D N A w a s i s o l a t e d f r o m 5 m l b a c t e r i a l 

c u l t u r e s u s i n g GenElute™ P l a s m i d M i n i p r e p K i t ( S i g m a - A l d r i c h ) . T h e i s o l a t e d p l a s m i d D N A 
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w a s t h e n d i g e s t e d w i t h s e l e c t e d r e s t r i c t i o n e n z y m e s . T h e r e a c t i o n w a s p e r f o r m e d i n a t u b e b y 

a d d i n g 1 u g o f p l a s m i d D N A , t h e v o l u m e c a l c u l a t e d b a s e d o n t h e p l a s m i d c o n c e n t r a t i o n . T h e 

f o l l o w i n g r e a g e n t s w e r e a l s o a d d e d : 2 u l o f l O x g r e e n b u f f e r , 0 . 5 u l o f r e s t r i c t i o n e n z y m e A p a l , 

0 . 5 u l o f r e s t r i c t i o n e n z y m e H i n d l l l , a n d a n a m o u n t o f M i l l i Q t o g i v e a t o t a l v o l u m e o f 2 0 u l . 

T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s i n c u b a t e d f o r 15 m i n a t 3 7 °C. 2 0 u l o f e a c h s a m p l e a n d 1 0 u l o f a 

G e n e R u l e r 1 k b P l u s D N A L a d d e r ( T h e r m o S c i e n t i f i c , c a t . # S M 1 3 3 2 ) w e r e l o a d e d o n t o a 0 . 8 % 

a g a r o s e g e l w i t h 1 u l e t h i d i u m b r o m i d e . T h e g e l w a s r u n a t 9 0 V f o r 1 h o u r a n d f u r t h e r a n a l y z e d 

o n a C h e m i d o c t o d e t e r m i n e i f b a n d s o f t h e e x p e c t e d s i z e w e r e p r e s e n t . 

3.3. Western Blot 

W e s t e r n b l o t i s a m e t h o d t h a t d e t e r m i n e s t h e s i z e a n d a b u n d a n c e o f i n d i v i d u a l p r o t e i n s 

i n c o m p l e x s a m p l e s u s i n g s p e c i f i c a n t i b o d i e s . T h i s m e t h o d i s b a s e d o n t h e s e p a r a t i o n o f 

p r o t e i n s d e p e n d i n g o n t h e i r s i z e a n d s u b s e q u e n t t r a n s f e r t o a m e m b r a n e o n w h i c h a p p r o p r i a t e 

a n t i b o d i e s a r e a p p l i e d t o m a r k t h e p r o t e i n ( M a h m o o d & Y a n g , 2 0 1 2 ) . 

3.3.1. Whole cell lysate preparations 

I n o r d e r t o r e s o l v e i n d i v i d u a l p r o t e i n s b a s e d o n t h e i r s i z e , p r o t e i n s f r o m w h o l e c e l l l y s a t e s 

m u s t b e i s o l a t e d a n d d e n a t u r e d . T o e n s u r e t h e d e t e c t i o n o f p r o b e d p r o t e i n s , t h e g o a l i s t o l o a d 

w h o l e c e l l l y s a t e s a m p l e s o r i g i n a t i n g f r o m l x l O 7 t o t a l c e l l s . I d e a l l y , w e w o u l d l i k e t o h a v e 

e n o u g h o f e a c h s a m p l e t o r u n m u l t i p l e p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s ( P A G E ) . T h i s w i l l 

a l l o w u s t o m u l t i p l e x a n d p r o b e f o r m u l t i p l e p r o t e i n s o r h a v e e x t r a m a t e r i a l i n c a s e w e e n c o u n t e r 

s o m e t e c h n i c a l p r o b l e m . T h e r e f o r e , w e w o u l d l i k e t o h a r v e s t b e t w e e n 5 x l 0 7 a n d 1 x 1 0 s t o t a l 

p a r a s i t e s . S i n c e t h e y o n l y g r o w t o l - 2 x l 0 6 c e l l s / m l , w e w i l l n e e d t o e x p a n d o u r c u l t u r e s t o 5 0 

m l i n a l a r g e r 7 5 c m 2 f l a s k . O n t h e d a y t h a t t h e w h o l e c e l l l y s a t e s w i l l b e p r e p a r e d , t h e c e l l 

c u l t u r e s w i l l b e c o u n t e d t o c a l c u l a t e t h e v o l u m e n e e d e d t o h a r v e s t 1 x 1 0 s c e l l s i n a 5 0 m l f a l c o n 

t u b e . A f t e r c e n t r i f u g i n g a t 1 , 3 0 0 x g f o r 1 0 m i n u t e s a t 4 °C, a c e l l p e l l e t i s f o r m e d a t t h e b o t t o m 

o f t h e t u b e . T h e s u p e r n a t a n t i s t h e n c a r e f u l l y p o u r e d o u t t o p r e v e n t t h e d i s r u p t i o n o f t h e p e l l e t . 

A l l t h e f o l l o w i n g s t e p s a r e p e r f o r m e d o n i c e o r a t 4 °C t o l i m i t p r o t e i n d e g r a d a t i o n c a u s e d b y 

t h e a c c i d e n t a l l y s i s o f s o m e p a r a s i t e s d u r i n g m a n i p u l a t i o n s . T h e p e l l e t i s r e s u s p e n d e d i n 1 m l 

o f l x P B S - G , w h i c h i s a p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e s o l u t i o n w i t h 6 m M g l u c o s e . T h i s b u f f e r i s 

a p p l i e d t o h e l p m a i n t a i n p h y s i o l o g i c a l p H , o s m o l a l i t y , a n d i o n c o n c e n t r a t i o n s . T h e g l u c o s e 

p r o v i d e s e n e r g y t o p a r a s i t e s d u r i n g t h e s e p r o c e s s i n g e v e n t s . T h e r e s u s p e n d e d c e l l s a r e 

t r a n s f e r r e d t o a 1.5 m l e p p e n d o r f t u b e a n d c e n t r i f u g e d a t 1 , 3 0 0 x g f o r 1 0 m i n u t e s a t 4 °C. T h e 
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s u p e r n a t a n t i s d i s c a r d e d a n d t h e c e l l p e l l e t i s r e s u s p e n d e d i n l x P B S ( p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e ) 

( T a b l e 8 ) a n d 3 x S D S - P A G E l o a d i n g d y e . I m p o r t a n t l y , t h e l o a d i n g d y e c o n t a i n s t h e d e t e r g e n t 

s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e ( S D S ) , w h i c h c a r r i e s a n e g a t i v e c h a r g e t h a t c o a t s e a c h p r o t e i n . T h i s h a s 

t h e e f f e c t o f d e n a t u r i n g e a c h p r o t e i n as t h e n e g a t i v e c h a r g e s o f t h e S D S r e p e l e a c h o t h e r . T h e 

l o a d i n g d y e a l s o h a s g l y c e r o l t o h e l p t h e s a m p l e s i n k i n t o t h e w e l l . S i n c e t h e w e l l s o n t h e S D S -

P A G E g e l s c a n o n l y h o l d a m a x i m u m v o l u m e o f 4 0 u l , a w h o l e c e l l l y s a t e f r o m l x l O 7 p a r a s i t e s 

s h o u l d b e 3 0 u l . T h e r e f o r e , i f 1 x 1 0 s p a r a s i t e s w e r e h a r v e s t e d , t h e c e l l p e l l e t s h o u l d b e 

r e s u s p e n d e d i n 2 0 0 u l l x P B S a n d 1 0 0 u l 3 x S D S - P A G E l o a d i n g d y e . T h e p r o t e i n s a m p l e i s 

f u r t h e r d e n a t u r e d b y i n c u b a t i n g a t 9 7 °C f o r 8 t o 1 0 m i n u t e s . T h i s a l s o h e l p s t o r e d u c e t h e 

v i s c o s i t y o f t h e s a m p l e as a l l t h e r e l e a s e d g e n o m i c D N A i s c l e a v e d i n t o s m a l l e r f r a g m e n t s . T h e 

p r o t e i n s a m p l e i s t h e n a l l o w e d t o c o o l t o r o o m t e m p e r a t u r e b e f o r e b e i n g s t o r e d a t - 2 0 °C. 

Table 8: Composition of lx PBS. 

Reagent [Stock] Amount 
N a H 2 P 0 4 x 1 2 H 2 0 3 5 8 . 1 4 g / m o l 1 7 . 9 g 
N a H 2 P 0 4 x 2 H 2 0 1 5 6 . 0 1 1 4 g / m o l 1 0 . 1 4 g 
N a C l 5 8 . 4 4 1 4 g / m o l 8 5 . 0 g 
M i l l i Q f i l l u p t o 1 1 
T O T A L V O L U M E 1 1 

3.3.2. Gel electrophoresis 

T h e f u n c t i o n o f e l e c t r o p h o r e s i s i n w e s t e r n b l o t t i n g i s t o r e s o l v e a c o m p l e x m i x t u r e o f 

p r o t e i n s b a s e d o n t h e i r s i z e . T h e e l e c t r o p h o r e s i s o c c u r s i n a b u f f e r t a n k w i t h p o s i t i v e a n d 

n e g a t i v e e l e c t r o d e s . T h e t a n k h o l d s t w o S D S - P A G E g e l s , w h i c h c r e a t e s t w o c h a m b e r s i n t o 

w h i c h a l x S D S r u n n i n g b u f f e r i s p o u r e d a b o u t h a l f w a y u p t h e t a n k ( T a b l e 9 ) . A n e l e c t r i c f i e l d 

i s a p p l i e d t o t h e f u l l y s u b m e r g e d g e l s a n d t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d p r o t e i n s m i g r a t e i n t o a n d 

t h r o u g h t h e g e l t o w a r d s t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d c a t h o d e . C o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e N o v e x p r e c a s t 

g e l s a r e u s e d i n t h e l a b . T h e s e t r i s - g l y c i n e g e l s a r e c r e a t e d w i t h a 4 - 2 0 % p o l y a c r y l a m i d e 

g r a d i e n t t o t h o r o u g h l y r e s o l v e b o t h s m a l l a n d l a r g e p r o t e i n s o n a s i n g l e g e l . B e f o r e t h e p r o t e i n 

s a m p l e s a r e l o a d e d , e a c h w e l l i s t h o r o u g h l y c l e a n e d b y p i p e t t i n g u p a n d d o w n t o r e m o v e a n y 

p o s s i b l e a c r y l a m i d e t h a t w o u l d i n t e r f e r e w i t h t h e s a m p l e e n t r y i n t o t h e g e l . S a m p l e s a r e t h e n 

l o a d e d i n t o t h e g e l , 3 0 u l o f e a c h w h o l e c e l l l y s a t e i s a c c o m p a n i e d b y a s i n g l e w e l l c o n t a i n i n g 

4 u l o f t h e P a g e R u l e r P r e s t a i n e d P r o t e i n L a d d e r t h a t i s u s e d as a r e f e r e n c e f o r r e l a t i v e p r o t e i n 

m a s s . T h e g e l w a s r u n a t 9 0 V f o r 2 0 m i n u n t i l t h e s a m p l e s c o m p l e t e l y e n t e r e d t h e g e l . T h e n 

t h e v o l t a g e i s i n c r e a s e d t o 1 1 0 V a n d t h e g e l i s a l l o w e d t o r u n f o r 1 t o 2 h o u r s as n e e d e d . S i n c e 
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t h e l e a d i n g e d g e d y e o f t h e p r o t e i n s a m p l e s c a n i n t e r f e r e w i t h t h e s u b s e q u e n t p r o b i n g s t e p , t h e 

v o l t a g e i s a p p l i e d u n t i l t h i s b r o m o p h e n o l b l u e d y e i s r u n o u t o f t h e g e l . 

Table 9: Composition of lOx SDS running buffer. F o r l x S D S r u n n i n g b u f f e r , t h i s b u f f e r 

w a s d i l u t e d 1 : 1 0 w i t h M i l l i Q . 

Reagent [Stock] Amount [Final] 
T r i s 1 2 1 . 1 4 g / m o l 3 0 . 3 g 0 . 2 5 M 
G l y c i n e 7 5 . 0 7 g / m o l 1 4 4 . 4 g 1.9 M 
S D S 2 8 8 . 3 7 g / m o l 1 0 g 1 % 
M i l l i Q f i l l u p t o 1 1 
T O T A L V O L U M E 1 1 

3 . 3 . 3 . Protein transfer 

D u e t o t h e f r a g i l e n a t u r e o f t h e p r o t e i n g e l s , t h e r e s o l v e d p r o t e i n s a r e t r a n s f e r r e d f r o m t h e 

g e l t o a P V D F ( p o l y v i n y l i d e n e d i f l u o r i d e ) m e m b r a n e b e f o r e t h e y a r e p r o b e d w i t h a n t i b o d i e s . 

F i r s t , a l l t h e c o m p o n e n t s n e e d t o b e p r e p a r e d f o r b l o t t i n g . T h e g e l i s c a r e f u l l y r e m o v e d f r o m 

t h e p l a s t i c h o u s i n g , a n d t h e b o t t o m e n d i s c u t o f f w i t h a r a z o r b l a d e . T h e g e l i s t h e n e q u i l i b r a t e d 

i n c h i l l e d l x T r a n s f e r b u f f e r , w h i c h o f f e r s a m e d i u m s u i t a b l e f o r p r o t e i n t r a n s f e r a n d p r o m o t e s 

t h e e f f i c i e n c y o f p r o t e i n b i n d i n g t o t h e m e m b r a n e ( T a b l e 1 0 ) . A f t e r t h e P V D F m e m b r a n e i s c u t 

t o t h e s i z e o f t h e S D S - P A G E g e l ( 8 . 5 x 9 c m ) , i t i s a c t i v a t e d i n m e t h a n o l f o r 4 0 s e c o n d s . I t i s 

t h e n w a s h e d f o r 2 m i n u t e s i n M i l l i Q w a t e r b e f o r e i t i s e q u i l i b r a t e d i n t h e l x T r a n s f e r b u f f e r f o r 

a t l e a s t 5 m i n u t e s . 

Table 10: Composition of lOx transfer buffer. 

Reagent [Stock] 
Amount 

[Final] 
G l y c i n e 7 5 . 0 7 g / m o l 2 9 . 3 g 3 9 0 mWT 
T r i s 1 2 1 . 1 4 g / m o l 5 8 . 1 5 g 4 8 0 m M 
M i l l i Q f i l l u p t o 1 1 
T O T A L V O L U M E 1 1 

A b l o t s a n d w i c h i s c r e a t e d t o p r o v i d e s u p p o r t a n d c o n d u c t i v i t y b e t w e e n t h e S D S - P A G E 

g e l a n d P V D F m e m b r a n e . T h e s a n d w i c h h a s a p l a s t i c s u p p o r t g r i d o n e i t h e r e n d , t h e b l a c k g r i d 

w i l l b e o r i e n t a t e d c l o s e s t t o t h e n e g a t i v e a n o d e , w h i l e t h e r e d g r i d w i l l b e p l a c e d c l o s e t o t h e 

p o s i t i v e c a t h o d e . I m m e d i a t e l y i n s i d e o f e a c h p l a s t i c g r i d i s a b l u e s p o n g e f o l l o w e d b y a p i e c e 

o f w h a t m a n p a p e r . F i n a l l y , i n t h e m i d d l e o f t h e s a n d w i c h i s t h e S D S - P A G E g e l , o r i e n t a t e d 

t o w a r d s t h e b l a c k g r i d , a n d t h e P V D F m e m b r a n e f a c i n g t o w a r d s t h e r e d g r i d . A p l a s t i c r o l l e r i s 
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u s e d t o g e n t l y p r e s s o u t a n y a i r b u b b l e s b e t w e e n e a c h l a y e r . T h e b l o t s a n d w i c h i s i n s e r t e d i n t o 

t h e t r a n s f e r a p p a r a t u s a n d t h e t a n k i s f i l l e d t o t h e t o p w i t h c h i l l e d l x T r a n s f e r b u f f e r . T h e 

t r a n s f e r t a n k i s p l a c e d a t 4 °C a n d t h e n 9 0 V a r e a p p l i e d f o r 9 0 m i n u t e s . A f t e r t h e t r a n s f e r i s 

c o m p l e t e , e a c h l a y e r i s r e m o v e d t o i s o l a t e t h e m e m b r a n e . T h e t o p r i g h t c o r n e r i s c u t t o i n d i c a t e 

w h i c h s i d e o f t h e m e m b r a n e t h e p r o t e i n s a r e o n . T h e m e m b r a n e i s c a r e f u l l y t r a n s f e r r e d t o 4 5 

m l o f 5 % m i l k i n a 5 0 m l c o n i c a l t u b e . B e f o r e b e i n g s t o r e d o v e r n i g h t a t 4 °C, t h e m e m b r a n e i s 

r o t a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 h o u r t o b l o c k t h e b l o t . 

