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1 Uvod

1.1 Reaktivni formy kysliku (ROS)

Reaktivnimi formami kysliku neboli ,,ROS“ se zpravidla oznacuji modifikace
molekularniho kysliku, které vznikaji v buiice a maji schopnost reagovat s jinymi latkami.
Jejich rozsah pusobeni je pomérné Siroky (DNA, RNA, zbytky aminokyselin, proteiny,
lipidy) a mize zapficCinit patogenni zmény v burikach. Avsak pfi nizkych koncentracich jsou
nekteré ROS uziteCné z hlediska regulace bunécné proliferace, diferenciace buiky c¢i
udrzeni metabolické homeostazy. ROS muzeme rozdélit do dvou vyznamnych skupin, na

skupinu s volnym radikalem a na neradikalové reaktivni formy (Sies & Jones, 2020).

Prvni zmifiovana skupina je charakteristicka tim, Ze m4 jeden neparovy elektron, coz
ji &ini nestabilni a reaktivn&jsi nez neradikalové ROS. Radime sem napiiklad superoxid
O 2", ktery vznika pfijetim jednoho elektronu kyslikem. Je pomérné nestaly a neprochazi
pfes membrany. Superoxid je spontanné, anebo katalyticky pomoci superoxid dismutaz
pfeménén na H»>O, a slouZi jako nejvyznamnéjsi zdroj tohoto typu ROS. Mize se také
ucastnit reakci, které vedou k siln€ reaktivnim formam ROS. Naptiklad oxiduje v ramci
proteint zelezito-sirné klastry (Fe-S) a uvolfiuje vysoce reaktivni zelezo ¢i reaguje
s oxidem dusnym za vzniku peroxynitritu (Zhang et al., 2019). Dalsi pomérn€ nebezpecnou
formou reaktivniho kysliku je hydroxylovy radikal OH °. Vznik4 tzv. Fentonovou reakci,
do niz vstupuje iont kovu (napi. Fe2") s peroxidem vodiku (Koppenol & Hider, 2019). Po
svém vzniku se nespecificky slucuje s molekulami ve svém okoli a je velmi nestaly. Do
této skupiny dale spadaji radikaly peroxylu ROOe, alkoxylovy radikal RO« ¢i oxid dusnaty
NO- (Zhang et al., 2019).

Neradikalové reaktivni ROS neobsahuji volné elektrony, a proto disponuji stabilitou
s men§i reaktivitou. Témito vlastnostmi se prezentuji molekuly jako je napfiiklad
peroxynitrit ONOO-, kyselina hypochlorita HOCI ¢i peroxid vodiku H202. Jedna se
o molekulu s pomémeé dlouhou Zivotnosti, ktera je schopna oxidace proteini obsahujici
aminokyselinu cystein a vytvoreni tzv. disulfidickych mustk, jenZ mohou zménit

strukturu, funkci nebo lokalizaci daného proteinu. Zarovei je schopny difundovat skrz



membrany, a proto je v ramci buriky studovan jako mozna signalni molekula (Zhang et al.,

2019).

1.2 Vznik superoxidu

Molekula superoxidu se miiZze v buiice tvofit na riznych mistech, av§ak mitochondrie
jakozto organela, kde dochazi k bunénému dychani, je povazovana za dominantni misto
v produkei této reaktivni molekuly (Adam-Vizi, 2005). Zdroje uvadéji, ze v této organele
existuje vice néz 11 mist, kde mizeme detekovat vznik superoxidu. Nejlépe studované jsou

proteinové komplexy elektronového transportniho fetézce (Brand, 2016).

1.2.1 Elektronovy transportni retézec (Electron transport chain, ETC)

Elektronovy transportni fetézec (electron transport chain, ETC) se nachézi na vnitini
membrané mitochondrie a skrze né prochazejici elektrony putuji az k jejich akceptoru
neboli molekule kysliku (Obr.1). Tomuto procesu se obecné fika bunécné dychani. ETC je
slozen ze Ctyt proteinovych komplexi, jenz umoziuji elektronim postupny prichod az ke
kysliku, molekule snejvyssi afinitou pro elektrony, a tudiz snejvy$Sim redoxnim
potencialem. Energie, ktera je pfi tomto dé€ji postupné uvoliiovana je vyuzita k , praci®, a to
k precCerpani protonli pfes vnitini mitochondrialni membrany a vytvofeni protonového
gradientu. Ten je klicovy pro vznik ATP pomoci FoF1-ATP syntazy, kterd umoziuje vstup
protond zpét do mitochondrialniho matrixu po sméru jejich koncentracniho gradientu.

Celému tomuto procesu se fika oxidativni fosforylace (Sousa et al., 2018).

Elektrony do ETC mohou vstoupit pomoci nékolika proteinovych komplext
¢i enzymu. Jedna z moznosti je pomoci pienaSeCe NADH, ktery je redukovan v matrixu
mitochondrie fadou NADH-zavislych reakci. Tento kofaktor se vaze na komplex I
(NADH: ubichinon oxidoreduktaza), kde je oxidovan zpét na NAD*. Uvolnéné elektrony
jsou preneseny fadou redoxnich reakci komplexu I na koenzym Q (ubichinon), ¢imz se
redukuje na ubichinol. Dalsim moznym vstupem elektroni do ETC je komplex II
(sukcinatdehydrogenaza), ktery oxiduje sukcinat (meziprodukt Krebsova cyklu)
na fumarat, pficemz jsou uvolnéné elektrony opét predany ubichinonu. Komplex III
(ubichinol: cytochrom c¢ oxidoreduktaza) si prebere elektrony zubichinolu a preda je

na jednoelektronovy prenaseC cytochrom c. Cytochrom c je protein ukotveny smérem



do mezimembranového prostoru a funguje jako prenaseC elektroni mezi komplexem III
a komplexem IV (cytochrom c¢ oxiddza). Ten béhem oxidace cytochromu c pfesouva
elektrony na kyslik, ktery je v této kaskadeé konecnym akceptorem. Jeho nasledna redukce

déava vzniknout molekuldm vody (Zhao et al., 2019).
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Obr.1: Schéma elektronového transportniho retézce (E1C), (prevzato z Li et al., 2013)

1.2.2 Produkce superoxidu na komplexu I

Hlavnimi misty produkce ROS v elektronovém transportnim fetézci je komplex I
a komplex III (Lenaz, 2001). V ramci toku energie na vnitini membrané mitochondrie jsou
idealné predany ctyfi elektrony na O, ktery je timto zptisobem redukovan na neskodnou
vodu. Muze ale dojit k situaci, kdy jsou elektrony béhem svého toku uvolnény predCasné
a davaji tak vzniknout superoxidovému radikalu (Unik jednoho elektronu) ¢i peroxidu
vodiku (Gnik dvou elektront) (Beckman & Ames, 2006). Pokles nebo narist produkce ROS
zavisi na vice aspektech, ale obecné lze fici, ze zpomaleni toku elektrond, zvySeni
koncentrace kysliku nebo jakékoliv mutace v ETC komplexech zapfticitiuje vy§si hodnoty

ROS (Brand, 2016).

Na komplexu I se nachézeji pravdépodobné dvé hlavni mista, ktera jsou spjata

s produkci superoxidu. Jedna se o FMN (flavin mononukleotid), ktery pfichdzi do styku
3



s NADH a tuto molekulu oxiduje. Uvolnéné elektrony bud’ pokracuji v normalnim sméru
pres redoxni centra komplexu I nebo s pomoci FMN reaguji s molekularnim kyslikem.

Vznikly superoxid je uvolfiovan do matrixu mitochondrie (Kussmaul & Hirst, 2006).

Za druhé misto produkujici superoxidovy radikdl na komplexu I je povazovano
vazebné misto pro koenzym Q. To se nachazi na vnitfni strané membrany, a proto je

1 v tomto pfipadé superoxid uvoliiovan do vnitiniho prostfedi mitochondrie (Brand, 2016).

1.2.3 Produkce superoxidu na komplexu IIT

Komplex III je tvofen né&kolika podjednotkami a za ty nejvyznamnéjsi jsou
povazovany tyto tfi: hemovy cytochrom b, cytochrom c¢; a Rieskeho Fe-S protein.
Superoxidovy radikal je tvoren v Q, misté, tedy tam, kde probihd oxidace ubichonolu
na ubichinon. Poté co pfinese ubichinol na komplex IIl dva elektrony, je v Qo misté
oxidovan a tim se spousti protonmotivni Q-cyklus. Elektrony jsou rozdéleny a kazdy je
poslan rozdilnou drdhou. Prvni vstupuje do Rieskeho Fe-S komplexu a pfes cytochrom ci
se dostava na prenasSeC cytochrom c, ktery dokaze pojmout a prenést jen jeden elektron.
Druhy elektron prochézi pres cytochrom b, obsahujici dvé hemové skupiny, do druhého
vazebného mista ubichinonu Qi. Zde tento druhy elektron, ktery se nepfenasi na komplex
IV, redukuje ubichinon za vzniku semichinonu. V tomto bod¢ pfichazi na komplex III nova
molekula ubichinolu vazajici se na Qo misto. Elektrony jsou opét rozdéleny a pokracuji
kazdy svou vlastni drahou v opakujicim se cyklu. Druhy elektron redukuje (spolecné
sdvéma protony zmatrixu) jiz vznikly semichinon na ubichinol v Q; misté

(Bleier & Drose, 2013).

Zprvu nebylo jasné, zda se superoxidovy radikal tvoii v Qo ¢i Qi misté. Proto bylo
provedeno nékolik studii, které pomoci specifickych inhibitortt vyhodnotily, Ze produkce
probiha na Q.. Napfiklad, kdyz byl pouzit antimycin A k zablokovani Q; mista, doslo
k hromadéni semichinonu a k nasledné redukci Oz na superoxidovy radikal. To vedlo
k vy$§im naméfenym hodnotam tohoto radikalu. V opacném piipadé bylo inhibovano Q,
misto, napt. myxothiazolem, coz mélo za nasledek pokles superoxidu (Muller et al., 2003).
Dusledek produkce superoxidu na Q, misté je v tom, ze superoxid (a ztoho odvozeny
H,0,), vznika na stran€ mezimembranového prostoru. Molekula H,O» miize vyuzit poriny

nachazejici se ve vn€jsi mitochondrialni membrané a snadnéji proniknout do cytosolu. Tyto



molekuly jsou pak relevantni pro roli ROS jako ,.druhych posli“ pii bunécné redoxni

signalizaci (Bleier & Drose, 2013).

1.3 Detoxifikace superoxidu pomoci superoxid dismutazy

Superoxid je nestala molekula s kratkou zivotnosti. Bud' se samovolné preméni
na H>O; nebo je na tuto latku pfeménén pomoci enzymu superoxid dismutdza (SOD)

v reakci zvané dismutace (Fridovich, 1997).

20, +2H" - H,0, + O, [1]

Tento enzym se vyskytuje v kazdé eukaryotni bunice a chrani dany organismus pted
reaktivnimi formami kysliku. V organismech se nachazi na vicero mistech a pomaha také

regulovat hladiny ROS molekul (Wang et al.,2018).

Soucasti superoxid dismutaz jsou piechodné kovy, na zakladé kterych mazeme tyto
enzymy rozdélit do ¢tyt skupin: FeSOD, MnSOD, Cu,Zn-SOD a NiSOD. Prvni jmenovany
typ superoxid dismutazy nalezneme u eukaryotickych bunék v chloroplastech. MnSOD se
vyskytuje v mitochondriich a peroxisomech, Cu,Zn-SOD v cytoplasmé a extracelularnim

prostoru. NiSOD je nedavno objevena forma u Streptomyces (Abreu & Cabelli, 2010).

Aktivita superoxid dismutaz pfimo ovliviiyje 1 signalni drahy v buriice. Reguluje totiz

mnozstvi peroxidu vodiku, ktery mize slouzit jako signalni molekula (Wang et al.,2018).

1.4 Peroxid vodiku (H203)

H>0: je bézné produkovana molekula v burikach a jeji vznik je pozorovan na riznych
mistech. Uvolfiuyje se naptiklad transmembranovymi NADPH oxiddzami, elektronovym
transportnim fetézcem, reakcemi v peroxisomech ¢i pomoci superoxid dismutaz. Pokud se
jeho koncentrace pohybuje ve fyziologickych hodnotach, nepfedstavuje riziko a je pro svou
stabilitu a schopnost difundovat skrz membrany, vyuzivan jako signalni molekula v redoxni
signalizaci. H>O, reaguje nejCastéji s cysteiny ve specifickych bilkovinach, u kterych

oxiduje thiolat (S°) na sulfenat (SO”) nebo dokonce na disulfid (S-S). To m4 za nasledek



zmeénu aktivity, funkce, struktury nebo lokalizace proteinu, coz spousti dalsi bunécné
procesy (diferenciaci, proliferaci atd.). Tyto signalni drahy jsou pomérné vysoce specifické,
jelikoz rychlost reakce zavisi na konkrétni bilkoviné a prostiedi. To poskytuje zaklad
pro selektivitu H,O2 v redoxni signalizaci. V pfipadé nadprodukce této ROS molekuly
muze oxidaci dochazet k nezvratnému poskozeni proteint a lipidd, coz muaze vést az

k bunécné smrti (Sies & Jones, 2020).