3.3.4. Probing with antibodies 

O n c e t h e m e m b r a n e i s b l o c k e d , t h e p r o t e i n s a r e p r o b e d w i t h p r i m a r y a n t i b o d i e s t h a t b i n d 

t h e t a r g e t p r o t e i n . P r i m a r y a n t i b o d i e s c a n e i t h e r b e p o l y c l o n a l o r m o n o c l o n a l . P o l y c l o n a l 

a n t i b o d i e s a r e i s o l a t e d f r o m t h e s e r u m o f a n a n i m a l , u s u a l l y a r a b b i t . T h e s e a n t i b o d i e s c a n 

r e c o g n i z e m u l t i p l e e p i t o p e s w i t h i n t h e t a r g e t p r o t e i n . T h i s h e l p s t o a m p l i f y t h e s i g n a l i n t h e 

w e s t e r n b l o t . M o n o c l o n a l a n t i b o d i e s a r e s e c r e t e d f r o m i s o l a t e d i m m u n e c e l l s f u s e d w i t h a n 

i m m o r t a l c a n c e r c e l l . T h e c e l l s c a n b e r e p e a t e d l y f r o z e n a n d t h a w e d t o g e n e r a t e m o r e a n t i b o d y 

w h e n n e e d e d . T h e s e a n t i b o d i e s d e t e c t j u s t a s i n g l e e p i t o p e o f t h e t a r g e t p r o t e i n a n d t h e y t e n d 

t o o r i g i n a t e f r o m m i c e . 

T h e a p p r o p r i a t e p r i m a r y a n t i b o d y i s a d d e d d i r e c t l y t o 5 m l o f 5 % s k i m m i l k s o t h a t t h e 

d i l u t i o n i s s o m e w h e r e b e t w e e n 1 : 1 0 0 0 a n d 1 : 5 0 0 0 . T h e e x a c t d i l u t i o n s h a v e b e e n d e t e r m i n e d 

p r e v i o u s l y a n d t h e y d e p e n d o n t h e a v i d i t y o f t h e a n t i b o d y a n d t h e l e v e l o f t a r g e t p r o t e i n 

e x p r e s s i o n . T h e m i l k i s d i s s o l v e d i n l x P B S - T , w h i c h i s a p h o s p h a t e - b u f f e r e d s a l i n e c o n t a i n i n g 

t h e d e t e r g e n t t w e e n ( T a b l e 1 1 ) . T h e p u r p o s e o f t h e t w e e n i s t o p r e v e n t n o n - s p e c i f i c a n t i b o d y 

b i n d i n g . T h e b l o t i s r o t a t e d i n a 5 0 m l c o n i c a l t u b e , c o n t a i n i n g t h e m i l k a n d d i l u t e d a n t i b o d y , 

f o r 1 h o u r a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e m i l k w i t h t h e a n t i b o d y i s t h e n d i s c a r d e d a n d t h e m e m b r a n e 

i s w a s h e d i n t h r e e s t e p s . F i r s t , t h e m e m b r a n e i s q u i c k l y r i n s e d w i t h 2 0 m l o f l x P B S - T t o 

r e m o v e a n y t r a c e s o f m i l k w i t h u n b o u n d a n t i b o d y . T h e P B S - T w a s h i s t h e n r e p l a c e d w i t h 2 0 

m l o f f r e s h l x P B S - T a n d t h e b l o t i s w a s h e d f o r 1 5 m i n u t e s o n a r o t a t o r . T h e P B S - T i s d i s c a r d e d 

a g a i n a n d t h e s a m e a m o u n t o f P B S - T i s a d d e d as b e f o r e . T h i s t i m e t h e b l o t i s o n l y w a s h e d f o r 

5 m i n u t e s , b u t t h e s e s h o r t e r w a s h e s a r e r e p e a t e d f o r a t o t a l o f t h r e e w a s h e s , w i t h f r e s h l x P B S -

T a d d e d e a c h t i m e . T h e s a m e p r o c e d u r e i s t h e m r e p e a t e d f o r t h e s e c o n d a r y a n t i b o d y g e n e r a t e d 

i n g o a t s t o r e c o g n i z e e i t h e r t h e m o u s e m o n o c l o n a l o r t h e r a b b i t p o l y c l o n a l p r i m a r y a n t i b o d i e s . 

T h e s e s e c o n d a r y a n t i b o d i e s a r e a l s o c o n j u g a t e d w i t h t h e e n z y m e h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e ( H R P ) , 

w h i c h i s i m p o r t a n t f o r t h e f o l l o w i n g v i s u a l i z a t i o n s t e p i n v o l v i n g c h e m i l u m i n e s c e n c e . T h e o n l y 
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d i f f e r e n c e w i t h t h e s e c o n d a r y a n t i b o d y , i s t h a t l e s s i s n e e d e d . T h e r e f o r e , 2 . 5 u l o f t h e c o r r e c t 

a n t i b o d y i s a d d e d t o 5 m l o f 5 % s k i m m i l k f o r a d i l u t i o n o f 1 : 2 0 0 0 . 

Table 11: Composition of lx PBS-T. 

Reagent [Stock] Amount [Final] 
M i l l i Q 8 0 0 m l 
l O x P B S 1 0 0 m l l x 
T w e e n 2 0 1 2 2 7 . 7 2 g / m o l 5 0 0 | i l 0 . 0 5 % 
T O T A L V O L U M E 1 1 

3.3.5. Visualization with E C L on Chemidoc 

T o v i s u a l i z e t h e a n t i b o d i e s o n t h e w e s t e r n b l o t u s i n g c h e m i l u m i n e s c e n c e , t h e C l a r i t y 

W e s t e r n E C L S u b s t r a t e f r o m B i o R a d i s a p p l i e d . T h e E C L r e a g e n t c o n s i s t s o f 2 s o l u t i o n s , a 

l u m i n o l s o l u t i o n a n d a p e r o x i d e s o l u t i o n t h a t a r e m i x e d i n 1:1 r a t i o . L u m i n o l i s a n H R P 

s u b s t r a t e t h a t e m i t s c h e m i l u m i n e s c e n c e w h e n c a t a l y z e d b y H R P . H o w e v e r , l u m i n o l o n l y f a i n t l y 

e m i t s l i g h t , s o e n h a n c e r s a r e a d d e d t o t h e E C L t o i n c r e a s e t h e s i g n a l . T h e m e m b r a n e i s r e m o v e d 

f r o m t h e c o n i c a l t u b e a n d t h e e x c e s s l i q u i d i s r e m o v e d b y c a p i l l a r y a c t i o n . T h e m e m b r a n e i s 

p l a c e d b e t w e e n t w o p l a s t i c s h e e t s a n d 2 0 0 u l o f t h e E C L r e a g e n t i s a p p l i e d t o t h e m e m b r a n e 

d i r e c t l y w h e r e t h e t a r g e t p r o t e i n i s e x p e c t e d t o m i g r a t e . T h e v i s i b l e c o l o r e d p r o t e i n l a d d e r i s 

u s e d as a s i z e r e f e r e n c e . A l l b u b b l e s b e t w e e n t h e p l a s t i c s h e e t a r e r e m o v e d a n d t h e m e m b r a n e 

i s i n c u b a t e d f o r 1 m i n u t e a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e c h e m i l u m i n e s c e n c e i s t h e n v i s u a l i z e d b y a 

d i g i t a l i m a g e r , l i k e t h e C h e m i d o c M P I m a g i n g S y s t e m f r o m B i o R a d . 

3.4. Transfection of dyskinetoplastids 

T r a n s f e c t i o n i s a t e c h n i q u e t h a t e n a b l e s f o r e i g n n u c l e i c a c i d s t o acces s e u k a r y o t i c c e l l s . 

O n c e t h e D N A i s t a k e n u p b y t h e c e l l , i t c a n a f f e c t g e n e e x p r e s s i o n b y o v e r e x p r e s s i n g t h e 

d e s i r e d g e n e o r s i l e n c i n g i t ( C h o n g e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

3.4.1. Plasmid linearization: 

F o r s t a b l e D N A t r a n s f e c t i o n s t h a t h e l p w i t h t h e u n i f o r m i t y o f g e n e e x p r e s s i o n 

m a n i p u l a t i o n , i t i s b e s t t o l i n e a r i z e t h e p l a s m i d s o i t c a n b e m o r e r e a d i l y i n t e g r a t e d i n t o t h e 

g e n o m e o f t h e t a r g e t e d o r g a n i s m . T h e N o t I l i n e a r i z a t i o n o f t h e e x p r e s s i o n p l a s m i d u s e d i n t h i s 

p r o j e c t p r o d u c e s a m o l e c u l e w i t h 5 ' a n d 3 ' e n d s t h a t a r e c o m p l e m e n t a r y t o t h e T. brucei r R N A 

s p a c e r l o c u s . T h i s r e s u l t s i n h i g h r a t e s o f h o m o l o g o u s r e c o m b i n a t i o n t o i n s e r t t h e e x p r e s s i o n 
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p l a s m i d i n t o t h e g e n o m e . O u r t r a n s f e c t i o n p r o t o c o l s t i p u l a t e s t h a t 1 0 u g o f l i n e a r i z e d D N A b e 

u s e d w i t h i n t h e p a r a m e t e r s o u t l i n e d . T h e r e f o r e , 2 0 u g o f p l a s m i d D N A w a s d i g e s t e d , as a 

s i g n i f i c a n t a m o u n t o f D N A i s l o s t d u r i n g t h e p r e c i p i t a t i o n s t e p . A l l r e a g e n t s w e r e a d d e d t o t h e 

t u b e t o m a k e a f i n a l v o l u m e o f 6 0 u l o r 1 2 0 u l d e p e n d i n g o n t h e v o l u m e o f p l a s m i d r e q u i r e d 

( T a b l e 1 2 ) . 

Table 12: Plasmid digest reaction. 

Reagent 60ul Rxn 120ul Rxn 
P l a s m i d ( 2 0 u g ) X u l X u l 
M i l l i Q 4 9 u l - X 1 0 3 u l - X 
l O x F D b u f f e r 6 u l 1 2 u l 
N o t I 5 u l 5 u l 

T h e d i g e s t e d l i n e a r i z e d p l a s m i d n e e d s t o b e p r e c i p i t a t e d t o i s o l a t e a n d c o n c e n t r a t e t h e 

D N A b e f o r e i t i s r e s u s p e n d i n s t e r i l e M i l l i Q w a t e r . 5 u l o f 3 M s o d i u m a c e t a t e , a s a l t t o n e u t r a l i z e 

t h e D N A , i s a d d e d t o t h e r e s t r i c t i o n d i g e s t . T h e n 1 2 5 u l o f 9 7 % e t h a n o l i s a d d e d , a l l o w i n g t h e 

s a l t t o b i n d t h e D N A a n d p r e c i p i t a t e i t . T o e n h a n c e t h e r a t e o f p r e c i p i t a t i o n , t h e D N A i s 

i n c u b a t e d i n t h e - 8 0 °C f r e e z e r f o r 3 0 m i n u t e s . T h e D N A i s t h e n c e n t r i f u g e d a t m a x i m u m s p e e d 

a t 4 °C f o r 3 0 m i n u t e s . T h e r e s u l t i n g D N A p e l l e t w a s w a s h e d w i t h 2 0 0 u l o f 7 0 % e t h a n o l a n d 

c e n t r i f u g e d a g a i n a t m a x i m u m s p e e d a t 4 °C f o r 3 0 m i n . R e s i d u a l e t h a n o l w a s r e m o v e d a n d t h e 

t u b e w a s a l l o w e d t o d r y f o r 8 m i n . T h e p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n 3 0 u l o f s t e r i l e M i l l i Q 

w a t e r t h a t h a d b e e n p r e h e a t e d t o 6 5 °C. 3 u l o f t h e r e s u s p e n d e d D N A w a s t r a n s f e r r e d t o a n e w 

t u b e f o r f u r t h e r a n a l y s i s . 2 u l o f t h i s s a m p l e w e r e u s e d t o m e a s u r e t h e c o n c e n t r a t i o n o n t h e 

n a n o d r o p a n d 1 u l w a s v i s u a l i z e d o n a n a g a r o s e g e l t o v e r i f y t h a t t h e p l a s m i d h a d b e e n 

l i n e a r i z e d . A 0 . 8 % a g a r o s e g e l w a s p r e p a r e d i n 7 0 m l o f l x T A E a n d 1 u l o f 5 m g / m l e t h i d i u m 

b r o m i d e . 1 0 u l o f a D N A l a d d e r w a s l o a d e d o n t o t h e g e l . T h i s w a s f o l l o w e d b y a s a m p l e 

c o n t a i n i n g 5 0 0 n g o f u n c u t p l a s m i d f o r c o m p a r i s o n . F i n a l l y , 1 0 u l o f t h e p r e p a r e d l i n e a r i z e d 

p l a s m i d w a s l o a d e d . T h i s s a m p l e c o n s i s t e d o f 1 u l o f l i n e a r i z e d D N A , 8 u l o f M i l l i Q a n d 1 u l 

o f l O x D N A l o a d i n g D y e . T h e g e l w a s r u n a t 9 0 V f o r 4 5 m i n . T h e r e s u l t s w e r e v i s u a l i z e d a n d 

p h o t o g r a p h e d o n t h e C h e m i d o c . 

3.4.2. Prepare Trypanosoma culture 

T h e D K 1 6 4 p S M O X a n d T. evansi p S M O X c e l l l i n e s w e r e e x p a n d e d 3 d a y s p r i o r t o 

t r a n s f e c t i o n i n t o a l a r g e r 1 5 0 c m 3 f l a s k , w h e r e 2 . 5 m l o f c u l t u r e w a s a d d e d t o a f l a s k c o n t a i n i n g 

2 0 m l o f H M I - 1 1 m e d i u m w i t h 1 0 0 n g / m l o f p u r o m y c i n , a n a n t i b i o t i c t o w h i c h t h e c e l l s a r e 

27 



r e s i s t a n t . T h e c e l l s w e r e a l l o w e d t o g r o w o v e r n i g h t . T h e n e x t d a y , t h e c o n c e n t r a t i o n i n e a c h 

f l a s k w a s c o u n t e d a n d t h e c e l l s w e r e s e e d e d a t a c o n c e n t r a t i o n o f 8 x l 0 4 c e l l s / m l i n t o a 5 0 m l 

c u l t u r e . T h e c e l l s w e r e a l l o w e d t o g r o w o v e r n i g h t . T h e t i m i n g a n d a m o u n t o f p a r a s i t e s u s e d t o 

s e e d t h e c u l t u r e a r e i m p o r t a n t b e c a u s e t h e t r a n s f e c t i o n s h o u l d b e p e r f o r m e d w h e n t h e c e l l l i n e 

i s g r o w i n g i n m i d - l o g p h a s e . T h i s e n s u r e s t h a t t h e y a r e r e p l i c a t i n g f r e q u e n t l y a n d i n c r e a s e s t h e 

o p p o r t u n i t i e s f o r h o m o l o g o u s r e c o m b i n a t i o n . 