1.4.1 Redukce H202 pomoci enzymu

Burka si vyvinula obranné mechanismy, aby mohla v ptipadé potreby eliminovat H>O».
Jedna se o specialni enzymy s katalytickou funkci. Patfi sem naptiklad katalaza, ktera je
pritomna v téméf vSech aerobnich organismech a dokaze rozlozit dvé molekuly H>O»
najeden kyslik a dvé vody (Nandi et al., 2019). Dalsim dilezitym enzymem
s antioxida¢nimi schopnostmi je glutathion peroxidaza. Jeji ulohou je redukovat peroxid
vodiku a hydroperoxidy lipidi. Je charakterizovana jako peroxidaza vyskytujici se
v cytoplazmé a v mitochondriich, pro kterou je typickd pfitomnost aminokyseliny
selenocystein (Handy & Loscalzo, 2022). H,O; nemusi byt peroxiddzami redukovan jen
na neSkodné molekuly. Pro nékteré enzymy, jako je naptiklad myeloperoxidaza, je zdrojem
pro syntézu sloucenin, které pak burika vyuziva pfi obrané proti patogenim. Dal§im typem

detoxifikacnich enzymi jsou tzv. peroxiredoxiny (Winterbourn et al., 2016).

1.5 ROS jako signalni molekuly

Velké mnozstvi d€ja probihajicich v bunkach je ovliviiovano redoxni signalizaci,
ve které figuruji ROS molekuly. Jednotlivé signalni drahy pak vytvareji slozité sité. Ty jsou
Casto navzajem propojeny a maji Sirokou Skalu ptusobeni (Forrester et al., 2018). Jak jiz
bylo feceno vyse, redoxni signalizace pfevazné piisobi na proteiny/enzymy. Jejich oxidaci
muze dojit ke zmeéné aktivity ¢i funkce, coz spousti celou kaskadu reakci. Napiiklad bylo
zjisténo, ze ROS molekuly ovliviiuji oligomerizaci peroxiredoxinu II, jenz se ucastni
regulace replikace DNA. Pii nizkych hodnotaich ROS se nachéazi peroxiredoxin II
v oligomerické forme a vaze se na protein Timeless urychlujici replikacni vidlici. Pokud
vsak dojde k nartstu koncentrace ROS, peroxiredoxin II se diky svému zvySenému
oxidacnimu statusu nemuze sbalit do oligomeru. Oddali se tedy od chromatinu a tim

zpusobi disociaci proteinu Timeless. Nasledné dojde ke zpomaleni replikacni vidlice, coz
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ma vliv na celkovy proces replikace (Somyajit et al., 2017). Dalsim ptikladem popisujicim
ucinky ROS na své okoli, je oxidace glykolytického enzymu glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy (GAPDH). Pti vysSich koncentracich ROS méni oxidovana forma GADPH
svou lokalizaci z cytosolu do jadra, kde se podili na opravé DNA (Sirover, 2018). Redoxni
signalizace je dulezita i v regulaci iontovych kanalti na plazmatické membrané ¢i jako
odezva na nadbytek nebo nedostatek zivin (Sahoo et al., 2014). ROS mohou mit vyznamny
vliv 1 na mitochondrie, zejména prostiednictvim oxidace enzymu obsahujici Fe-S klastry.
Superoxidovy radikal je k témto proteinim siln€ pfitahovan a muze zpusobit zménu
aktivity komplext, jenz maji tyto klastry ve své struktufe. Jelikoz se jedna o komplexy I, I
a III dychaciho fetézce, maji ROS efekt na aktivitu ETC a s nim spojenou oxidativni
fosforylaci (Sies & Jones, 2020). ROS hraji roli 1 v tzv. retrogradni signalizaci, pii které
dochazi k informovani jadra o stavu mitochondrie pfimo ztéto organely. Tento typ
signalizace muze vést az ke zméné typu buriky, ¢i jejiho ptipadného odstranéni apoptdzou

(Frank et al., 2012).

1.5.1 ROS a diferenciace Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei je jednobunécny parazit, ktery postihuje savce, vcetné cloveka.
Vyskytuje se prevazné v oblasti subsaharské Afriky a jeho prenaseCem je moucha tse-tse.
V ramci svého zivotniho cyklu tedy stfida sav¢iho a hmyziho hostitele. Cyklus zacina, kdyz
moucha tse-tse nasaje krev z infikovaného jedince. Prvok se tak dostava do jejich stiev, kde
zustava po urcitou dobu v tzv. procyklické forme (PCF). Nasleduje stadium epimastigota
(EMF) a jeho pfesun z traviciho ustroji smérem do epitelu slinnych zlaz. Jakmile prvok
obsadi slinné zlazy mouchy, pfechazi do metacyklického infekéniho stadia a pii dalSim
bodnuti je, spoleCné s obsahem slinnych zlaz, vpraven do krevniho obéhu hostitele. Zde
se diferencuje do dalsiho vyvojového stadia tzv. krevni formy (bloodstream form, BSF).
Béhem tohoto slozitého cyklu je parazit konfrontovan velice rozdilnym prostfedim (krevni
ob¢h savce versus stfevo mouchy), které se 1isi svym chemickym slozenim, teplotou a pH.
Parazit se dokaze t€émto riznym podminkam pfizpasobit a z toho divodu se jeho jednotliva
stadia od sebe navzajem lisi napfiklad genovou expresi, metabolismem a celkovou stavbou

buiky (Ponte-Sucre, 2016).

1. brucei obsahuje pouze jednu mitochondrii, kterd prochazi pti bunécné diferenciaci

parazita vyraznou zmeénou jak ve své struktufe, tak v metabolismu (Zikova, 2022).



Pro hmyzi stadia je typicka mitochondrie retikulovana a metabolicky aktivni. Oproti tomu
mitochondrie sav¢i formy je tubularni a metabolicky méné aktivni. Jak k t€émto zménam
dochazi a co je spousti a tidi je otazkou aktudlniho vyzkumu. Cestu k tomuto vyzkumu
oteviela moznost provést bunéénou diferenciaci trypanozom v kultufe, a to pomoci fizené
indukce exprese RNA binding proteinu 6 (Kolev et al., 2012). Indukce tohoto proteinu
spusti v burice trypanozom diferenciaci z procyklického stadia pres epimastigotni
az k infen¢nim metacyklikiim pfipravenym pro vstup do savcéiho hostitele. Nase laborator
pii studiu této diferenciace ukazala, ze zmény v aktivité mitochondrie jsou doprovazeny
produkci ROS molekul, které slouzi jako signaly fidici bunéénou diferenciaci (Dolezelova
et al., 2020). Zatim ale neni jasné, jak je signal pfenasen z mitochondrie do zbytku buriky
a jakym zpusobem mitochondrialni ROS ovliviiuji diferenciaci trypanosom. K feSeni
tohoto problému by mohl slouzit systém zalozeny na fizené produkci H>O; v Casti buiky
¢i organely, kterou si sami zvolime. Cilené produkce H>O2 molekul 1ze dosahnout pomoci
enzymu D-amino oxiddza, ktery se za normalnich okolnosti v buiice trypanozom
nevyskytuje a ktery po pfidani D-amino kyselin (napt. D-alaninu) fizené produkuje H202
(Waldeck-Weiermair et al., 2021).