3.4.3. Transfection protocol 

T h e f o l l o w i n g a f t e r n o o n , 3 x l 0 7 c e l l s w e r e c e n t r i f u g e d a t 1 , 3 0 0 x g f o r 1 0 m i n u t e s a t r o o m 

t e m p e r a t u r e . T h e c e l l s w e r e w a s h e d w i t h P B S - G a n d s p u n a g a i n . T h e c e l l p e l l e t w a s t h e n 

r e s u s p e n d e d i n 1 0 0 u l A m a x a C e l l L i n e N u c l e o f e c t o r b y L o n z a . R e s u s p e n d e d c e l l s w e r e 

t r a n s f e r r e d t o a 2 m m g a p e l e c t r o p o r a t i o n c u v e t t e a n d m i x e d w i t h 1 0 u g o f t h e l i n e a r i z e d 

p l a s m i d . C u v e t t e s w e r e p l a c e d i n t h e N u c l e o f e c t o r I I e l e c t r o p o r a t o r b y L o n z a a n d p r o g r a m X -

0 0 1 w a s u s e d . A f t e r e l e c t r o p o r a t i o n , t h e t r a n s f e c t e d p a r a s i t e s w e r e p l a c e d i n 3 0 m l o f H M I - 1 1 

c o n t a i n i n g 1 0 0 n g / m l p u r o m y c i n a n d m i x e d w e l l b y i n v e r t i n g t h e t u b e . 3 m l o f t h e d i l u t e d 

t r a n s f e c t a n t s w e r e t h e n t r a n s f e r r e d t o a n e w t u b e a l r e a d y c o n t a i n i n g 2 7 m l o f m e d i a , f u r t h e r 

d i l u t i n g t h e c e l l s t o a c o n c e n t r a t i o n o f 1 x 1 0 s c e l l s / m l . T h e f i n a l s t e p i n t h e s e r i a l d i l u t i o n w a s 

t o t r a n s f e r a n o t h e r 3 m l f r o m t h e p r e v i o u s d i l u t i o n i n t o a n e w t u b e , r e s u l t i n g i n l x l O 4 c e l l s / m l . 

1 m l a l i q u o t s w e r e t h e n d i s t r i b u t e d t o a 2 4 w e l l p l a t e f o r e a c h d i l u t i o n a n d i n c u b a t e d a t 37°C. 

A f t e r 1 6 h o u r s , 1 m l o f f r e s h m e d i a c o n t a i n i n g 2 x t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f t h e s e l e c t i v e 

a n t i b i o t i c ( 1 0 u g / m l h y g r o m y c i n ) w a s a d d e d t o e a c h w e l l . P o s i t i v e l y s e l e c t e d t r a n s f o r m a n t s 

t y p i c a l l y b e c a m e d e n s e b e t w e e n 5 t o 7 d a y s a f t e r t h e t r a n s f e c t i o n . 

3.4.4. Selection process 

A f t e r 5 d a y s , 2 4 - w e l l p l a t e s w e r e a n a l y z e d u n d e r a m i c r o s c o p e t o d e t e r m i n e c e l l v i a b i l i t y 

a n d c o n c e n t r a t i o n . A p p r o x i m a t e l y 5 w e l l s f r o m e a c h 2 4 - w e l l p l a t e t h a t h a d t h e b e s t c o n d i t i o n s 

a n d i d e a l c o n c e n t r a t i o n s w e r e s e l e c t e d a n d p l a t e d o n a n e w 2 4 - w e l l p l a t e a n d d i v i d e d e a c h d a y 

a c c o r d i n g t o t h e i r c o n c e n t r a t i o n . I n o r d e r n o t t o s t r e s s t h e p a r a s i t e s , t h e y w e r e s e q u e n t i a l l y 

d i l u t e d m o r e a g g r e s s i v e l y , w i t h a r e g i m e n s i m i l a r t o t h e f o l l o w i n g : 1 : 1 , 1:2 o r 1:3. E a c h t i m e 

t h e p a r a s i t e s w e r e s p l i t , f r e s h m e d i u m c o n t a i n i n g 1 0 0 n g / m l p u r o m y c i n a n d 5 u g / m l 

h y g r o m y c i n w a s a d d e d t o k e e p t h e v o l u m e a t 2 m l . A f t e r a w e e k o f m a i n t a i n i n g t h e c e l l s i n t h i s 

m a n n e r , t h e c e l l s w e r e t r a n s f e r r e d t o l a r g e r 2 5 c m 3 f l a s k s a n d t h e c u l t u r e v o l u m e w a s i n c r e a s e d 

t o 1 0 m l . 
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3.5. DAPI staining 

A n i m m u n o f l u o r e s c e n c e a s s a y ( I F A ) w i t h D A P I ( 4 ' , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e ) 

s t a i n i n g i s a m e t h o d u s e d t o v i s u a l i z e t h e n u c l e a r a n d m i t o c h o n d r i a l g e n o m e s o f t h e p a r a s i t e s . 

F i r s t , a t o t a l o f 2 x l 0 7 c e l l s w e r e h a r v e s t e d i n a 5 0 m l t u b e a n d c e n t r i f u g e d a t 1 , 3 0 0 x g f o r 1 0 

m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e m e d i a w a s c a r e f u l l y p o u r e d o f f t o a v o i d d i s t u r b i n g t h e c e l l 

p e l l e t , w h i c h w a s r e s u s p e n d e d i n 1 m l o f l x P B S a n d t r a n s f e r r e d t o a 1.5 m l e p p e n d o r f . I t w a s 

t h e n c e n t r i f u g e d a t 1 , 3 0 0 x g f o r 1 0 m i n a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e s u p e r n a t a n t w a s p i p e t t e d o f f 

a n d t h e c e l l p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 2 0 0 u l o f l x P B S . T h e n 2 0 0 u l o f 2 x f o r m a l d e h y d e 

s o l u t i o n w a s a d d e d t o f i x t h e c e l l s . 

T h e c o v e r s l i p s w e r e c o a t e d w i t h 2 0 u l o f p o l y - L - l y s i n e a n d a l l o w e d t o d r y f o r 1 h o u r . 4 0 

u l o f t h e f i x e d c e l l s w e r e a d d e d t o t h e p r e - p r e p a r e d c o v e r s l i p s a n d i n c u b a t e d f o r 1 5 m i n a t r o o m 

t e m p e r a t u r e . N e x t , t h e c o v e r s l i p s w e r e w a s h e d t h r e e t i m e s w i t h 1 0 0 u l l x P B S . T h e n t h e 

c o v e r s l i p s w e r e m o u n t e d o n t o m i c r o s c o p e s l i d e s u s i n g t w o d r o p s o f P r o L o n g G l a s s A n t i f a d e 

M o u n t a n t w i t h N u c B l u e . T h e c o v e r s l i p w a s g e n t l y p r e s s e d t o r e m o v e a n y b u b b l e s . T h e 

p a r a s i t e s f r o m t h e s e m i c r o s c o p e s l i d e s w e r e f i n a l l y v i s u a l i z e d u n d e r a n A x i o p l a n 2 Z e i s s 

f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e w i t h a n O l y m p u s D P 7 3 C C D c a m e r a . 

3.6. Growth curves 

G r o w t h c u r v e s a r e u s e d t o g r a p h i c a l l y d i s p l a y t h e r a t e o f c e l l g r o w t h as a f u n c t i o n o f 

t i m e . T h e y a r e u s e d t o a n a l y z e t h e d o u b l i n g t i m e b e t w e e n c u l t u r e s t r e a t e d u n d e r d i f f e r e n t 

c o n d i t i o n s . I n t h i s c a s e , f o r e a c h t r a n s f e c t e d c l o n e , w e c o m p a r e d t h e g r o w t h r a t e o f p a r a s i t e s 

i n d u c e d t o e x p r e s s A S C T t o t h o s e t h a t w e r e n o t t r e a t e d w i t h t e t r a c y c l i n e . A p p r o x i m a t e l y 5 

c l o n e s o f e a c h t r a n s f e c t e d c e l l l i n e w e r e a l l o w e d t o g r o w i n 2 5 c m 3 f l a s k s . T h e r e w e r e 2 f l a s k s 

o f e a c h c l o n e t h a t w o u l d r e p r e s e n t e i t h e r t h e n o n i n d u c e d o r i n d u c e d c u l t u r e s . T h e c e l l s w e r e 

c o u n t e d a n d t h e i r c o n c e n t r a t i o n w a s r e c o r d e d e v e r y 2 4 h o u r s f o r 7 d a y s . A f t e r m e a s u r i n g t h e 

c e l l d e n s i t y , b o t h f l a s k s w e r e s p l i t t o 2 . 5 x l 0 5 c e l l s / m l i n 5 m l o f f r e s h H M I - 1 1 . T o o n e f l a s k 

f r o m e a c h c l o n e , 1 u g / m l o f t e t r a c y c i n e w a s a d d e d d a i l y t o i n d u c e p r o t e i n e x p r e s s i o n b y 

r e m o v i n g t h e T e t r e p r e s s o r f r o m t h e T e t o p e r o n a n d a l l o w i n g t r a n s c r i p t i o n t o p r o c e e d . T h e s e 

f l a s k s w e r e p l a c e d i n a 5 % C O 2 i n c u b a t o r a t 3 7 °C. 

T o p l o t t h e d a t a , t h e v a l u e s w e r e f i r s t c a l c u l a t e d i n a n E x c e l s p r e a d s h e e t t o c a l c u l a t e t h e 

c u m m u l a t i v e d e n s i t y . T h e c u m m u l a t i v e d e n s i t y i s a v a l u e r e p r e s e n t i n g t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e 

c u l t u r e i n a t h e o r e t i c a l l y i d e a l f l a s k , o n e s o l a r g e t h a t t h e c e l l p o p u l a t i o n c o u l d d o u b l e 
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i n d e f i n i t e l y w i t h o u t r e a c h i n g r e s t r i c t i v e c e l l d e n s i t i e s . E a c h d a y , t h e a m o u n t n e e d e d t o s e e d t h e 

c u l t u r e t o 2 . 5 x l 0 5 c e l l s / m l w a s c a l c u l a t e d f r o m t h a t d a y ' s c e l l d e n s i t y . T h i s v o l u m e w a s t h e n 

s u b t r a c t e d f r o m t h e t o t a l 5 m l c u l t u r e v o l u m e t o d e t e r m i n e h o w m u c h f r e s h H M I - 1 1 m e d i u m 

w a s t o b e a d d e d . T h e n t h e d a i l y d i l u t i o n f a c t o r w a s c a l c u l a t e d b y t a k i n g t h e i n v e r s e o f t h e 

s e e d e d v o l u m e d i v i d e d b y 5 . T h e c u m m u l a t i v e d i l u t i o n f a c t o r w a s t h e n c a l c u l a t e d b y 

m u l t i p l y i n g a l l t h e p r e v i o u s d a i l y d i l u t i o n v a l u e s t o g e t h e r . F i n a l l y , t o e x p r e s s t h e c u m m u l a t i v e 

c e l l d e n s i t y o f t h e p o p u l a t i o n i n a f l a s k , t h a t d a y ' s c e l l d e n s i t y w a s m u l t i p l i e d b y t h a t d a y s ' s 

c u m m u l a t i v e d i l u t i o n v a l u e . P l o t t i n g t h e v a l u e s i n t h i s m a n n e r m a k e s i t e a s i e r t o r e c o g n i z e 

c h a n g e s i n g r o w t h r a t e s o v e r l o n g e r p e r i o d s o f t i m e . 

3 . 7 . Mitochondial membrane potential 

H e a l t h y m i t o c h o n d r i a h a v e a n e n e r g i z e d i n n e r m e m b r a n e t h a t i s e s s e n t i a l f o r t h e p r o t e i n 

i m p o r t o f n u c l e a r e n c o d e d g e n e p r o d u c t s . T h i s m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l ( A ^ V ) i s 

g e n e r a l l y t h e r e s u l t o f t h e a c t i v e p r o t o n p u m p s w i t h i n t h e e l e c t r o n t r a n s f e r c h a i n c o m p l e x e s . 

U s i n g a F l u o r e s c e n c e - A c t i v a t e d C e l l S o r t i n g ( F A C S ) m a c h i n e , t h e a m o u n t o f f l u o r e s c e n c e c a n 

b e m e a s u r e d f r o m t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d d y e , T e t r a m e t h y l r h o d a m i n e e t h y l e s t e r ( T M R E ) . T h e 

a m o u n t o f T M R E t h a t a c c u m u l a t e s i n t h e m i t o c h o n d r i a i s d i r e c t l y p r o p o r t i o n a l t o t h e s t r e n g t h 

o f t h e A * P m ( C r o w l e y e t a l . , 2 0 1 6 ) . D u r i n g f l o w c y t o m e t r y , c e l l s m o v e o n e a t a t i m e a c r o s s a 

l a s e r b e a m w i t h a 4 8 8 n m w a v e l e n g t h . T h i s l a s e r b e a m s u p p l i e s t h e e x c i t a t i o n e n e r g y t h a t 

T M R E t h e n c o n v e r t s i n t o a 5 8 5 n m e m i s s i o n l i g h t t h a t i s d e t e c t e d . C a r b o n y l c y a n i d e - p -

t r i f l u o r o m e t h o x y p h e n y l h y d r a z o n e ( F C C P ) i s a n i o n o p h o r e t h a t d i s r u p t s m i t o c h o n d r i a l 

o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n b y p r o v i d i n g a p a t h w a y f o r p r o t o n s t o c r o s s t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l 

m e m b r a n e . T h e a d d i t i o n o f F C C P s h o u l d d i s s i p a t e t h e A ^ m m e a s u r e d b y f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y . 

3 . 7 . 1 . T M R E staining 

E a c h t r a n s f e c t e d c e l l c u l t u r e w a s g r o w n t o l o g p h a s e ( l x l O 6 c e l l s / m l ) i n t h r e e s e p a r a t e 

f l a s k s . T w o o f t h e f l a s k s w e r e t r e a t e d w i t h 1 u g / m l t e t r a c y c l i n e t o i n d u c e t h e e x p r e s s i o n o f 

A S C T f o r e i t h e r o n e o r t w o d a y s . T h e t h i r d f l a s k w a s n o t t r e a t e d w i t h t e t r a c y c l i n e a n d w a s u s e d 

as a r e f e r e n c e . E a c h c e l l c u l t u r e w a s c o u n t e d a n d 5 x l 0 6 c e l l s w e r e h a r v e s t e d a t 1 , 3 0 0 x g f o r 1 0 

m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e m e d i a w a s d e c a n t e d a n d t h e c e l l p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 1 

m l o f H M I - 1 1 c o n t a i n i n g 6 0 n M T M R E . F o r t h e n e g a t i v e c o n t r o l , t h e c e l l p e l l e t w a s 

r e s u s p e n d e d i n 1 m l o f H M I - 1 1 c o n t a i n i n g 6 0 n M T M R E a n d 2 0 u M F C C P . T h e s a m p l e s w e r e 

i n c u b a t e d a t 37°C f o r 3 0 m i n . A f t e r i n c u b a t i o n , 1 m l o f l x P B S ( p H 7 . 4 ) w a s a d d e d t o e a c h 

t u b e a n d 2 0 0 u l w e r e t r a n s f e r r e d f r o m t h e s e t u b e s t o p r e p a r e d F A C S t u b e s . 
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3.7.2. Fluorescence measurements on FACS 

C e l l s a m p l e s i n F A C S t u b e s w e r e a n a l y z e d w i t h a B e c t o n D i c k i n s o n F A C S C a n t o I I f l o w 

c y t o m e t e r t o m e a s u r e t h e f l u o r e s c e n c e e m i t t e d b y T M R E . A d d i t i o n a l l y , e a c h c e l l ' s s i z e 

( f o r w a r d s c a t t e r = F S C ) a n d g r a n u l a r i t y ( s i d e s c a t t e r = S S C ) w e r e r e c o r d e d . M i c r o s o f t E x c e l 

w a s u s e d t o e x t r a c t d a t a f r o m t h e F A C S c o m p u t e r a n d f u r t h e r a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d . 

4. Results 

4.1. Expression levels of enzymes required for the mitochondrial substrate 

phosphorylation 

I n t h e m i t o c h o n d r i o n o f T. brucei, S C o A S c a n d i r e c t l y g e n e r a t e A T P v i a s u b s t r a t e 

p h o s p h o r y l a t i o n as i t c o n v e r t s s u c c i n y l - C o A t o s u c c i n a t e . T o d e t e r m i n e i f t h e r e m i g h t b e 

d i f f e r e n t l e v e l s o f s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n b e t w e e n t r y p a n o s o m e s w i t h a n d w i t h o u t 

m i t o c h o n d r i a l D N A , w e f i r s t c o m p a r e d S C o A S e x p r e s s i o n l e v e l s b e t w e e n B F T. brucei w t , t h e 

p a r e n t a l l a b - i n d u c e d a n d n a t u r a l d y s k i n e t o p l a s t i d s ( D K 1 6 4 a n d T. evansi, r e s p e c t i v e l y ) a n d t h e 

d y s k i n e t o p l a s t i d s g e n e t i c a l l y m o d i f i e d f o r i n d u c i b l e p r o t e i n e x p r e s s i o n ( D K 1 6 4 p S M O X a n d 

T. evansi p S M O X J . T h e r e f o r e , w e s t e r n b l o t s c o m p r i s e d o f w h o l e c e l l l y s a t e s r e s o l v e d b y 

p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s w e r e p r o b e d w i t h p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s g e n e r a t e d a g a i n s t 

S C o A S . T h e e n z y m e l e v e l s w e r e t h e n d e t e c t e d b y c h e m i l u m i n e s c e n c e o n t h e C h e m i d o c M P . 

W h i l e S C o A S w a s d e t e c t e d i n a l l s a m p l e s , t h e l e v e l s o f e x p r e s s i o n v a r i e d b e t w e e n t h e c e l l t y p e s 

( F i g u r e 6 ) . T h e a m o u n t o f e n z y m e w a s d e c r e a s e d i n b o t h D K 1 6 4 c e l l l i n e s c o m p a r e d t o B F T. 

brucei w t . T h e S C o A S e x p r e s s i o n l e v e l w a s e v e n f u r t h e r r e p r e s s e d i n t h e T. evansi c e l l l i n e s . 

D u e t o t h e e q u a l a m o u n t s o f m t H S P 7 0 o b s e r v e d i n e a c h s a m p l e , t h e s e d i f f e r e n c e s i n S C o A S 

l e v e l s a r e n o t t h e r e s u l t o f s a m p l e m a n i p u l a t i o n o r u n e v e n l o a d i n g . I n s t e a d , t h e y i n d i c a t e t h a t 

t r y p a n o s o m e s l a c k i n g m i t o c h o n d r i a l D N A m o d i f y t h e t o t a l a m o u n t o f a n e n z y m e d i r e c t l y 

i n v o l v e d i n m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n . 

I n T. brucei, m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n c a n a l s o o c c u r t h r o u g h t h e 

A S C T / S C o A S c y c l e , w h i c h i s e s s e n t i a l f o r a c e t a t e p r o d u c t i o n i n t h e B F w t p a r a s i t e s . T o 

u n d e r s t a n d t h e r o b u s t n e s s o f t h i s s y s t e m , t h e s a m e s a m p l e s w e r e p r o b e d w i t h p o l y c l o n a l 

a n t i b o d i e s r a i s e d a g a i n s t A S C T . A g a i n , t h e s a m e p a t t e r n o f e n z y m e e x p r e s s i o n w a s d e t e c t e d 

b e t w e e n t h e c e l l l i n e s as o b s e r v e d f o r S C o A S . T h e A S C T e x p r e s s i o n i n t h e l a b g e n e r a t e d s t r a i n 

D K 1 6 4 i s l o w e r t h a n i n B F T. brucei w t , b u t s t i l l m o r e a b u n d a n t c o m p a r e d t o t h e n a t u r a l l y 

o c c u r r i n g d y s k i n e t o p l a s t i c s t r a i n o f T. evansi w h e r e A S C T i s h a r d l y d e t e c t a b l e ( F i g u r e 6 ) . 

31 



S i n c e t h e t w o m a i n e n z y m e s i n v o l v e d i n t h e g e n e r a t i o n o f m i t o c h o n d r i a l A T P b y s u b s t r a t e 

p h o s p h o r y l a t i o n a r e s i g n i f i c a n t l y r e p r e s s e d i n p a r a s i t e s l a c k i n g m i t o c h o n d r i a l D N A , w e a l s o 

w a n t e d acces s t h e s t e a d y s t a t e l e v e l s o f o t h e r b i o e n e r g e t i c c o m p o n e n t s . T h e a b u n d a n c e o f t h e 

m i t o c h o n d r i a l A T P / A D P c a r r i e r , A A C , w a s l a r g e l y u n c h a n g e d b e t w e e n t h e B F T. brucei w t 

a n d D K 1 6 4 c e l l l i n e s . 

H o w e v e r , A A C d o e s a p p e a r t o b e l o w e r i n T. evansi, s u g g e s t i n g t h a t A A C e x p r e s s i o n 

l e v e l s a r e m o d i f i e d i n c o n j u n c t i o n w i t h s i g n i f i c a n t l y d e p l e t e d s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n 

c a p a b i l i t e s . C o n v e r s e l y , t h e e x p r e s s i o n o f t h e A T P s y n t h a s e s u b u n i t b e t a i s s l i g h t l y r e d u c e d i n 

b o t h D K 1 6 4 a n d T. evansi c o m p a r e d t o B F T. brucei w t p a r a s i t e s . 

A S C T (53 k D a ) 

S C o A S (45 k D A ) 

A A C ( 3 4 k D A ) 

A T P a s e B e t a ( 5 4 k D A ) 

m t H S P 7 0 ( 7 0 k D A ) 

Figure 6: Bioenergetic protein levels in various dyskinetoplastic strains determined by 

immunoblotting. W h o l e c e l l l y s a t e s w e r e p r e p a r e d f r o m t h e f o l l o w i n g c e l l l i n e s : B F T. brucei 

w t ( T b w t ) , D K 1 6 4 w t , D K 1 6 4 p S M O X , T. evansi w t ( T e w t ) a n d T. evansi p S M O X ( T e 

p S M O X ) . T h e e q u i v a l e n t o f l x l O 7 c e l l s w e r e l o a d e d f o r e a c h s a m p l e o n t o a N o v e x 4 - 2 0 % T r i s -

G l y c i n e M i n i p o l y a c r y l a m i d e g e l . R e s o l v e d p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d t o a P V D F m e m b r a n e 

a n d t h e n i m m u n o b l o t t e d w i t h t h e f o l l o w i n g p r i m a r y a n t i b o d i e s a n d t h e i r d i l u t i o n s : 
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A c e t a t e : s u c c i n a t e C o A t r a n s f e r a s e ( A S C T ) - 1 : 1 0 0 0 ; s u c c i n y l - C o A s y n t h e t a s e ( S c o A S ) -

1 : 1 0 0 0 ; A D P / A T P c a r r i e r ( A A C ) - 1 : 1 0 0 0 ; A T P s y n t h a s e s u b u n i t b e t a ( A T P a s e B e t a ) - 1 : 5 0 0 0 ; 

m i t o c h o n d r i a l h e a t s h o c k p r o t e i n 7 0 ( m t H S P 7 0 ) - 1 : 5 0 0 0 . C h e m i l u m i n e s c e n c e w a s v i s u a l i z e d 

o n t h e C h e m i d o c M P I m a g i n g s y s t e m ( B i o R a d ) . S i z e s i n k D a o f t h e r e l e v a n t p r o t e i n l a d d e r a r e 

i n d i c a t e d t o t h e l e f t o f t h e b l o t , w h i l e t h e e x p e c t e d s i z e o f t h e d e t e c t e d p r o t e i n s a r e i n d i c a t e d t o 

t h e r i g h t . 

4.2. ASCT protein alignment of T. brucei and T. evansi 

T h e d i f f e r e n c e s i n t h e p r o t e i n e x p r e s s i o n l e v e l s o f v a r i o u s b i o e n e r g e t i c c o m p o n e n t s 

b e t w e e n t h e c h e m i c a l l y i n d u c e d l a b s t r a i n D K 1 6 4 a n d t h e n a t u r a l l y o c c u r r i n g T. evansi s t r a i n 

a r e i n t e r e s t i n g , e s p e c i a l l y s i n c e b o t h l i n e a g e s a r e d y s k i n e t o p l a s t i d s . W h i l e t h e p r e s e n c e o f a n 

e n z y m e d o e s n o t n e c e s s a r i l y m e a n t h a t t h e m e t a b o l i c p a t h w a y i s a c t i v e , w e w a n t e d t o a n a l y s e 

t h e d y s k i n e t o p l a s t i c p r o t e i n s e q u e n c e s t o d e t e r m i n e i f t h e r e w e r e a n y s i g n i f i c a n t m u t a t i o n s i n 

e i t h e r o f t h e p r o t e i n s p o t e n t i a l l y i n v o l v e d i n m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n . 

U n f o r t u n a t e l y , w e d o n o t h a v e s e q u e n c i n g d a t a f o r t h e D K 1 6 4 p a r a s i t e s . S i n c e t h i s l a b s t r a i n 

w a s g e n e r a t e d f r o m r e p e a t e d e x p o s u r e s t o t h e c a r c i n o g e n a c r i f l a v i n e , i t i s p o s s i b l e t h a t e i t h e r 

A S C T o r S C o A S a c c u m u l a t e d m u t a t i o n s t h a t r e n d e r i t i n a c t i v e . T o v e r i f y t h i s s c e n a r i o , w e 

w o u l d n e e d t o c l o n e a n d s e q u e n c e t h e s e D K 1 6 4 g e n e s . W h i l e a p l a u s i b l e e x p e r i m e n t , t h i s w a s 

n o t a n a i m w i t h i n t h e l i m i t e d t i m e f r a m e o f t h e t h e s i s . H o w e v e r , w e w e r e a b l e t o c o m p a r e t h e 

p r o t e i n s e q u e n c e s f r o m t h e r e f e r e n c e T. brucei 9 2 7 s t r a i n a n d T. evansi t o i d e n t i f y a n y p o s s i b l e 

c h a n g e s i n t h e i r c o m p o s i t i o n . S e q u e n c e s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e T r i T r y p G e n e D b w e b s i t e 

( h t t p s : / / t r i t r y p d b . o r g / t r i t r y p d b / a p p / ) w i t h t h e f o l l o w i n g g e n e i d e n t i f i c a t i o n n u m b e r s f o r t h e T. 

brucei 9 2 7 s t r a i n a n d T. evansi s t r a i n s r e s p e c t i v e l y ( S C o A S : T b 9 2 7 . 1 0 . 7 4 1 0 a n d 

T e v S T I B 8 0 5 . 1 0 . 7 8 8 0 ; A S C T : T b 9 2 7 . 1 1 . 2 6 9 0 a n d T e v S T I B 8 0 5 . l l _ 0 1 . 2 7 6 0 ) . T h e s e p r o t e i n 

s e q u e n c e s w e r e t h e n a l i g n e d u s i n g t h e G e n e i o u s a l g o r i t h m w i t h i n t h e G e n e i o u s s o f t w a r e s u i t e 

( v e r s i o n 1 1 . 1 . 5 ) . A l t h o u g h n o c h a n g e s i n t h e p r i m a r y a m i n o a c i d s e q u e n c e s o f S c o A S f r o m T. 

brucei o r T. evansi w e r e i d e n t i f i e d ( d a t a n o t s h o w n ) , t h e r e w e r e t w o s u b s t i t u t i o n s i d e n t i f i e d 

w i t h i n t h e T. evansi A S C T p r o t e i n ( F i g u r e 7 ) . T h e G e n e i o u s a l i g n m e n t s , as i n d i c a t e d b y t h e 

g r e e n c o n s e n s u s i d e n t i t y b a r , i n d i c a t e t h a t b o t h , 4 9 3 a m i n o a c i d p r o t e i n s , a r e i d e n t i c a l i n t h e i r 

s e q u e n c e e x c e p t f o r t w o r e s i d u e s , s e r i n e S 4 1 9 N a n d t h r e o n i n e T 4 9 . N e i t h e r o f t h e s e m u t a t i o n s 

a r e l o c a t e d w i t h i n t h e d e f i n e d s u b s t r a t e - b i n d i n g d o m a i n o r c a t a l y t i c a c t i v e s i t e o f A S C T . W h i l e 

S 4 1 9 N i s a c o n s e r v e d a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n w i t h b o t h s e r i n e a n d a s p a r a g i n e c o n t a i n i n g p o l a r 

n e u t r a l s i d e c h a i n s , t h e T 4 9 3 A s u b s t i t u t i o n i s n o t c o n s e r v e d as t h r e o n i n e h a s a p o l a r n e u t r a l 

s i d e c h a i n a n d a l a n i n e h a s a h y d r o p h o b i c s i d e c h a i n . W h i l e n e i t h e r o f t h e s e p o i n t m u t a t i o n s a r e 
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l i k e l y t o r e n d e r t h e e n z y m e i n a c t i v e , i t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t b o t h T. evansi s u b s t i t u t i o n s 

e l i m i n a t e a m i n o a c i d s t h a t c o u l d p o t e n t i a l l y b e p o s t - t r a n s l a t i o n a l l y m o d i f i e d b y 

p h o s p h o r y l a t i o n e v e n t s . H o w e v e r , d u e t o t h e r a t h e r l a r g e n u m b e r o f c o n s e r v e d s e r i n e s ( 1 8 ) a n d 

t h r e o n i n e s ( 3 4 ) i n t h e s e t w o p r o t e i n s e q u e n c e s , i t m a k e s i t f a i r l y u n l i k e l y t h a t t h e S 4 1 9 N a n d 

T 4 9 3 A s u b s t i t u t i o n s w o u l d h a v e a s i g n i f i c a n t e f f e c t o n a n y p o s s i b l e r e g u l a t i o n o f t h e e n z y m a t i c 

a c t i v i t y . 
310 320 330 340 350 360 370 
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2. TeASCT P T B 5 5 N Y I P A G V N V V L Q S B N G L I G M G P F P T I D K V D A D W I N A G K Q T I S H L A G S A L F D S A T S F A M I R G G H M D L T M L G 

1B0 WO 400 410 420 430 440 4£0 

Consensus A L E V Á A N G D L A N F M Í P G K L V K G P G G A M D L V S C G T Ř V V V T T T H C K N G D P K I V E R Č R L P V T G K H C V C R I I T E Y A V F 
d entity 

AS CT 
1. Tb AS CT A L B V A A N G D L A N F M I P G K L V K G P G G A M D L V S C G T R V V V T T T H C ) K N G D P K I V B R C R L P V T G K H C V C R I I T B Y A V F 
2. TeASCT A L B V A A N G D L A N F M I P G K L V K G P G G A M D L V S C G T R V V V T T T H C VJ K N G D P K | V I R C R L P V T G K H C V C R I I T B Y A V F 

460 470 4 » 490 493 

Consensus D V V D G R L V L K E I A E D T T V D Q V K K L T G V G F D A D N V I T M P L A P L ' 
d entity 

{ AS CT 
1. TbASCT D V V D G R L V L K I I A B D T T V D Q V K K L T G V C F D A D N V I T B P B A P B T 
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Figure 7: A representative section of the T. brucei and T. evansi ASCT protein alignments 

generated by the software platform Geneious. T h e c o n s e n s u s i d e n t i t y i s p r e s e n t e d as a s o l i d 

g r e e n b a r w h e n t h e a l i g n e d a m i n o a c i d s a r e e x a c t l y t h e s a m e . I m p o r t a n t d o m a i n s a r e a n n o t a t e d 

i n b l u e b a r s a n d t h e n u m b e r s a b o v e t h e s e q u e n c e i n d i c a t e t h e a m i n o a c i d p o s i t i o n , w i t h 1 b e i n g 

t h e s t a r t m e t h i o n i n e . 

4.3. Cloning ASCT into a protein expression plasmid 

T h e a i m o f c l o n i n g i s t o a m p l i f y t h e A S C T g e n e f r o m T. brucei g e n o m i c D N A a n d i n s e r t 

i t i n t o t h e e x p r e s s i o n p l a s m i d p T 7 - 3 V 5 . W h e n l i n e a r i z e d , t h i s p l a s m i d i s d e s i g n e d t o b e 

i n t e g r a t e d i n t o t h e g e n o m e o f t h e d y s k i n e t o p l a s t i c D K 1 6 4 p S M O X o r T. evansi p S M O X c e l l 

l i n e s t h a t a r e g e n e t i c a l l y m o d i f i e d f o r h e t e r o l o g o u s p r o t e i n e x p r e s s i o n . 

4.3.1. ASCT PCR amplification 

U s i n g t h e p r i m e r p a i r A Z 1 5 0 6 a n d A Z 1 5 0 7 , t h e A S C T c o d i n g s e q u e n c e w a s P C R 

a m p l i f i e d f r o m 2 0 0 n g o f i s o l a t e d T. brucei g e n o m i c D N A . T h e f o r w a r d p r i m e r A Z 1 5 0 6 

c o n t a i n s a H i n d l l l r e s t r i c t i o n s i t e , w h i l e A Z 1 5 0 7 c o n t a i n s a B g l l l s i t e b e c a u s e o f a n i n t e r n a l 

B a m H I s i t e i n t h e A S C T c o d i n g s e q u e n c e ( T a b l e 1 3 ) . T h e p r o o f r e a d i n g K O D H o t S t a r t D N A 

P o l y m e r a s e w i t h a 3 ' —> 5 ' e x o n u c l e a s e w a s u s e d t o e n s u r e t h e f i d e l i t y o f t h e a m p l i f i e d D N A . 