1.6 D-amino oxidaza (DAO)

Oxidaza D-aminokyselin (DAAO) je flavoenzym obsahujici FAD (Flavin adenin
dinukleotid), ktery s absolutni stereoselektivitou katalyzuje oxidativni deaminaci vSech

piirodnich D-aminokyselin (Ferencik & Skarka, 2000; Waldeck-Weiermair et al., 2021).

Studie ukazaly, ze se tento enzym vyskytuje, vyjma rostlin, u vétsSiny eukaryotickych
organismu (Pollegioni et al., 2007). Fyziologicka tloha enzymu byla dlouho diskutovana,
zejména proto, ze hladiny D-aminokyselin byly sotva zjistitelné a jejich pfitomnost
v mnoha tkanich byla zpochybriovana. AvSak diky zdokonalenym analytickym metodam
byly detekovany hladiny D-aminokyselin, a to otevielo cestu k identifikaci specifickych
fyziologickych roli D-aminokyselin a k navrhu kli¢ové role DAAO v fizeni bunécného

metabolismu (Fuchs et al., 2005).

DAO katalyzuje oxidaci D-aminokyselin na a-ketokyseliny a souCasné je z reakce
uvolniovan amoniak a H>2O». FAD puisobi u tohoto enzymu jako kofaktor a je tedy klicovy

pro aktivaci jeho funkce (Obr.2) (Waldeck-Weiermair et al., 2021).
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Obr. 2: Oxidacni deaminace D-aminokyseliny enzymem DAQO (Boreggio et al., 2022)

DAO se da vyuzit 1 v genetickém inzenyrstvi, kdy je mozné vytvofit bunécnou linii
exprimujici vysoké hladiny tohoto enzymu. Po pfidani D-aminokyseliny se mize spustit
fizena produkce H>O>. Tento vyjimecny nastroj byl jiz vyuzit i v nékolika studiich
pro produkci H»O> v bunikach. Prikladem mize byt zkoumani fosforylacnich drah
ve vaskularnich endotelialnich burikach a jejich reakce na H»O.. V buikdch byly
porovnavany signalni odpovédi, kdyz byl H,O, ptfidavan zvnéjSku, anebo kdyz byl
produkovan samotnou butikou pomoci DAO zacilené do cytosolu a jadra. Pozornost byla
pfevazné soustfedéna na znamé proteiny kinazy Akt, AMPK a eNOS, které jsou soucasti
fosforylacni signalni drahy a reaguji na signalni molekuly typu H20». Aktivita kinaz se
lisila podle toho, zda byl H>O» pfidavan exogenné do kultury ¢i produkovan endogenné

v burice pomoci DAO (Saeedi Saravi et al., 2020).

V dal$i studii se zabyvali otazkou ohledné prostupnosti H>O» pres mitochondrialni
membranu. I kdyz je H»O, membranou prostupny, neni jisté, zda H>O» vytvorfeny
v mitochondrialni matrix, je schopen tuto organelu opustit a ovlivnit proteiny v cytosolu.
Béhem experimenti byla DAO v sav¢ich burikach zacilena do mitochondrialni matrix
a do mitochondridlniho mezibunéného prostoru. K detekci piipadnych unikajicich
molekul H>0; z mitochondrie slouzila fluorescencni sonda HyPer7 umisténa v cytosolu.
Po aktivaci DAO v matrix mitochondrie pomoci substratu D-alaninu nebyl v cytosolu
zaznamenan zadny signal. Signal byl zachycen pouze v pfipade, kdy byla snizena
detoxifikacni schopnost mitochondrie. Z toho vyplyva, ze H20> molekuly mohou

prostoupit pies vnitini mitochondrialni membranu, ale zda to ud¢laji zalezi na schopnosti
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organely tyto molekuly odbouravat. Tudiz reakce ovliviiuje rovnovaha mezi produkci
a odbouravanim ROS, a to je cesta, kterou bunika mize zvolit v piipadé vyuziti ROS jako

signalnich molekul (Pak et al., 2020).

V této praci jsme se rozhodli zavést DAO do bun€k 7rypanosoma brucei za icelem
kontrolované produkce H>O, v mitochondrii a cytosolu. Hlavnim cilem pozorovani bude
vliv mitochondridlnich a cytosolickych ROS na bunécnou diferenciaci trypanosom
u parentalnich linii (29-13) a posléze u bunék s indukovanou expresi RNA binding proteinu

6, tedy u téch, které prochazeji diferenciaci (Dolezelova et al., 2020).
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2 Cile prace

e Zaklonovat DAO do expresniho plazmidu pHD 13-44

e Vytvofit transgenni linii 7. brucei s moznosti spustit indukci exprese cytosolické a

mitochondrialni DAO
e Overit expresi obou forem DAO

e Indukovat produkci ROS pomoci D-alaninu
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3 Materialy a metody

3.1 Kaultivace bunék Trypanosoma brucei

Bunky byly uchovavany v bezglukézovém médiu SDM-80 s 10% FBS (fetalni
hovézi sérum), ke kterému byl piidavan N-Acetyl-D-glucosamine (Sigma #A3286), jehoz
schopnosti je blokovat transport zbyvajici glukdézy z FBS do vnitiniho prostfedi bunék.
K parentalni linii 29-13 byla pfidavana antibiotika geneticin G-418 (22 uM) a hygromycin
(44uM). K linii RBP6, ve které jsme schopni spustit buné€nou diferenciaci pomoci indukce

exprese RBP6, byl navic, krom¢ jiz zminénych, pfidavan phleomycin (1,65uM).
3.2 Navrzeni primeru

Designovani a zhotoveni primert probihalo v programu Geneious. Celkové byly
navrzeny dva typy forward primeri a jeden reverse primer pro zacileni DAO
do mitochondrie a cytosolu. Soucasti vSech primerd byla homologni sekvence
k pavodnimu plazmidu. Za homologni sekvenci byla pfidana restrikéni mista BamHI
a HindIII z divodu planovaného klonovani do plazmidu pHD13-44. Restrikcni enzymy
byly schopné v téchto mistech DNA specificky nastfihnout. Forward primer pro DAO
s lokalizaci do mitochondrie mél navic ISCU sekvenci, ktera je pouzivana, jako targetovaci
sekvence do mitochondrie (Mach et al,, 2013). Do reverse primeru byl pfidan tzv.
FLAG - tag, sekvence nukleotidi kodujici kratky peptid, jenz slouzi k imunodetekci
proteinti pomoci komer¢ni protilatky (blize popsano v kapitole Western Blot analyza).
V ramci vSech primert byly na 5’konec pfidany tfi nahodné nukleotidy, které usnadnily

nasednuti restrikénich enzymu na specifické misto.
3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Sekvence pro D-amino oxidazu byla amplifikovana pomoci polymerazoveé retézové
reakce. Jako templat DNA slouzil kodon-optimalizovany plazmid pUC57 DAO. Do reakéni
smési byla dale piidana termostabilni AccuPrime™ 7ag DNA polymeraza,
10 X AccuPrime™ PCR pufr I a posledni slozku predstavovaly reverse a forward primery,

viz tabulka ¢. L.
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1ab. I: Primery pouZzité pri PCR reakci

Nazev primeru

Kod primeru

Reverse
Fw mitochondrie

Fw cytosol

AZ1677

AZ1676

AZ1675

Primery se pfichytily na DNA na zaklad€é komplementarity, umoznily nasednou Taq

DNA polymeraze na vlakno a zaroven vymezily usek, jenz byl pomoci PCR namnozen.

Kvili nutnosti oddélit forward primer s lokalizaci do mitochondrie, forward primer

s lokalizaci do cytosolu a vzorek pro kontrolu, byly jednotlivé reakce s celkovym objemem

50 ul napipetovany do tii zkumavek. Pro zpfehlednéni jsou vSechny reakéni smési a objemy

jednotlivych slozek uvedeny v tabulce €. I1.

1ab. 11: Slozeni a objemy PCR reakci

Slozka Negativni vzorek mt DAO cyt DAO
Mili — Q voda 41 wl 38,2 ul 38,2 ul
10 x Pufr I S5ul S5ul 5ul
Reverse primer 1 ul 1 ul 1wl
(10mM)
Fw primer 1 ul 1 ul 1wl
(10mM)
AccuPrime ™ Tagq 2wl 2wl 2ul
DNA polymeraza
Templat >< 2,8 ul 2,8 ul

PCR reakce probihala v pfistroji termocykler, u kterého je mozné zvolit optimalni teploty

pro denaturaci, nasednuti primerd a syntézu DNA. Nejprve byly nastaveny hodnoty

pro pocatecni denaturaci na 94 °C a 2 minuty. Nasledoval krok samotné denaturace,

pfi které se dvousroubovice diky vysokym teplotam rozvolnila na jednotetézcova vlakna



a umoznila tak v dalsim kroku pfi nizsich teplotach nasednout primerim. Diky nim mohla
DNA polymeraza, pti opétovném zvysSeni teplot, zapocit syntézu DNA. Hodnoty, které byly

nastaveny pro jednotlivé faze jsou uvedeny v tabulce ¢. 111

Tab. I1I: Hodnoty nastavené na termocykleru

v

Faze Cas Teplota
Denaturace 30 sekund 94 °C
Nasednuti primert 30 sekund 58 °C
Extenze 1 min. 20 sekund 68 °C

Pro dostate¢né namnozeni sekvence D-amino oxidazy prosly tyto tii faze 35 cykly. Uplné
dokonceni PCR reakce probehlo béhem terminalni extenze v 5 minutach pii 68 °C. Pomoci

elektroforetické analyzy byla ovéfena uspéSnost PCR reakce.

Vzorky zPCR reakce byly precistény pomoci GenElute PCR Clean-up kitu
a to nasledujicim postupem. Kolonka zachytavajici DNA byla promyta 500 ul Column
Preparation Solution. Dale byl pfipraven roztok smichanim 250 pl Binding Solution a 50 pl
PCR reakce (lobjem PCR reakce na 5 objemt Binding solution), ktery byl presunut
na kolonku a centrifugovan. Pridanim 500 pl Wash Solution a opétovnou centrifugaci byla
DNA zbavena piipadnych necistot. Po té€chto krocich byla kolonka se zachycenou DNA
premisténa do nové zkumavky a pomoci 50 pl Elution Solution (65 °C) vymyta. Cistota

a koncentrace DNA roztoku byla méfena na spektrofotometru Nanodrop.
3.4 Elektroforeticka analyza

V prvnim kroku byl pfipraven 1% agaro6zovy gel rozpusténim 0,8g agardzy v 80 ml
TAE pufru (40 mM Tris ultrapure, 20 mM kyselina octova, 2 mM EDTA). Poté bylo
pfidano 1,5 pl ethidium bromidu (394,3 g/mol), ktery umoznil pozd&jsi vizualizaci vzorka.
Na ztuhly gel byl napipetovan marker (GeneRuler ™ 1 kb Plus DNA Ladder) a pozadované
mnozstvi vzorkd s michanych s nanasecim pufrem 10X DNA loading dye (Mili-Q voda,
glycerol 39%, SDS 0,5%, EDTA 10 mM, 0,1% xylene cyanol). Elektroforeticka vana byla

zapojena do zdroje, tak aby vzorky lezely blize ke katodé¢ a mohly migrovat smérem
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ke kladnému néboji, tedy k anod€. Pfistroj byl nastaven na 90 V, 40 minut. Po ub&hnuti

daného Casu, byly vzorky vizualizovany na ChemiDoc (BIO-RAD).

3.5 Restrikéni analyza

Nukleové kyseliny mohou byt St€peny pomoci restrikénich enzyma. Vsechny typy
téchto enzyma funguji na podobném mechanismu rozpoznavajici kratkou sekvenci
nukleotidi. Vétsinou se jedna o palindromatickou sekvenci a pokud na takovou narazi,
zacnou v tomto misté Stépit fosfodiesterovou vazbu. V této préci byly vyuzity enzymy
HindIIl a BamHI za tcelem zaklonovani mt DAO a cyt DAO do pHD 13-44 plazmidu.
Dale byl pouzit enzym Notl, ktery rozstiihl finalni plazmid pHD 13-44 se zaklonovanou
mt DAO a cyt DAO ve specifickém misté a ten mohl byt posléze v linearizované podobé

zaclenén do genetické informace 7rypanosoma brucei.

Komponenty potiebné k restrikéni reakci (restrikéni enzym, puft, plazmidova DNA
a Mili-Q voda) byly smichany ve zkumavce a ponechany po urcitou dobu (zalezelo

na experimentu) v nahfivacim bloku pii 37 °C.

Do reakce plazmidu pHD 13-44 s mt DAO fragmentem byly pfidany 2 ul enzymu
Notl, 25 ul 10 X FD pufru, 130 ul plazmidové DNA (362 ng/ul) a 93 pl Mili-Q vody.
Pro druhou reakci plazmidu pHD 13-44 scyt DAO fragmentem byly smichany 2 pl
enzymu Notl, 25 pl 10 X FD pufru, 120 ul plazmidové DNA (375 ng/ul) a 103 pl Mili-Q
vody. U obou reakci byl celkovy objem 250 pl.