3 5 P C R c y c l e s w e r e p e r f o r m e d o n t h e B i o R a d T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r u s i n g t h e p a r a m e t e r s 
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s u g g e s t e d b y t h e p o l y m e r a s e m a n u f a c t u r e r a n d a n a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e o f 5 2 °C. T h e r e s u l t i n g 

a m p l i c o n D N A w a s r e s o l v e d o n a 0 . 8 % a g a r o s e g e l s t a i n e d w i t h 0 . 5 u g / m l e t h i d i u m b r o m i d e . 

D N A f r a g m e n t s w e r e v i s u a l i z e d o n t h e B i o R a d c h e m i d o c u s i n g a U V l i g h t s o u r c e . T h e P C R 

a m p l i f i e d a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f D N A a t t h e e x p e c t e d s i z e o f 1 4 9 9 k b ( F i g u r e 8 ) , w h i c h w a s 

g e l e x t r a c t e d a n d d i g e s t e d w i t h r e s t r i c t i o n e n z y m e s H i n d l l l a n d B g l l l . 

Table 13: Primers used in thesis. 

Primer Nt Sequence Restriction 
Site 

A Z 1 5 0 6 3 0 C G G G 4 A G C 7 T A T G C T C C G C C G A A C A A A T T T Hind I I I 

A Z 1 5 0 7 3 8 T A A T A G A r C r C G T G A G G G G C G C C A A T G G C A T C G T T A T C B g l I I 
A Z 0 4 6 8 2 0 C T G T G C C A T C A G A T T A C T C C N / A 
A Z 0 5 0 0 2 8 A A A C T T A T T T T A T G G C A G C A A C G A G A C C N / A 
T7 
p r o m o t e r 

2 0 T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G N / A 

1499 kb 

Figure 8: ASCT PCR products resolved on an ethidium bromide stained agarose gel. 

R e l e v a n t D N A m a r k e r s i n k b a r e i n d i c a t e d o n t h e l e f t , w h i l e t h e e x p e c t e d s i z e o f t h e A S C T 

a m p l i c o n i s i n d i c a t e d o n t h e r i g h t . 

4.3.2. Restriction digest of the pT7-3V5 plasmid 

T o c r e a t e c o m p l e m e n t a r y s t i c k y e n d s t o t h e p r o c e s s e d a m p l i c o n , t h e p a r e n t a l e x p r e s s i o n 

v e c t o r w a s d i g e s t e d w i t h t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e s H i n d l l l a n d B a m H I . T h e d i g e s t e d p l a s m i d 

a p p e a r e d as a l i n e a r m o l e c u l e t h a t m i g r a t e d a t t h e e x p e c t e d s i z e ( 7 8 0 7 k b ) a f t e r b e i n g r e s o l v e d 

o n a n e t h i d i u m b r o m i d e s t a i n e d a g a r o s e g e l . I m p o r t a n t l y , t h e d i g e s t e d p l a s m i d h a d a d i f f e r e n t 

p r o f i l e t h a n t h e u n c u t p l a s m i d , w h i c h c o n t a i n e d m u l t i p l e b a n d s r e p r e s e n t i n g t h e s u p e r c o i l e d 

a n d n i c k e d c o n f o r m a t i o n o f t h e c i r c u l a r p l a s m i d ( F i g u r e 9 ) . T h e l i n e a r i z e d p l a s m i d w a s t h e n 

g e l e x t r a c t e d a n d l i g a t e d w i t h t h e d i g e s t e d A S C T a m p l i c o n t o c r e a t e t h e d e s i r e d p l a s m i d A S C T -

p T 7 - 3 V 5 . 
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1 2 

7807 kb 

Figure 9: Hindlll and BamHI restriction digest of the over-expression plasmid pT7-3V5. 

A b o u t 1 u g o f u n c u t p l a s m i d ( l a n e 1 ) a n d a l l o f t h e l i n e a r i z e d p l a s m i d ( l a n e 2 ) w a s r e s o l v e d o n 

0 . 8 % a g a r o s e g e l s t a i n e d w i t h 0 . 5 u g / m l e t h i d i u m b r o m i d e . R e l e v a n t D N A m a r k e r s i n k b a r e 

i n d i c a t e d o n t h e l e f t , w h i l e t h e e x p e c t e d s i z e o f t h e a m p l i c o n i s i n d i c a t e d o n t h e r i g h t . 

4.3.3. Colony screening of ASCT-pT7-3V5 plasmid 

A f t e r l i g a t i o n , t h e A S C T - p T 7 - 3 V 5 p l a s m i d w a s t r a n s f o r m e d b y h e a t s h o c k i n t o X L 1 

b l u e c h e m i c a l l y c o m p e t e n t b a c t e r i a . T r a n s f o r m e d b a c t e r i a c o n t a i n i n g t h e A S C T - p T 7 - 3 V 5 

p l a s m i d w e r e s e l e c t e d o n a n L B a g a r p l a t e c o n t a i n i n g 1 0 0 m g / m l a m p i c i l l i n . A f t e r 1 6 h o u r s o f 

g r o w t h a t 3 7 °C, d o z e n s o f c o l o n i e s w e r e v i s i b l e o n t h e p l a t e . T h a t e v e n i n g , f o u r i n d i v i d u a l 

c o l o n i e s w e r e c h o s e n a n d g r o w n i n n u t r i e n t - r i c h l y s o g e n y b r o t h ( L B ) f o r 1 6 h o u r s . T h e n e x t 

d a y , p l a s m i d s w e r e i s o l a t e d f r o m t h e b a c t e r i a l c u l t u r e s a n d d i g e s t e d w i t h t h e r e s t r i c t i o n 

e n z y m e s A p a l a n d H i n d l l l . T h e D N A f r a g m e n t s w e r e a n a l y z e d o n a 0 . 8 % a g a r o s e g e l ( F i g u r e 

1 0 ) . U s i n g t h e G e n e i o u s s o f t w a r e , t h e d i g e s t e d p l a s m i d w a s p r e d i c t e d t o r e s u l t i n t h r e e D N A 

b a n d s o f 5 0 2 1 , 1 5 0 0 a n d 1 3 0 0 k b . O u r r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e t r a n s f o r m a t i o n w a s s u c c e s s f u l , 

as e a c h o f t h e b a c t e r i a l c o l o n i e s t e s t e d h a d a p l a s m i d c o n t a i n i n g a n i n s e r t e d D N A f r a g m e n t o f 

t h e e x p e c t e d a m p l i c o n s i z e . 

1 2 3 4 

5021 kb 

1500 kb 
1300 kb 

Figure 10: Plasmid restriction digests to screen bacterial colonies transformed with 

ASCT-pT7-3V5.1 u g o f i s o l a t e d p l a s m i d s f r o m b a c t e r i a l c o l o n i e s 1-4 w e r e d i g e s t e d w i t h A p a l 

a n d H i n d l l l r e s t r i c t i o n e n z y m e s . D N A w a s r e s o l v e d o n a 0 . 8 % a g a r o s e g e l s t a i n e d w i t h 0 . 5 
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u g / m l e t h i d i u m b r o m i d e . D N A f r a g m e n t s w e r e v i s u a l i z e d o n t h e B i o R a d c h e m i d o c u s i n g a U V 

l i g h t s o u r c e . R e l e v a n t D N A m a r k e r s i n k b a r e i n d i c a t e d o n t h e l e f t , w h i l e t h e e x p e c t e d s i z e s o f 

t h e D N A f r a g m e n t s a r e i n d i c a t e d o n t h e r i g h t . 

4.4.Sequencing of ASCT-pT7-3V5 

T o c o n f i r m t h a t t h e A S C T g e n e w a s i n d e e d i n t e g r a t e d i n t o t h e p T 7 - 3 V 5 p l a s m i d w i t h o u t 

a n y r e p l i c a t i o n e r r o r s i n t h e c o d i n g s e q u e n c e , a n A S C T - p T 7 - 3 V 5 p l a s m i d f r o m a s i n g l e 

b a c t e r i a l c l o n e w a s s e n t t o t h e c o m p a n y S E Q m e f o r s e q u e n c i n g . S E Q m e g e n e r a l l y p r o v i d e s 

a b o u t 9 0 0 b p o f g o o d s e q u e n c i n g d a t a f r o m a s i n g l e s e q u e n c i n g r e a c t i o n i n i t i a t e d b y a p r o v i d e d 

p r i m e r . T h e r e f o r e , t o c o v e r t h e e n t i r e 1 , 5 0 0 n u c l e o t i d e A S C T c o d i n g s e q u e n c e , w e n e e d e d t o 

s e q u e n c e t h e p l a s m i d w i t h a f o r w a r d ( T 7 ) , r e v e r s e ( A Z 0 5 0 0 ) a n d i n t e r n a l ( A Z 0 4 6 8 ) p r i m e r . 

T h e r e s u l t i n g S E Q m e c h r o m a t o g r a m s w e r e u p l o a d e d i n t o t h e G e n e i o u s s o f t w a r e a n d a l i g n e d 

w i t h t h e in silico g e n e r a t e d p l a s m i d s . T h e s e p a i r w i s e a l i g n m e n t s i n c l u d e d a g r e e n b a r t h a t 

i n d i c a t e d w h e n t h e a l i g n e d n u c l e o t i d e s w e r e i d e n t i c a l . W h e n a n u c l e o t i d e d i s c r e p a n c y w a s 

i d e n t i f i e d b y t h e l a c k o f a g r e e n b a r , t h e i m p o r t e d c h r o m a t o g r a m s w e r e i m m e d i a t e l y c o n s u l t e d 

t o d e t e r m i n e i f t h e s e q u e n c i n g s o f t w a r e m i s i d e n t i f i e d t h e f l u o r e s c e n t p e a k o r i f i t c o u l d b e 

o m i t t e d d u e t o a r e g i o n o f p o o r s e q u e n c i n g . E a c h c o n f i r m e d n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n w a s t h e n 

m a p p e d t o i t s l o c a t i o n w i t h i n a c o d o n b y r e f e r e n c i n g t h e o v e r l a i d t r a n s l a t i o n s e q u e n c e . T h e s e 

c h a n g e s w e r e r e c o r d e d a n d s p e c i a l a t t e n t i o n w a s p a i d t o m u t a t i o n s t h a t r e s u l t e d i n a m i n o a c i d s 

w i t h d i f f e r e n t p h y s i c a l p r o p e r t i e s . I n t o t a l , o n l y t h r e e s u b s t i t u t i o n s w e r e i d e n t i f i e d a n d t h e y a l l 

o c c u r r e d a t t h e t h i r d p o s i t i o n o f t h e c o d o n ( w o b b l e p o s i t i o n ) , w h i c h d i d n o t l e a d t o a c h a n g e i n 

t h e e n c o d e d a m i n o a c i d ( F i g u r e 1 1 ) . S i n c e t h e s e A S C T c o d i n g s e q u e n c e d i f f e r e n c e s w e r e 

r e l e g a t e d t o t h e w o b b l e p o s i t i o n , m o s t l i k e l y t h e y r e p r e s e n t m i n o r s t r a i n d i f f e r e n c e s b e t w e e n 

t h e T. brucei All s t r a i n u s e d i n t h e l a b a n d t h e s e q u e n c i n g r e f e r e n c e s t r a i n T. brucei 9 2 7 ' . 

1740 3.7» i700 i77Q 3.7B0 3.7« 
C o n s e n s u s \ C G T T G G A A A C A A C A A A A T M T T • G B G A G 5 1 A A T A C C T G G A A G G T G A T G T G G A G I T C 

1 . A 5 C T H 4 T 7 . s b 1 \ C G T T G G A A A C A A C A A A A T C T T C G C G A G G C A A T A C C T G G A A G G T G A T C T G G A G C T G G A A T T C T G C C 
T ^ ^ ^ ^ ^ ^ H T ! < • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • " • S I W 

2 . * p T 7 - 3 V 5 - H y g R T b A S C T M G • G G A A A C A A C A A A A T A T T • Q^M G A G G • A A T A K T G G A A G G T G A T G T G G A G B T G G > A T T , C T G C C 
A S C T 

B s p B a i ( 3 . 7 5 6 ) — ' ' E c o R I ( 3 , 7 8 3 ) — ' • 

Figure 11: ASCT-pT7-3V5 sequencing colour chromatograms aligned with i n silico 

plasmid. E a c h o f t h e f o u r n u c l e o t i d e s a r e r e p r e s e n t e d as a c o l o u r e d p e a k , w i t h t h e h e i g h t 

i n d i c a t i n g t h e f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y . T h e A S C T c o d i n g s e q u e n c e i s a l s o t r a n s l a t e d i n t h e 
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c o r r e c t r e a d i n g f r a m e a n d t h e c o r r e s p o n d i n g a m i n o a c i d s a r e c o l o u r e d c o d e d . T h e c o n s e n s u s 

i d e n t i t y , r e p r e s e n t e d as a s o l i d g r e e n b a r w h e n t h e a l i g n e d n u c l e o t i d e s a r e i d e n t i c a l , q u i c k l y 

i d e n t i f i e s w h e n t h e r e i s a n u c l e o t i d e c h a n g e b e t w e e n s e q u e n c e s . D N A a l i g n m e n t s w e r e 

p e r f o r m e d u s i n g t h e s o f t w a r e p l a t f o r m G e n e i o u s . 

4.5.DAPI verification of dyskinetoplastic cell lines 

B e f o r e a n y t r a n s f e c t i o n s w e r e p e r f o r m e d , w e w a n t e d t o v e r i f y t h a t t h e d y s k i n e t o p l a s t i c 

c e l l l i n e s w e r e t r u l y l a c k i n g m i t o c h o n d r i a l D N A . P r e v i o u s l y i n t h e l a b , a d y s k i n e t o p l a s t i c c e l l 

l i n e b e c a m e c r o s s - c o n t a m i n a t e d w i t h B F T. brucei w t p a r a s i t e s b e i n g g r o w n a n d s p l i t 

s i m u l t a n e o u s l y . S i n c e t h e d y s k i n e t o p l a s t i c c e l l l i n e s h a v e a s l o w e r d o u b l i n g t i m e , i t o n l y t a k e s 

a f e w d a y s b e f o r e a c o u p l e o f w t p a r a s i t e s c a n o u t c o m p e t e t h e w h o l e d y s k i n e t o p l a s t i c c u l t u r e . 

S i n c e d y s k i n e t o p l a s t i d s a r e a l m o s t m o r p h o l o g i c a l l y i d e n t i c a l t o B F T. brucei w t p a r a s i t e s , i t i s 

h a r d t o d i s t i n g u i s h t h e t w o c e l l l i n e s u n d e r a n i n v e r t e d l i g h t m i c r o s c o p e . T h e r e f o r e , e a c h o f t h e 

c e l l l i n e s w e r e i n c u b a t e d w i t h t h e f l u o r e s c e n t d y e D A P I t h a t s t a i n s b o t h n u c l e a r a n d 

m i t o c h o n d r i a l D N A . W h e n v i s u a l i z e d u n d e r a f l u o r e s c e n t m i c r o s c o p e , B F T. brucei w t p r o d u c e 

a l a r g e b l u e f l u o r e s c e n t s p o t r e p r e s e n t i n g t h e n u c l e u s a n d a n o t h e r m u c h s m a l l e r f l u o r e s c e n t s p o t 

a t t h e k i n e t o p l a s t i d D N A ( F i g u r e 1 2 A ) . I n c o n t r a s t , t h e d y s k i n e t o p l a s t i c c e l l l i n e s w i t h o u t a n y 

m i t o c h o n d r i a l D N A s h o u l d o n l y h a v e f l u o r e s c e n c e a t t h e n u c l e u s . I n i t i a l a n a l y s e s s h o w e d t h a t 

k i n e t o p l a s t D N A w a s i n d e e d d e t e c t e d i n s o m e o f t h e s u p p o s e d l y d y s k i n e t o p l a s t i c c e l l l i n e s 

( F i g u r e 1 2 B ) . F o l l o w i n g t h i s f i n d i n g , n e w d y s k i n e t o p l a s t i c c e l l l i n e s w e r e t h a w e d f r o m t h e 

l i q u i d n i t r o g e n s t a b i l a t e s a n d c o n f i r m e d t h a t t h e y i n d e e d l a c k e d m i t o c h o n d r i a l D N A , as s h o w n 

i n F i g u r e 1 2 ( C - F ) . 
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Figure 12: Fluorescent microscopy and DAPI staining were used to verify the 

dyskinetoplastic cell lines A) T. brucei wt, B) DK164 wt contaminated with B F T. brucei 

wt, C) DK164 wt, D) DK164 p S M O X , E) T. evansi wt and F) T. evansipSMOX. 5 x l 0 7 c e l l s 

f i x e d w i t h 7 . 4 % f o r m a l d e h y d e w e r e a p p l i e d t o g l a s s c o v e r s l i p s c o a t e d i n p o l y - L - L y s i n e . C o v e r 

s l i p s w e r e m o u n t e d o n s l i d e s w i t h P r o L o n g G l a s s A n t i f a d e M o u n t a n t w i t h N u c B l u e . T h e b l u e 

s t a i n e d D N A o f t h e n u c l e u s ( N ) a n d t h e m i t o c h o n d r i a l k i n e t o p l a s t i d D N A ( k ) w e r e v i s u a l i z e d 
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w i t h t h e l O O x o b j e c t i v e o f t h e O l y m p u s D P 7 3 C C D f l u o r e s c e n t m i c r o s c o p e . T h e f l u o r e s c e n c e 

i m a g e s w e r e o v e r l a y e d w i t h t h e D i f f e r e n t i a l I n t e r f e r e n c e C o n t r a s t ( D I C ) i m a g e s . T h e s i z e o f 

t h e p a r a s i t e s c a n b e d e t e r m i n e d f r o m t h e s c a l e b a r s i n t h e b o t t o m r i g h t c o r n e r . 