3.6 Extrakce DNA fragmenti z gelu

Po naneseni stfizenych vzork(i na gel a spusténi elektroforetické analyzy byly
sledované vzorky rozdéleny podle velikosti. Poté doslo k vizualizaci fragmenti pomoci UV

zateni, vyfiznuti z gelu a nasledné precisténi gelu.

Celkové byly z gelu vyfiznuty tfi vzorky (linearizovany palzmid pHD 13-44,
fragmenty pro cyt DAO a mt DAO), ke kterym byl pfidan solubilizaéni roztok podle

nasleduji rovnice:
Vaha gelu [mg] * 3 = x ul solubilizacniho roztoku [2]
pHD 13-44: 79 mg * 3 = 237 pl solubilizacniho roztoku
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cyt DAO: 159 mg * 3 = 477 ul solubiliza¢niho roztoku

mt DAO: 184 mg * 3 = 552 pl solubilizacniho roztoku

Zatimco se vzorky inkubovaly (10 minut, 55 °C), byly pfipraveny 500 pl Preparation
Solution kolonky pro navazani DNA. Kdyz byl gel fadné rozpustén, pfidalo se do smési
takové mnozstvi isopropanolu, jaka byla samotna hmotnost gelu. Pfemisténim vzorku
na kolonky a stoenim po dobu 1 minuty, 12 000 x g bylo dosazeno navazani DNA na filtr.
Poté se pokracovalo s promytim pomoci 700 pul Wash Solution a premisténim kolonek
do novych zkumavek, kam bylo pfidano 50 ul elucniho roztoku (65 °C). Po stoceni byla

meéfena Cistota a koncentrace vzorkd na pristroji Nanodrop.

3.7 Ligace inzertu s plazmidem

Do reakce byl pfidan vektor (plazmid pHD 13-44) o délce 5060 bp, linearizovany
enzymy BamHI a HindlIll, sinzerty pro cyt DAO o délce 1132 bp nebo mt DAO
o velikosti 1207 bp. Do reakce bylo pfidané takové mnozstvi inzertu a vektoru, aby byl
dodrzen moléarni pomér inzert ku vektoru 3:1. Jednotlivé komponenty pouzité v reakci jsou

pro zptehlednéni uvedeny v tabulce ¢.IV.

1ab. 1V: Jednotlivé kompononety v ligacni reakci

Slozka pHD 13-44 + mt DAO pHD 13-44 + cyt DAO
Vektor 3ul 3 ul
Inzert 1,8 ul 2,7 ul
10 X ligacni pufr 1wl 1wl
DNA ligaza 1wl 1wl
miliQ 32u 2,3 ul
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3.8 Transformace plazmidové DNA do bakteridlnich bunék

Tato metoda vyuziva moznosti vlozeni plazmidu do bakterii a soucasné rychlého
namnozeni tohoto insertu. K 50 pl kompetentnich bunék Escherichia coli XL-1 blue byly
pfidany 3 pl ligacni smési. Nasledovala inkubace na ledé (10-20 minut) a vlozeni vzorkd
do tepelného bloc¢ku nastaveného na 42 °C, 45 sekund. Po tepelném Soku byly buiky
presunuty na 2 minuty na led a bylo pfidano 250 ul SOC média (0,5% vytazek z kvasinek;
2% trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgSO4 x 7 H>0; 10 mM MgCl, x 6 H,O,;
20 mM glukoza). V této podobé byly buiky inkubovany 45 minut pti 37 °C. Poté byl cely
objem (300 ul) rozprostien na Petriho misku (agarova plotna s ampicilinem 270 uM)
a ponechan 12-16 hodin v tfepacim inkubatoru. Z narostlych kolonii byly vybrany

ty nejvice osamocené, s kterymi byla provedena izolace plazmidové DNA.

3.9 Izolace plazmidové DNA

Pro uspésné ziskani plazmidové DNA z bakterii . coli a zabranéni kontaminace
bylo dulezité pracovat co nejrychleji jen se sterilnimi nastroji a v blizkosti kahanu. Do
zkumavek byly napipetovany 3 ml LB média (1% trypton, 1% NaCl, 05% kvasny extrakt),
které slouzi jako idealni roztok pro rust bakterii. K nému bylo pfidano antibiotikum
ampicilin (270 pM, fedéno 1: 1000). Sterilni Spickou byl odebran vzorek z predem vybrané
kolonie bakterii. Kultivace bakterii v LB médiu probihala v rozmezi 14-16 hodin. Nasledné
byla provedena izolace plazmidové DNA s vyuzitim miniprep kitu (GenElute ™ Plasmid

Miniprep kit).

Obsah zkumavky (3 ml) byl stocen na 12 000 x g, 1 minutu, 25 °C a vznikly pelet
byl rozpustén v 200 pl resuspendacniho roztoku. Poté byl pfidan lyzacni roztok 200 pl,
po doporucené dob€ plisobeni (optimum 3 minuty) neutralizacni pufr 350 pl a nakonec bylo
v§e stoceno na 1200 g x, 10 minut. Na kolonku pfecisténou 500 pul Column Preparation
Solution byl napipetovan supernatant, a aby doslo k odd¢€leni tekuté a pevné slozky, byl
vzorek centrifugovan. Pomoci Wash solution 1 a Wash solution 2 byly zachycené plazmidy
promyty a nasledné pfemistény do nové zkumavky. V konecném kroku byla zkumavka
po pridani 50 ul Elution Solution stofena na 12 000 x g, 1 minutu pii 25 °C. U takto

zhotovenych vzorkt probéhlo méfeni koncentrace pomoci spektrofotometru Nanodrop.
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3.10 Ethanolova precipitace

Pomoci ethanolu byl pfeci§tén linearizovany plazmid pHD13-44 s fragmentem
cyt DAO nebo mt DAO. K vzorkiim byl pfidan 3 M NaOAc (0,2 V ze vzorku), pH= 5.
Poté 2 V vychlazeného 96% ethanolu a nésledné€ byla smés premisténa na 30 minut
do —80 °C. Po uplynulé dobé bylo vSe stoeno na maximum otacek pti 4 °C, 20 minut.
Vznikly pelet byl resuspendovan v 70% vychlazeném ethanolu a nechal se opét tocit
v centrifuze na maximum otacek, 15 minut pifi 4 °C. Zbyvalo uz jen odsat veskery

supernatant, vysusit pelet pouhym otevienim vicka zkumavky po dobu 15-30 minut

3.11 Transfekce plazmidu pHD 13-44 do bunék Trypanosoma brucei

V této metodé bylo manipulovano s DNA v linearizované podob¢, aby mohla byt

snaze zaclenéna pomoci homologni rekombinace do genomu 7rypanosoma brucei.

Celkem bylo odebrano 1 x 10® bunék 7. brucei, které byly po pieneseni do sterilnich
zkumavek stoceny na 1300 g x, 4 °C, 10 minut. Pelet byl promyt v 10 ml vychlazeného
PBS-G (1x 10 x PBS, 6mM glukéza, miliQ) a centrifugovan 10 minut, 1300 x g, 4 °C.
V mezicase bylo ptipraveno 100 ul AMAXA Human T-cell roztoku smichanim 81,8 pl
Human T-cell nucleofactor a 18,2 ul Supplement. Pelet bunék byl vtomto roztoku
resuspendovan a cely objem (100 pl) byl pfidan k nastipané a precisténé plazmidové DNA
(10-12 ug) v kyveté. Samotna elektroporace probéhla v AMAXA pfistroji nastaveném
na program X-014. Buinky byly v ramci kratkého cCasového intervalu vystaveny
elektrickému napéti, béhem kterého doslo k vétsi propustnosti membran a vtazeni cizorodé
DNA (plazmidu) dovnitf buriky. Nasledné byl obsah kyvety resuspendovan v 6 ml média
(SDM-80 + 10% FBS) bez antibiotik a inkubovan 16-18 hodin. Po uplynulé dobé bylo
k inkubovanym buikam ptidano dal§ich 6 ml média se selekénim antibiotikem (Puromycin
2 uM) s 2 X vySsi koncentraci. Poté byly builky danym postupem pieneseny na 24
jamkovou desticku, kde probihala jejich kultivace. Do prvnich ¢tyt jamek v A fadku byly
pfidany 2 ml média s buikami po transfekci. Do B, C, D tadkd bylo pfidano médium
SDM 80 + 10% FBS s danymi antibiotiky a to takovym zptusobem, ze v B, C fadku bylo
celkoveé 1,5 ml a v D fadku 1 ml média. V dalSim kroku bylo pfeneseno 0,5 ml z A jamky
do B. Po peclivém promichani bylo opétovné odebrano a preneseno stejné mnozstvi

do nasleduyjiciho fadku. Timto principem byl napipetovan zbytek desticky. V ramci Ctyt
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sloupcti doslo tedy k postupnému fedéni takovym zpusobem, ze v A tadku byly buiky

nejvice koncentrované a naopak v D fadku byly nejvice nafedéné.

3.12 Western blot analyza

3.12.1 SDS gelova elektroforéza

SDS-PAGE (polyakrylamid gelova elektroforéza) metoda je zalozena na separaci
proteinti podle velikosti. Malé proteiny prochazi gelem snaze a rychleji néz velké proteiny,
které migruji smérem k anodé pomaleji. To je z velké Casti umoznéno pomoci SDS pufru,
ktery proteinovou strukturu denaturuje a optimalizuje jeji tvar pro snazsi prachod gelem.
Zaroven dodava molekulam zaporny naboj, aby mohly byt posléze piitahovany ke kladné

nabité anodé.

Pozadované mnozstvi bunék bylo centrifugovano (1500 x g, 10minut, 4 °C)
a promyto v 1 ml 1 x PBS pH= 7,4 (5 mM Na;HPO; x 12H,0, 5mM NaH,PO4 x 2H,0,
0,45 mM NaCl). Po nasledovném stoceni (1500 x g, 10 minut, 4 °C) byl pelet rozpustén
nejprve v 60 pl 1XPBS a poté bylo pfidano 30 pl 3XSDS PAGE nanaseciho pufru (SDS
6%, DTT 300 mM, TRIS-HCI pH 6,8 150 mM, 80% glycerol 30%, bromfenolova modf
0,02%). V poslednim kroku byly bunky zahiivany 7 minut pfi 97 °C a tim byly ziskany

zlyzované vzorky pfipravené pro nanaseni na gel.

Do pfedem pfipravené aparatury byl vlozen polyakrylamidovy gel (BIO-RAD,
mini-PROTEAN TGX stain free precast gel), na ktery byly naneseny 4 ul markeru
(Prestained Protein ladder) a 15 ul vzorkd. Aparatura byla po naplnéni do jedné tfetiny
10 X SDS-PAGE running pufrem (250 mM Tris ultrapure, 1,92 mM Glycin, 35 mM SDS,
d. H,0) zapojena do zdroje a spusténa na 90 V, 20 minut. Po uplynulé dob¢ se napéti zvysilo
z 90 V na 130 V a zhruba dalSich 40 minut trvalo, nez vzorky doputovaly na spodni okraj
gelu. V tento moment bylo jisté, ze se proteiny patficné rozdelily podle velikosti a dalsi

kroky Western Blot analyzy vedly k detekci sledovaného proteinu.

3.12.2 Pienos proteini na membranu a jejich vizualizace

Pro uspésny prenos proteinti z gelu na PVDF membranu byla potiebna jeji aktivace,

ktera prochazela tfemi kroky. Zapocala ponofenim membrany do methanolu (40 sekund),
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pak do destilované vody (2 minuty) a koneCnym roztokem byl 1 X Transfer pufrem
(48 mM Tris ultrapure, 39 mM glycin, 20% methanol, d. H20). Aktivovana membrana
byla vlozena do blotovaciho sendvice v nasledujicim potradi: ¢erny blotovaci plat, houba
(namocena v 1 X transfer pufru), filtracni papir (namoceny v 1 X transfer pufru), gel,
membrana, filtraCni papir, houba, Cerveny blotovaci plat. Slozeny sendvi¢ byl umistén
do aparatury na Western Blot, ktera byla naplnéna 1 X transfer pufrem a nastavena na 100

minut, 100 V.

Po dokonceni prenosu proteini byla membrana ponofena na 1 hodinu
do blokovaciho roztoku, ktery byl pfipraven rozpusténim 5 g suSeného odtucnéného mléka
v 95 ml PBS-T (ddH20, 0.05% Tween 20, 5 mM Na,HPO4 x 12H,0, 5SmM NaH>PO4 x
2H»0, 0,45 mM NaCl). Proteiny ztohoto roztoku zablokovaly nespecifickd mista
na membrané, a tim zabranily navazani protilatek na tato mista a vzniku faleSnych
vysledkd. Nasledné probéhla inkubace v roztoku mléka s primarni protilatkou. Po uplynulé
hodiné¢ byla membrana nejprve promyta v 22 ml PBS-T 15 minut. Pak byl postup
promyvani opakovan ale tentokrat ve tfech cyklech po péti minutach. Nasledovala opétovna
inkubace v roztoku mléka, ale jiz se sekundarni protilatkou a se stejnym postupem promyti.
Prehled vSech sekundarnich a primarnich protilatek pouzitych v této praci je zobrazen
v tabulce ¢. V. Na samotnou vizualizaci byl pouzit substrat ECL (BIO-RAD, Clarity
Western ECL substrate), ktery reagoval s kienovou peroxidazou navazanou na sekundarni
protilatce. To mimo jiné zplsobilo uvolnéni signalu (luminiscence), ktery byl zachycen

a vizualizovan pfistrojem ChemiDoc od firmy Bio-rad.