4.6. DK164 pSMOX and T. evansi pSMOX ASCT-pT7-3V5 transfections 

I n o r d e r f o r t h e A S C T p T 7 - 3 V 5 p l a s m i d t o e f f i c i e n t l y i n t e g r a t e i n t o t h e p a r a s i t e g e n o m e 

b y h o m o l o g o u s r e c o m b i n a t i o n , i t n e e d s t o b e d i g e s t e d b y t h e N o t I r e s t r i c t i o n e n z y m e t o p r o d u c e 

a l i n e a r i z e d m o l e c u l e w i t h 5 ' a n d 3 ' e n d s t h a t a r e i d e n t i c a l t o t h e r i b o s o m a l D N A s p a c e r r e g i o n . 

T h e r e f o r e , 2 0 u g o f t h e p l a s m i d w a s d i g e s t e d , p r e c i p i t a t e d a n d r e s u s p e n d e d i n s t e r i l e w a t e r . T o 

v e r i f y c o m p l e t e l i n e a r i z a t i o n o f t h e p l a s m i d , 1 u g w a s a n a l y z e d o n a 0 . 8 % a g a r o s e g e l a l o n g s i d e 

u n c u t p l a s m i d ( F i g u r e 1 3 ) . W h i l e t h e d i g e s t e d p l a s m i d m i g r a t e d a r o u n d t h e e x p e c t e d s i z e o f 

7 , 8 0 0 b p , t h e u n c u t v e c t o r w a s r e p r e s e n t e d b y t h e t y p i c a l t h r e e c o n f o r m a t i o n s t h a t c i r c u l a r D N A 

c a n u n d e r t a k e : s u p e r c o i l e d , r e l a x e d a n d n i c k e d . 

10000 — 
7000 — 
5000 — 

7800 kb 

Figure 13: Linearization of the ASCT-pT7-3V5 plasmid using the fast digest restriction 

enzyme NotI. 1 u g o f u n c u t p l a s m i d ( l a n e 1 ) a n d a l l o f t h e l i n e a r i z e d p l a s m i d ( l a n e 2 a n d 3 ) 

w a s r e s o l v e d o n 0 . 8 % a g a r o s e g e l s t a i n e d w i t h 0 . 5 u g / m l e t h i d i u m b r o m i d e . R e l e v a n t D N A 

m a r k e r s i n k b a r e i n d i c a t e d o n t h e l e f t , w h i l e t h e e x p e c t e d s i z e o f t h e a m p l i c o n i s i n d i c a t e d o n 

t h e r i g h t . 

T h e D K 1 6 4 p S M O X a n d T. evansi p S M O X c e l l s l i n e s w e r e t h e n e l e c t r o p o r a t e d w i t h t h e 

l i n e a r i z e d A S C T p T 7 - 3 V 5 p l a s m i d . I n o r d e r t o s e l e c t n e a r c l o n a l c e l l l i n e s , t h e t r a n s f e c t e d c e l l s 

w e r e s e r i a l l y d i l u t e d 1 : 1 0 b e f o r e b e i n g s e e d e d i n t o t h r e e p l a t e s w i t h c e l l d e n s i t i e s r a n g i n g f r o m 

l x l O 6 c e l l s / m l ( P l a t e A ) t o l x l O 4 c e l l s / m l ( P l a t e C ) . A f t e r - 5 - 7 d a y s , e a c h t r a n s f e c t i o n p r o d u c e d 

w e l l s o f h e a l t h y , m o t i l e p a r a s i t e s . I n o r d e r t o a v o i d a m i x e d g e n e t i c p o p u l a t i o n o f t r a n s f e c t e d 

p a r a s i t e s , i t i s i d e a l t o s e l e c t w e l l s f r o m p l a t e C , w h e r e t h e r e i s t h e b e s t c h a n c e t h a t t h e 

p o p u l a t i o n o r i g i n a t e d f r o m j u s t a f e w c e l l s . H o w e v e r , t h e t o t a l n u m b e r o f v i a b l e c l o n a l c e l l l i n e s 
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w a s l i m i t e d a n d f o r D K 1 6 4 p S M O X A S C T p T 7 - 3 v 5 - H y g , t h e f o l l o w i n g w e l l s w e r e s e l e c t e d : 1 

w e l l f r o m P l a t e A , 3 w e l l s f r o m P l a t e B a n d 2 w e l l s f r o m P l a t e C . T h e s u c c e s s r a t e f o r 

t r a n s f e c t e d T. evansi A S C T p T 7 - 3 v 5 - H y g w a s s i m i l a r a n d r e s u l t e d i n t h e s e l e c t i o n o f 1 w e l l 

f r o m p l a t e A , 2 w e l l s f r o m p l a t e B a n d 1 w e l l f r o m p l a t e C . 

4.7. Growth curves of ASCT dyskinetoplastic cell lines 

T o t e s t o u r h y p o t h e s i s t h a t t h e e x p r e s s i o n o f a n e n z y m e p a r t i c i p a t i n g i n m i t o c h o n d r i a l 

s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n w o u l d h a v e a n e g a t i v e e f f e c t o n t h e h e a l t h o f d y s k i n e t o p l a s t i c 

p a r a s i t e s , t h e g r o w t h r a t e w a s m e a s u r e d u p o n i n d u c e d A S C T e x p r e s s i o n a n d c o m p a r e d t o c e l l 

p o p u l a t i o n s w i t h u n i n d u c e d e x p r e s s i o n . W h e n t h e D K 1 6 4 p S M O X A S C T - p T 7 - 3 V 5 c e l l l i n e 

w a s i n d u c e d b y t e t r a c y c l i n e , t h e g r o w t h r a t e w a s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d b u t i t w a s n o t l e t h a l t o 

t h e p a r a s i t e s ( F i g u r e 1 4 A ) . E x p r e s s i o n o f A S C T i n t h e n a t u r a l l y o c u r r i n g d y s k i n e t o p l a s t i c T. 

evansi A S C T - p T 7 - 3 V 5 c e l l l i n e l e d t o a d i f f e r e n t r e s u l t . E a c h c l o n e o f T. evansi s h o w e d a 

c y t o s t a t i c g r o w t h p h e n o t y p e t h a t p r o v e d n e a r l y l e t h a l w i t h i n 4 8 h o u r s o f A S C T i n d u c t i o n 

( F i g u r e 1 4 B ) . H o w e v e r , a p o p u l a t i o n o f t h e c e l l s i n t h e c u l t u r e f o u n d a w a y t o e s c a p e A S C T 

e x p r e s s i o n i n t h e f o l l o w i n g d a y s . T h i s p r e s u m a b l y o c c u r r e d t h r o u g h m u t a t i o n s t h a t a f f e c t e d t h e 

h e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n o f t h e A S C T p r o t e i n , a l l o w i n g t h e s e p a r a s i t e s w i t h a n e a r n o r m a l r a t e 

o f g r o w t h t o o v e r w h e l m t h e c u l t u r e . U n f o r t u n a t e l y , w h e n t h e T. evansi A S C T - p T 7 - 3 V 5 c e l l 

l i n e w a s r e - i n d u c e d f o r s u b s e q u e n t a s s a y s , t h e p o p u l a t i o n n o l o n g e r s h o w e d a g r o w t h 

p h e n o t y p e . T h e s a m e w a s t r u e f o r t h e s t a b i l a t e s t h a w e d f r o m l i q u i d n i t r o g e n . T h i s l o s s o f 

p h e n o t y p e h a s b e e n o b s e r v e d p r e v i o u s l y i n t h e l a b w h e n g e n e t i c a l l y m o d i f i e d p a r a s i t e s 

e x p e r i e n c e s u c h a r a p i d a n d s e v e r e g r o w t h p h e n o t y p e . A l t h o u g h w e w e r e u n a b l e t o r e - e s t a b l i s h 

i n d u c e d A S C T e x p r e s s i o n i n t h e c e l l s , t h e i r i n i t i a l g r o w t h p h e n o t y p e s u p p o r t s o u r h y p o t h e s i s . 
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Figure 14: Growth phenotypes induced by heterologous expression of ASCT in T. brucei 

D K 1 6 4 p S M O X (A) and T. evansi pSMOX (B). E a c h c l o n e w a s g r o w n i n t w o s e p a r a t e f l a s k s , 

o n e w a s i n d u c e d d a i l y w i t h 1 u g / m l t e t r a c y c l i n e ( I N D ) a n d t h e o t h e r w a s u n t r e a t e d ( N O N ) . T h e 

c e l l d e n s i t y o f e a c h 1 0 m l c u l t u r e w a s c o u n t e d d a i l y f o r 7 d a y s . T o m a i n t a i n l o g a r i t h m i c g r o w t h , 

t h e c u l t u r e s w e r e s p l i t t o 2 . 5 x 1 0 5 c e l l s / m l e v e r y d a y . T h e d a i l y d i l u t i o n f a c t o r s w e r e u s e d t o 

c a l c u l a t e t h e c u m m u l a t i v e d e n s i t y o f t h e c u l t u r e s . 

4.8. Verification of ASCT-3V5 expression in T. brucei DK164 pSMOX by 

immunoblotting 

T o v e r i f y t h a t t h e g r o w t h p h e n o t y p e c o r r e l a t e s w i t h A S C T e x p r e s s i o n i n t h e D K 1 6 4 

p S M O X A S C T - p T 7 - 3 V 5 c l o n e C 4 c e l l l i n e , V 5 t a g g e d A S C T p r o t e i n e x p r e s s i o n w a s a n a l y z e d 

b y i m m u n o b l o t t i n g . W h o l e c e l l l y s a t e s w e r e g e n e r a t e d f r o m l x l O 7 n o n i n d u c e d ( N O N ) c e l l s 

a n d f r o m c e l l s t r e a t e d w i t h t e t r a c y c l i n e f o r 1 ( I N D 1 ) a n d 2 ( I N D 2 ) d a y s . T h e r e s o l v e d p r o t e i n s 
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w e r e t r a n s f e r r e d t o a P V D F m e m b r a n e a n d p r o b e d w i t h V 5 t a g a n d a d e n i n e 

p h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e ( A P R T ) a n t i b o d i e s ( F i g u r e 1 5 ) . S e r v i n g as a l o a d i n g c o n t r o l , A P R T 

w a s e x p r e s s e d a l m o s t e q u a l l y i n e a c h s a m p l e . T h e n o n i n d u c e d D K 1 6 4 c e l l s h a v e a v e r y f a i n t 

b a n d d e t e c t e d a r o u n d 6 0 k D a b y t h e V 5 t a g a n t i b o d y . W h i l e t h e s e r e s u l t s n e e d t o b e r e p e a t e d , 

t h i s m i n o r A S C T e x p r e s s i o n c o u l d b e t h e r e s u l t o f s p i l l - o v e r f r o m t h e n e i g h b o r i n g s a m p l e o r i t 

c o u l d i n d i c a t e s o m e l e a k y A S C T e x p r e s s i o n i n p a r a s i t e s n o t t r e a t e d w i t h t e t r a c y c l i n e . I n 

c o n t r a s t , t h e c e l l l i n e s i n d u c e d w i t h t e t r a c y c l i n e f o r 1 a n d 2 d a y s e x p r e s s e d s i g n i f i c a n t l e v e l s o f 

V 5 t a g g e d A S C T a f t e r j u s t 2 4 h o u r s o f i n d u c t i o n . C o n s i d e r i n g t h a t t h e A S C T - p T 7 - 3 V 5 D K 1 6 4 

p S M O X g r o w t h p h e n o t y p e m a n i f e s t e d w i t h i n 2 4 h o u r s o f t e t r a c y c l i n e i n d u c t i o n , i t a p p e a r s t h a t 

g r o w t h p h e n o t y p e c o r r e l a t e s n i c e l y w i t h t h e i n d u c e d V 5 t a g g e d A S C T e x p r e s s i o n . 

& & 0 * 
# \ ^ 

# 4> & 
V 5 t a g ( 6 0 k D A ) 

A P R T ( 2 6 k D A ) 

Figure 15: Inducible ASCT-3V5 tagged expression in the T. brucei DK164 pSMOX clone 

4 cell line was verified by immunoblotting. W h o l e c e l l l y s a t e s w e r e p r e p a r e d f r o m t h e 

f o l l o w i n g s a m p l e s : T. brucei D K 1 6 4 p S M O X c l o n e 2 n o n i n d u c e d ( N O N ) c e l l s , as w e l l as c e l l s 

i n d u c e d w i t h t e t r a c y c l i n e f o r 1 d a y ( I N D 1 ) or 2 d a y s ( I N D 2 ) . T h e e q u i v a l e n t o f l x l O 7 c e l l s 

w e r e l o a d e d f o r e a c h s a m p l e o n t o a N o v e x 4 - 2 0 % T r i s - G l y c i n e M i n i p o l y a c r y l a m i d e g e l . 

R e s o l v e d p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d t o a P V D F m e m b r a n e a n d t h e n i m m u n o b l o t t e d w i t h t h e 

f o l l o w i n g p r i m a r y a n t i b o d i e s a n d t h e i r d i l u t i o n s : V 5 t a g - 1 : 2 0 0 0 ; a d e n i n e 

p h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e ( A P R T ) - 1 : 5 0 0 . C h e m i l u m i n e s c e n c e w a s v i s u a l i z e d o n t h e 

C h e m i d o c M P I m a g i n g s y s t e m ( B i o R a d ) . S i z e s i n k D A o f t h e r e l e v a n t p r o t e i n l a d d e r a r e 

i n d i c a t e d t o t h e l e f t o f t h e b l o t , w h i l e t h e e x p e c t e d s i z e o f t h e d e t e c t e d p r o t e i n a r e i n d i c a t e d t o 

t h e r i g h t . 
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4.9. Measuring DK164 pSMOX ASCT-pT7-3V5 A¥m with TMRE 

W e h y p o t h e s i z e d t h a t i n c r e a s e d l e v e l s o f m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n 

w o u l d b e d e t r i m e n t a l f o r d y s k i n e t o p l a s t i c p a r a s i t e s b e c a u s e as t h e a m o u n t o f m i t o c h o n d r i a l 

A T P i n c r e a s e s , i t w o u l d b e m o r e d i f f i c u l t f o r A A C t o e x c h a n g e c y t o s o l i c A T P 4 " f o r 

m i t o c h o n d r i a l A D P 3 " g e n e r a t e d b y t h e F i - A T P s y n t h a s e e n z y m e . T h i s w o u l d d i s r u p t t h e 

e l e c t r o g e n i c m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l , w h i c h i s e s s e n t i a l f o r m i t o c h o n d r i a l p r o t e i n 

i m p o r t . T o t e s t t h i s h y p o t h e s i s , t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l o f D K 1 6 4 p S M O X 

A S C T - p T 7 - 3 V 5 w a s m e a s u r e d i n b o t h n o n i n d u c e d c e l l s a n d c e l l s i n d u c e d w i t h t e t r a c y c l i n e f o r 

1 a n d 2 d a y s . A s a r e f e r e n c e p o i n t , t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l o f t h e p a r e n t a l D K 1 6 4 

w t c e l l l i n e w a s a l s o m e a s u r e d a n d s e t t o 1 0 0 % . C e l l s w e r e s t a i n e d w i t h 6 0 n M T M R E , a 

f l u o r e s c e n t d y e t h a t a c c u m u l a t e s i n e n e r g i z e d m i t o c h o n d r i a d e p e n d i n g o n t h e i n t e n s i t y o f t h e 

m e m b r a n e p o t e n t i a l . T h e a m o u n t o f f l u o r e s c e n c e i n t h e s e c e l l l i n e s w a s m e a s u r e d o n a F A C S 

f l o w c y t o m e t e r . T h e v a l u e s o b t a i n e d f r o m t h e m e a s u r e m e n t s w e r e t h e n p l o t t e d a g a i n s t t h e 

p a r e n t a l c e l l l i n e D K 1 6 4 w t ( F i g u r e 1 6 ) . W h e n A S C T e x p r e s s i o n i s i n d u c e d i n t h e D K 1 6 4 c e l l 

l i n e , a s u s t a i n e d d e c r e a s e i n m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l o c c u r s . T h i s r e d u c e d 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l c o r r e l a t e s n i c e l y w i t h t h e o b s e r v e d g r o w t h p h e n o t y p e s . 

S u r p r i s i n g l y , t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l i s a l r e a d y s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d i n n o n i n d u c e d c e l l s 

c o m p a r e d t o t h e p a r e n t a l D K 1 6 4 w t c e l l l i n e . T h i s m a y b e d u e t o t h e l e a k y e x p r e s s i o n o f A S C T 

d e t e c t e d b y i m m u n o b l o t t i n g i n t h e n o n i n d u c e d D K 1 6 4 c e l l l i n e . F i n a l l y , t r e a t i n g t h e D K 1 6 4 w t 

c e l l s w i t h t h e 2 0 u M i o n o p h o r e c a r b o n y l c y a n i d e - p - t r i f l u o r o m e t h o x y p h e n y l h y d r a z o n e ( F C C P ) 

s h o u l d d e p o l a r i z e t h e m i t o c h o n d r i a l i n n e r m e m b r a n e a n d a c t as a n e g a t i v e c o n t r o l . 

• DK164 wt 

• DK164 pSMOX C4 NON 
• DK164 pSMOX C4IND1 

DK164 pSMOX C4IND2 
FCCP 

Figure 16: DK164 ASCT V5 mitochondrial membrane potentials measured by T M R E 

staining and flow cytometry. A S C T V 5 t a g g e d e x p r e s s i o n w a s e i t h e r n o n i n d u c e d ( N O N ) o r 
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i n d u c e d w i t h 1 u g / m l t e t r a c y c l i n e f o r o n e ( I N D 1 ) o r t w o d a y s ( I N D 2 ) . 5 x 1 0 c e l l s w e r e 

i n c u b a t e d w i t h 6 0 n M T M R E f o r 3 0 m i n u t e s a t 3 7 °C. F l u o r e s c e n c e f r o m 1 0 , 0 0 0 e v e n t s w a s 

m e a s u r e d o n t h e F A C S C a n t o I I f l o w c y t o m e t e r . T h e r e l a t i v e a m o u n t o f f l u o r e s c e n c e f r o m e a c h 

o f t h e D K 1 6 4 p S M O X c e l l l i n e s w a s c o m p a r e d t o t h a t o f t h e p a r e n t a l D K 1 6 4 w t c e l l l i n e , w h i c h 

w a s s e t t o 1 0 0 % . D K 1 6 4 w t c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 2 0 u M o f F C C P f o r 3 0 m i n u t e s . 

5. Discussion 

D y s k i n e t o p l a s t i d s r e l y o n A A C t o i m p o r t c y t o s o l i c A T P t o m a i n t a i n t h e e s s e n t i a l 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l . T h e r e f o r e , i t i s p r e s u m e d t h a t t h e l e v e l o f m i t o c h o n d r i a l 

s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n m u s t b e k e p t i n c h e c k s o t h a t t h e m i t o c h o n d r i a l p o o l o f A T P d o e s 

n o t i n h i b i t t h e r e v e r s e a c t i v i t y o f A A C . D u e t o t h e o b s e r v a t i o n t h a t B F T. brucei w t p a r a s i t e s 

s e c r e t e e x c e s s a c e t a t e a n d s u c c i n a t e , i t i s g e n e r a l l y a s s u m e d t h a t T. brucei m i t o c h o n d r i a l 

s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n c a n o c c u r i n t w o d i f f e r e n t w a y s . O n e m e t a b o l i c p a t h w a y i n v o l v e s 

S C o A S , as g l u t a m i n e u p t a k e f e e d s i n t o t h e T C A c y c l e a n d l e a d s t o t h e s e c r e t i o n o f s u c c i n a t e 

( J o h n s t o n e t a l . , 2 0 1 9 ) . S i n c e s u c c i n a t e c a n a l s o b e c a t a b o l i z e d f r o m g l u c o s e w i t h o u t g e n e r a t i n g 

A T P i n t h e m i t o c h o n d r i a ( F i g u r e 4 ) , i t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t a p o r t i o n o f t h e e x c r e t e d 

s u c c i n a t e d o e s n o t c o n t a i n c a r b o n f r o m r a d i o l a b e l e d g l u c o s e a n d m u s t h a v e o r i g i n a t e d f r o m 

a n o t h e r s o u r c e , p o s s i b l y f r o m g l u t a m i n e . A T P c a n a l s o b e c r e a t e d f r o m t h e A S C T / S C o A S c y c l e 

a c t i v a t e d d u r i n g t h e s y n t h e s i s o f a c e t a t e p r o d u c e d f r o m e i t h e r t h r e o n i n e o r p y r u v a t e ( M a z e t e t 

a l . , 2 0 1 3 ) . I m p o r t a n t l y , a c e t a t e p r o d u c t i o n f r o m a c e t y l - C o A c a n o c c u r w i t h o r w i t h o u t A T P 

g e n e r a t i o n , e i t h e r b y t h e A S C T / S C o A S c y c l e o r A C H , r e s p e c t i v e l y ( F i g u r e 4 ) . H o w e v e r , 

u n p u b l i s h e d d a t a f r o m t h e Z i k o v a l a b i n d i c a t e s t h a t B F T. brucei l a c k i n g S c o A S d o e s n o t 

s e c r e t e a n y e x c e s s a c e t a t e . T h i s i n d i c a t e s t h a t a t l e a s t s o m e o f t h e a c e t a t e p r o d u c e d w i l l i n v o l v e 

s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n a n d t h e p r o d u c t i o n o f A T P . W h i l e i t h a s b e e n p r o p o s e d t h a t B F T. 

brucei m i t o c h o n d r i a l i k e l y g e n e r a t e t h e i r o w n p o o l o f A T P ( M o c h i z u k i e t a l , 2 0 2 0 ) , 

u n f o r t u n a t e l y n o d a t a o n t h e m e t a b o l i s m o f d y s k i n e t o p l a s t i d s h a s b e e n p u b l i s h e d t o d a t e . 

I f d y s k i n e t o p l a s t i d s n e e d t o l i m i t t h e a m o u n t o f m i t o c h o n d r i a l A T P c r e a t e d b y s u b s t r a t e 

p h o s p h o r y l a t i o n , p e r h a p s t h e a b u n d a n c e o r a c t i v i t y o f t h e e n z y m e s i n v o l v e d i n t h i s p r o c e s s 

m i g h t b e r e s t r i c t e d . I n d e e d , t h e w e s t e r n b l o t a n a l y s e s i n d i c a t e d t h a t t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f 

S C o A S a n d A S C T w e r e r e d u c e d i n t h e d y s k i n e t o p l a s t i c p a r a s i t e s c o m p a r e d t o t h e B F T. brucei 

w t c e l l s . N o t a b l y , t h e s u p p r e s s i o n o f t h e s e p r o t e i n s w a s m o r e d r a m a t i c i n t h e n a t u r a l l y o c c u r r i n g 

T. evansi d y s k i n e t o p l a s t i c s t r a i n . T h i s d i s c r e p a n c y b e t w e e n t h e a r t i f i c i a l l y g e n e r a t e d l a b 

d y s k i n e t o p l a s t i c s t r a i n D K 1 6 4 a n d T. evansi i s i n t r i g u i n g . S i n c e t h e D K 1 6 4 c e l l l i n e w a s 
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g e n e r a t e d f r o m r e p e a t e d e x p o s u r e s t o t h e c a r c i n o g e n a c r i f l a v i n e ( S t u a r t , 1 9 7 1 ) , i t i s p o s s i b l e 

t h a t e i t h e r S C o A S o r A S C T a c c u m u l a t e d m u t a t i o n s t h a t r e n d e r i t i n a c t i v e . T o v e r i f y t h i s 

s c e n a r i o , w e w o u l d n e e d t o c l o n e a n d s e q u e n c e t h e s e D K 1 6 4 g e n e s . W h i l e a p l a u s i b l e 

e x p e r i m e n t , t h i s w a s n o t a n a i m w i t h i n t h e l i m i t e d t i m e f r a m e o f t h i s t h e s i s . 

U n l i k e h i g h e r e u k a r y o t e s , t r y p a n o s o m e s d o n o t r e g u l a t e t h e a b u n d a n c e o f g e n e p r o d u c t s 

t h r o u g h t r a n s c r i p t i o n ( C l a y t o n , 2 0 1 9 ) . T h e r e f o r e , t h e o b s e r v a t i o n o f d e c r e a s e d A S C T a n d 

S C o A S p r o t e i n l e v e l s i n d y s k i n e t o p l a s t i c s t r a i n s i n d i c a t e s t h a t t h e s e p a r a s i t e s a r e t r y i n g t o l i m i t 

t h e a c t i v i t y o f t h e s e e n z y m e s . A n o t h e r l e v e l o f e n z y m e r e g u l a t i o n c o u l d o c c u r i n t h e f o r m o f 

p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s . I n t e r e s t i n g l y , c o m p a r e d t o T. brucei w t , T. evansi A S C T h a s 

t w o s u b s t i t u t i o n s ( S 4 1 9 N a n d T 4 9 3 A ) t h a t r e s u l t i n t h e l o s s o f a m i n o a c i d r e s i d u e s t h a t c o u l d 

p o t e n t i a l l y b e p h o s p h o r y l a t e d . H o w e v e r , t w o p r e v i o u s s t u d i e s ( N e t t , 2 0 0 9 ; U r b a n i a k e t a l . , 

2 0 1 3 ) t h a t i d e n t i f i e d t h e p h o s p h o p r o t e o m e o f B F T brucei w t p a r a s i t e s d o n o t i n d i c a t e t h a t 

A S C T i s p h o s p h o r y l a t e d u n d e r t h e c o n d i t i o n s t e s t e d . A l t e r n a t i v e l y , T r i T r y p D B i n d i c a t e s t h a t 

A S C T i s a c e t y l a t e d a t l y s i n e 3 9 6 ( M o r e t t i e t a l . , 2 0 1 8 ) . W h i l e n o t h i n g i s k n o w n a b o u t t h e 

p o s s i b l e m e c h a n i s m s r e g u l a t i n g A S C T a c t i v i t y , t h e a c e t y l a t i o n o f l y s i n e r e s i d u e s n e u t r a l i z e s 

t h e i r c h a r g e a n d c a n a l t e r p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s , p r o t e i n c o m p l e x f o r m a t i o n a n d 

e n z y m a t i c a c t i v i t i e s ( C h o u d h a r y e t a l . , 2 0 1 4 ) . T o d e t e r m i n e i f t h e r e a r e i n d e e d a n y A S C T p o s t -

t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s t h a t c a n a l t e r t h e r a t e o f e n z y m a t i c a c t i v i t y a n d p o t e n t i a l l y f u r t h e r 

r e d u c e A T P p r o d u c t i o n i n t h e s e d y s k i n e t o p l a s t i c t r y p a n o s o m e s , s e v e r a l e x p e r i m e n t s c a n b e 

p r o p o s e d . H e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n o f t h e T. evansi A S C T c o u l d b e u s e d t o r e s c u e a B F T. 

brucei A A S C T m u t a n t . P r e s u m i n g t h i s d o e s n o t r e s u l t i n a l e t h a l p h e n o t y p e , t h e a m o u n t o f 

a c e t a t e p r o d u c t i o n o r t h e m i t o c h o n d r i a l A T P l e v e l s c o u l d b e m e a s u r e d a n d c o m p a r e d t o B F T. 

brucei w t p a r a s i t e s . A n y d e c r e a s e i n t h e s e o u t p u t s w o u l d s i g n i f y t h a t t h e T. evansi A S C T h a s a 

l o w e r r a t e o f a c t i v i t y , a s s u m i n g t h e a b u n d a n c e o f t h e p r o t e i n r e m a i n e d c o n s t a n t . I n a d d i t i o n , T. 

evansi p r o t e o m i c s o r m a s s s p e c t r o p h o t o m e t r y o f t h e p u r i f i e d e n z y m e c o u l d b e a n a l y z e d f o r a n y 

p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s . 

M a i n t e n a n c e o f t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l o f d y s k i n e t o p l a s t i d s i s 

p r e d o m i n a n t l y p r o v i d e d b y A A C , w h i c h e x c h a n g e s c y t o s o l i c A T P 4 " d e r i v e d f r o m g l y c o l y s i s 

w i t h m i t o c h o n d r i a l A D P 3 " g e n e r a t e d f r o m F i - A T P a s e a c t i v i t y . I n t h i s m a n n e r , A A C c r e a t e s a n 

e l e c t r o g e n i c m e m b r a n e p o t e n t i a l . T h i s d e p e n d e n c e o n A T P s y n t h a s e a c t i v i t y i s b e s t c a p t u r e d 

b y t h e f a c t t h a t t h e E C 5 0 o f t h e F i i n h i b i t o r , a z i d e , i s t h e s a m e f o r B F T. brucei wt as i t i s f o r 

D K 1 6 4 ( u n p u b l i s h e d Z i k o v a l a b d a t a ) . D u e t o t h i s i n t e r c o n n e c t i v i t y b e t w e e n v a r i o u s 

b i o e n e r g e t i c c o m p o n e n t s , w e a l s o e x a m i n e d i f o t h e r p r o t e i n s h a d a l t e r e d e x p r e s s i o n l e v e l s . 
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I n t e r e s t i n g l y , A A C e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e o n l y s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d i n T. evansi, w h i c h a l s o 

h a d t h e s h a r p e s t r e d u c t i o n s i n t h e a b u n d a n c e o f A S C T a n d S C o A S . M e a n w h i l e , t h e a b u n d a n c e 

o f A T P s y n t h a s e s u b u n i t b e t a w a s s i m i l a r l y r e d u c e d i n a l l d y s k i n e t o p l a s t i d s c o m p a r e d t o T. 

brucei w t . H o w e v e r , t o v e r i f y t h a t o u r r e s u l t s a r e r e p r o d u c i b l e a n d s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t , t h e s e 

w e s t e r n b l o t a n a l y s e s w i l l n e e d t o b e p e r f o r m e d a g a i n w i t h b i o l o g i c a l t r i p l i c a t e s . I f d e s i r e d , 

t h e s e r e s u l t s c a n e v e n b e q u a n t i f i e d u s i n g a s c a n n i n g d e n s i t o m e t r y s o f t w a r e t o m o r e a c c u r a t e l y 

c o m p a r e a n y o b s e r v e d c h a n g e s . F u r t h e r m o r e , o u r r e s u l t s s h o u l d c o n s i d e r t h a t A T P s y n t h a s e i s 

c o m p o s e d o f 2 5 p r o t e i n s a n d t h e s t e a d y s t a t e a b u n d a n c e o f a s i n g l e d e n a t u r e d s u b u n i t i s n o t 

n e c e s s a r i l y a g o o d i n d i c a t o r o f t h e a m o u n t o f a s s e m b l e d A T P s y n t h a s e n o r i t s r a t e o f a c t i v i t y . 

T o p e r f o r m m o r e t h o r o u g h e x p e r i m e n t s t o c o m p a r e t h e a m o u n t o f a s s e m b l e d A T P s y n t h a s e 

c o m p l e x e s , i t w o u l d b e b e t t e r t o u s e i m m u n o b l o t t i n g o f p r o t e i n c o m p l e x e s r e s o l v e d b y b l u e 

n a t i v e p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s . S i m u l t a n e o u s l y , t h e a m o u n t o f a c t i v i t y o f t h e s e s a m e 

c o m p l e x e s c a n b e c o m p a r e d b y i n - g e l A T P h y d r o l y s i s s t a i n i n g m e t h o d s . 

T h e s e d i f f e r e n c e s i n t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f v a r i o u s b i o e n e r g e t i c c o m p o n e n t s b e t w e e n 

D K 1 6 4 a n d T. evansi a l s o s u g g e s t s t h a t m a y b e t h e r e a r e d i f f e r e n t w a y s f o r t h e p a r a s i t e t o a d a p t 

t o t h e l o s s o f i t s m i t o c h o n d r i a l g e n o m e . T h i s b e c o m e s e v e n m o r e p e r t i n e n t w h e n c o n s i d e r i n g 

t h e e v o l u t i o n a r y p r e s s u r e e x p e r i e n c e d b y t h e D K 1 6 4 s t r a i n as i t w a s g e n e r a t e d w i t h i n m o n t h s . 

A n o t h e r i n t e r e s t i n g a p p r o a c h t o e x p l o r e t h i s p o s s i b i l i t y w o u l d b e t o a n a l y z e t h e q u a n t i t a t i v e 

p r o t e o m i c s a n d m e t a b o l o m i c s o f t h e s e t w o d i s p a r a t e d y s k i n e t o p l a s t i c s t r a i n s . 

E v e n i f t h e r e d u c t i o n o f A A C e x p r e s s i o n l e v e l s i n T. evansi i s c o n f i r m e d i n s u b s e q u e n t 

w e s t e r n b l o t a n a l y s e s , t h i s d o e s n o t g i v e u s a n y i n d i c a t i o n a b o u t t h e r a t e o r d i r e c t i o n a l i t y o f 

m i t o c h o n d r i a l A T P t r a n s p o r t . T h e s e c h a r a c t e r i s t i c s o f A A C a r e d e t e r m i n e d b y t w o i m p o r t a n t 

f a c t o r s , t h e r a t i o o f m i t o c h o n d r i a l A T P / A D P a n d t h e p r o t o n m o t i v e f o r c e ( P M F ) . N o r m a l l y , t h e 

m i t o c h o n d r i o n ac t s as a p o w e r h o u s e f o r t h e c e l l b y p r o d u c i n g s i g n i f i c a n t a m o u n t s o f A T P 

t h r o u g h o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n . T h i s c h e m i c a l e n e r g y i n t h e f o r m o f A T P i s t h e n t r a n s p o r t e d 

b y A A C t o t h e c y t o s o l t o m e e t a l l t h e e n e r g e t i c n e e d s o f t h e c e l l . I n t h i s s c e n a r i o , t h e A T P 

s y n t h a s e a n d A A C a r e b o t h w o r k i n g i n t h e i r f o r w a r d m o d e s ( F i g u r e 1 7 , A ) . H o w e v e r , i f 

o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n b e c o m e s c o m p r o m i s e d , e i t h e r o r b o t h o f t h e s e b i o e n e r g e t i c 

c o m p o n e n t s c a n s w i t c h t o o p e r a t e i n t h e i r r e v e r s e m o d e s ( F i g u r e 1 7 , B - D ) ( S t - P i e r r e , 2 0 0 0 ) . I n 

s i m p l i s t i c t e r m s , i f t h e A T P c o n c e n t r a t i o n i s g r e a t e r i n t h e c y t o s o l t h a n t h e m i t o c h o n d r i a , A A C 

w i l l r e v e r s e a n d t r a n s p o r t A T P i n t o t h e m i t o c h o n d r i a d u e t o t h e t h e r m o d y n a m i c l a w s o f e n t r o p y . 

S i m i l a r l y , A T P s y n t h a s e w i l l r e v e r s e a n d h y d r o l y z e A T P w h e n t h e r a t i o o f m i t o c h o n d r i a l 

A T P / A D P i s h i g h . T h e P M F i s a l s o a s i g n i f i c a n t f a c t o r i n t h e c a l c u l a t i o n s p r e d i c t i n g w h e n A T P 
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s y n t h a s e o r A A C w i l l e n t e r t h e i r r e v e r s e m o d e . P M F c o n s i s t s o f t h e p r o t o n c o n c e n t r a t i o n 

g r a d i e n t , A p H , a n d t h e d i f f e r e n c e i n t h e e l e c t r i c a l t r a n s m e m b r a n e p o t e n t i a l ( A * P m ) . T y p i c a l l y , 

t h e A p H o f t h e m i t o c h o n d r i a l i n n e r m e m b r a n e i s q u i t e l o w a n d t h e P M F i s o f t e n d e n o t e d as j u s t 

A * P m ( C h i n o p o u l o s , 2 0 1 1 ) . H o w e v e r , t h i s d o e s n o t a p p l y t o a l l b i o l o g i c a l m e m b r a n e s , as t h e 

A p H i s q u i t e s i g n i f i c a n t i n c h l o r o p l a s t s . I f t h e e x a c t v a l u e s o f t h e m i t o c h o n d r i a l A T P / A D P r a t i o 

a r e k n o w n a l o n g w i t h t h e a b s o l u t e m e m b r a n e p o t e n t i a l m e a s u r e d i n m V , t h e y c a n b e e n t e r e d 

i n t o a n e q u a t i o n ( h t t p : / / w w w . t i n y u r l . c o m / E r e v - e s t i m a t o r ) t o d e t e r m i n e i f A A C a n d A T P 

s y n t h a s e a r e o p e r a t i n g i n t h e f o r w a r d o r r e v e r s e m o d e s ( C h i n o p o l o u s e t a l . , 2 0 1 0 ) . 

E r e v ATPase ( b l a c k triangles); E r e v ^UT ( w n i t e triangles), mV 

Figure 17: Computational estimations of the boundaries that dictate if the ATP synthase 

or AAC will operate in the forward or reverse mode. T h e f o r w a r d m o d e i s d e f i n e d as w h e n 

t h e A T P s y n t h a s e g e n e r a t e s A T P a n d w h e n t h e A A C e x c h a n g e s m i t o c h o n d r i a l A T P f o r 

c y t o s o l i c A D P . T h e Y - a x i s i n d i c a t e s t h e r a t i o o f A T P / A D P i n s i d e t h e m i t o c h o n d r i a l m a t r i x , 

w h i l e t h e X - a x i s r e p r e s e n t s t h e A ^ m . ( A ) T h e r e g i o n w h e r e t h e A T P s y n t h a s e a n d A A C f u n c t i o n 

i n t h e f o r w a r d m o d e . ( B ) T h e A T P s y n t h a s e w o r k s i n t h e r e v e r s e m o d e a n d A A C i n t h e f o r w a r d 

m o d e . ( C ) T h e A T P s y n t h a s e a n d A A C b o t h w o r k i n r e v e r s e m o d e . ( D ) T h e A T P s y n t h a s e 

o p e r a t e s i n f o r w a r d m o d e w h i l e A A C w o r k s i n r e v e r s e m o d e . A d a p t e d f r o m C h i n o p o u l o s , 2 0 1 1 . 

T h e p r e s e n c e o f v a r i o u s T. brucei b i o e n e r g e t i c c o m p o n e n t s a r e r e g u l a t e d b y t h e l i f e 

c y c l e s t a g e o f t h e p a r a s i t e . I n P F T. brucei, t h e r e i s c a n o n i c a l o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n 

( O X P H O S ) , w i t h r e s p i r a t o r y c o m p l e x I I I a n d I V p u m p i n g p r o t o n s t o g e n e r a t e t h e P M F . A T P 

s y n t h a s e o p e r a t e s i n t h e f o r w a r d m o d e a n d u s e s t h e P M F t o g e n e r a t e A T P i n t h e m i t o c h o n d r i a l 

m a t r i x , w h i c h i s t h e n r e d i s t r i b u t e d t o t h e c y t o s o l b y t h e f o r w a r d a c t i v i t y o f A A C . I t h a s a l s o 

b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t t h e m i t o c h o n d r i a o f P F p a r a s i t e s p r o d u c e A T P v i a s u b s t r a t e 
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p h o s p h o r y l a t i o n p a t h w a y s ( B o c h u d - A l l e m a n n & S c h n e i d e r , 2 0 0 2 ) . H o w e v e r , B F T. brucei l a c k 

r e s p i r a t o r y c o m p l e x I I I a n d I V a n d as a r e s u l t , A T P s y n t h a s e w o r k s i n t h e r e v e r s e m o d e t o 

h y d r o l y z i n g A T P t o p u m p p r o t o n s a c r o s s t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e . W h i l e i t w a s l o n g 

t h o u g h t t h a t t h e B F T. brucei m i t o c h o n d r i a w a s o n l y a n A T P - c o n s u m i n g o r g a n e l l e , t h e r e i s n o w 

g r o w i n g e v i d e n c e t h a t s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n a l s o o c c u r s i n t h i s l i f e s t a g e ( M o c h i z u k i e t a l . , 

2 0 2 0 ; Ziková, 2 0 2 3 , u n p u b l i s h e d ) . T h i s u n k n o w n a m o u n t o f m i t o c h o n d r i a l A T P s y n t h e s i z e d 

v i a s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n i s t h o u g h t t o p r o v i d e t h e s u b s t r a t e f o r t h e r e v e r s e a c t i v i t y o f t h e 

A T P s y n t h a s e . A l t h o u g h i t h a s b e e n e s t i m a t e d h o w m u c h A T P w o u l d b e r e q u i r e d t o m a i n t a i n 

t h e B F T. brucei m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l ( N a s c i m e n t o e t a l . , 2 0 2 3 ) , w e d o n o t y e t 

k n o w w h a t a r e t h e r a t e s o f m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n , t h e r a t e o f A T P h y d r o l y s i s 

b y t h e A T P s y n t h a s e , n o r t h e r a t e o r d i r e c t i o n o f A A C . H o w e v e r , r e s e a r c h o n t h i s t o p i c i s 

c u r r e n t l y o n g o i n g i n t h e l a b . 

I n s o m e r e s p e c t s , m o r e o f t h e b i o e n e r g e t i c f a c t o r s a r e k n o w n f o r d y s k i n e t o p l a s t i c 

t r y p a n o s o m e s . A l t h o u g h t h e r a t e o f m i t o c h o n d r i a l A T P i m p o r t a n d h y d r o l y s i s a r e s t i l l 

u n k n o w n , w e k n o w t h a t A A C a n d A T P s y n t h a s e b o t h f u n c t i o n i n t h e i r r e v e r s e m o d e s (Šubrtová 

e t a l . , 2 0 1 5 , Procházková e t a l . , 2 0 1 8 ) . F u r t h e r m o r e , w h i l e B F T. brucei a r e q u i t e r e s i s t a n t t o 

t h e A A C i n h i b i t o r , c a r b o x y a t r a c t y l o s i d e , d y s k i n e t o p l a s t i c s t r a i n s a r e d r a s t i c a l l y m o r e s e n s i t i v e 

t o t h e d r u g (Procházková e t a l . , 2 0 1 8 ) . P r e s u m a b l y , t h i s i s b e c a u s e d y s k i n e t o p l a s t i d s u t t e r l y 

r e l y o n A A C t o o p e r a t e i n t h e r e v e r s e m o d e t o m a i n t a i n t h e e s s e n t i a l m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e 

p o t e n t i a l . T h e r e f o r e , t h e o b s e r v e d i n t e r m e d i a t e g r o w t h p h e n o t y p e t h a t c o i n c i d e d w i t h t h e 

d e c r e a s e d m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l w h e n A S C T e x p r e s s i o n w a s f o r c i b l y i n d u c e d i n 

t h e D K 1 6 4 s t r a i n , i n d i c a t e s t h a t t h e l e v e l o f m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n m u s t b e 

k e p t t o a m i n i m u m i n d y s k i n e t o p l a s t i d s . I n f a c t , w h e n A S C T e x p r e s s i o n w a s i n d u c e d i n T. 

evansi, w h e r e t h e l e v e l s o f e n d o g e n o u s A S C T w a s a l m o s t u n d e t e c t a b l e b y w e s t e r n b l o t 

a n a l y s i s , t h e p a r a s i t e s i n i t i a l l y b e c a m e c y t o s t a t i c . S i n c e w e l o s t t h e a b i l i t y t o i n d u c e p r o t e i n 

e x p r e s s i o n i n t h i s s t r a i n , t h e A S C T T. evansi c e l l l i n e w i l l h a v e t o b e g e n e r a t e d a g a i n a n d f u r t h e r 

c h a r a c t e r i z e d . O n l y t h e n w i l l w e c o n f i r m t h a t t r i g g e r i n g h i g h e r l e v e l s o f m i t o c h o n d r i a l s u b s t r a t e 

p h o s p h o r y l a t i o n i n t h e n a t u r a l l y o c c u r r i n g d y s k i n e t o p l a s t i d s i s d e b i l i t a t i n g . E v e n t h e 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l m e a s u r e m e n t s f o r t h e A S C T D K 1 6 4 c e l l l i n e w i l l n e e d t o 

b e r e p e a t e d as t h e d r a m a t i c d e c r e a s e b e t w e e n t h e n n o n i n d u c e d A S C T c e l l l i n e a n d t h e p a r e n t a l 

D K 1 6 4 w t c e l l s w a s s u r p r i s i n g . N o r m a l l y , s u c h a n o v e r a l l d e c r e a s e w o u l d p r e d i c t a m u c h m o r e 

s e v e r e g r o w t h p h e n o t y p e , s i m i l a r t o t h a t o b s e r v e d i n t h e A S C T T. evansi c e l l l i n e . H o w e v e r , 
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t h i s c o u l d b e p a r t i a l l y e x p l a i n e d b y t h e s m a l l a m o u n t o f l e a k y A S C T e x p r e s s i o n d e t e c t e d b y 

w e s t e r n b l o t a n a l y s e i n t h e n o n i n d u c e d D K 1 6 4 A S C T c e l l l i n e . 

T h e e x c i t i n g p r e l i m i n a r y r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h i s t h e s i s s u p p o r t o u r h y p o t h e s i s t h a t 

d y s k i n e t o p l a s t i c m i t o c h o n d r i a l A T P s y n t h e s i s b y s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n m u s t b e l i m i t e d s o 

as n o t t o i n t e r r u p t t h e r a t e a n d / o r d i r e c t i o n a l i t y o f A A C . S e v e r a l f u t u r e e x p e r i m e n t s w i l l h e l p 

t o s o l i d i f y o u r i n i t i a l i n t e r p r e t a t i o n o f t h e d a t a . T o d e m o n s t r a t e t h a t A S C T o v e r e x p r e s s i o n i n 

d y s k i n e t o p l a s t i d s d o e s i n c r e a s e s u b s t r a t e p h o s p h o r y l a t i o n , a t o t a l c e l l u l a r A T P m e a s u r e m e n t 

u s i n g a k i t o r a n a n a l y t i c a l m e t h o d u s i n g m a s s s p e c t r o m e t r y c o u l d b e p e r f o r m e d . A d d i t i o n a l l y , 

t h e d y s k i n e t o p l a s t i c A S C T c e l l l i n e c a n b e t r a n s f e c t e d w i t h a l u c i f e r a s e t a r g e t e d t o t h e 

m i t o c h o n d r i o n , w h i c h c a n t h e n b e u s e d t o m o r e s e n s i t i v e l y m e a s u r e in vivo m i t o c h o n d r i a l A T P 

l e v e l s . F i n a l l y , t o m o r e a c c u r a t e l y m e a s u r e t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l o f D K 1 6 4 

A S C T c o m p a r e d t o t h e p a r e n t a l D K 1 6 4 w t , t h e O R O B O R O S i n s t r u m e n t w i t h a f l u o r i m e t e r c a n 

b e u s e d t o q u a n t i f y t h e T M R E f l u o r e s c e n c e w h e n t h e c e l l l i n e i s t i t r a t e d w i t h t h e F C C P 

i o n o p h o r e . 
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