1ab. V: PouZzité primarni a sekundarni protilatky

Primarni protilatka Sekundarni protilatka
mysi FLAG-tag ‘ 1:1000 anti-mouse HRP ’ 1:2000
Hsp70 ‘ 1:5000 anti-mouse ‘ 1:2000
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3.13 Digitoninova subcelularni frakcionace

Tato metoda je zaloZzena na schopnosti digitoninu permeabilizovat membranu.
Timto zplisobem je mozné oddélit cytosolickou a organelarni slozku a zaroven detekovat

studovany protein.

Odebrané buriky (1x 108 buii/ml) byly centrifugovany na 1300 x g, 10 minut, 4 °C.
Vznikly pelet byl resuspendovan v 1 ml PBS a sto€en na 1300 x g, 10 minut, 4 °C. Po
odstranéni supernatantu byl pelet rozpustén v 500 ul SoTE (mili-Q H>O, 20 mM Tris-HCl
pH=7.5, 0.6 M Sorbitol, 2 mM EDTA, pH=8.0) a po pfidani 500 ul SoTE s 0,03%
digitoninem cislo 8896 (Mili-Q H»O, 20 mM Tris-HCI pH=7.5, 0.6 M Sorbitol, 2 mM
EDTA, pH=8.0, digitonin 244 pl) byly vzorky lehce promichany pfevracenim dnem vzhtru
a umistény na 5 minut na led. Po inkubaci nasledovalo stoceni na 7000 rpm, 3 minuty, 4 °C.
Ze zkumavek bylo opatrné odpipetovano prvnich 500 ul supernatantu, které predstavovaly
cytosolickou frakci a po smichani s 250 ul 3 X SDS page dye byly hotové vzorky ulozené
na led. Zbyly supernatant byl vyhozen a pelet rozpustén v 1 ml PBS. Do novych zkumavek
bylo premisténo 500 ul tohoto roztoku a k nému bylo pfidano 250 pl 3 X SDS page dye.
Takto vznikla organelarni frakce, ktera byla spoleéné s cytosolickou inkubovana
v nahfivacim bloku 7 minut pii 97 °C. Vzorky byly poté zpracovany pomoci Western Blot
analyzy (viz. vySe) a vyhodnoceny pfistrojem Chemi Doc (Bio-Rad). Pouzité protilatky

jsou uvedeny v tabulce ¢. VL

1ab. VI: Poutzité protildtky v metodé digitoninova seubcelularni frakcionace

Priméarni protilatka Sekundarni protilatka
APRT 1:100 anti-rabbit 1:2000
Hsp70 1:5000 anti-mouse 1:2000
FLAG-tag 1:1000 anti-mouse 1:2000
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3.14 Test cytotoxicity (Alamar blue assay)

Tento test je zalozen na latce zvané resazurin, jehoz vlastnosti se vyuziva pii méfeni
zivotaschopnosti bunék a jejich proliferace. V zakladnim stavu se vyskytuje v modré barve,
avSak pokud probéhne proces redukce meéni se na razovy resorufin. V ramci testovani je
mozné sledovat redukci resazurinu zivymi butikami, coz se vyznacuje zmeénou barvy média
a zménou resazurinu na fluorescencni resorufin (Rampersad, 2012). Metoda byla pouzita

pro navrhnuti optimalni koncentrace D-alaninu, kterym byly buiiky indukovany.

Z linii 29-13 mt_ DAO a 29-13 cyt DAO bylo odebrano 5 x 10° bunék. Buiiky byly
poté¢ smichany s5ml odpovidajiciho média a prelity do wvani¢ky, odkud byly
v nasledujicich krocich nanaseny multikanalovou pipetou do jamek. V kazdé jamce byla
koncentrace 5 X 10* bun&k. Desti¢ka byla rozdélena do pomyslnych Sesti &asti, jejichz

rozlozeni vypadalo takto:

e Vsloupci 1 A-F 200 ul média slouzici jako kontrola

e Vsloupci 1 G-H 100 pl média s buitkami ke kontrole

e Vsloupct 12 A-F 1929 ul média + 7,1 ul D-alaninu (561 mM-zasobni
roztok)

e Vsloupci 12 A-F 200 pl H20

e Vsloupcich 3-11, A-H 100 pl média

Po napipetovani médii, vody a D-alaninu probé&hlo postupné fedéni se 100 pl, které byly
odebrany, pieneseny a po fadném promichani opét odebrany do nasledujici jamky. Redéni
zacinalo v misté s nejvyssi koncentraci D-alaninu (sloupec 12) a pokracovalo smérem

doleva.
Rada klesajicich koncentraci vypadala takto:
20 mM...10mM...5mM...2,5mM...1,25mM...0,6mM...0,3mM...0,15mM...0,075mM

Nakonec bylo pfidano ve sméru zleva doprava, tedy do sloupct 2-12, 100 ul buné€k. Finalni
objem v kazdé jamce ¢inil 200 pl. Rozlozeni vzorkd na desticce je znazornéno na Obr. 3.
Takto zhotovena desticka byla vloZzena do vlhéené komurky a inkubovala se po dobu
48 hodin, 37 °C. V nadchazejicim kroku bylo do vSech jamek napipetovano 20 pl
chemikalie resazurinu (1 X PBS pH=7.3, resazurin sodium salt 0,5 mM) a po 24hodinové

inkubaci byly vzorky zmeéfeny pomoci pfistroje Tecan Infinite. Méfeni probihalo
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pii fluorescencni excitaéni vinové délce v rozmezi 540-570 nm a fluorescencni emisni

vinové délce 580-610 nm. K vyhodnoceni dat byl pouzit software GraphPad Prism.

Buiiky 29-13
smt_DAO

Buiiky 29-13
s cyto DAO

HO

Obr. 3: Resazurinovy test na 96 jamkové desticce, zelena barva-médium, modrd barva-
médium s burikami bez D-alaninu

3.15 Rustova krivka

Pomoci rastové kiivky byl sledovan vliv D-alaninu na rtst bun€k pii koncentracich

1 mM a 5 mM. Indukce a méfeni probihalo po dobu Ctyt dnti, vzdy ve stejny Cas.

Z testovanych kultur bylo odebrano 100 pl bunék a toto mnozstvi bylo zafixovano
v 100 pl roztoku TrypFix (Mili-Q, 1 X SSC pufr, Formaldehyd 3,7%). V kyvetach byl
smichan Hemasol (5 ml) s 50 ul bunécného roztoku a nasledovalo méfeni na piistroji Cell
Coulter, ktery dokaze spocitat koncentraci bun€k ve vzorku. Z vyslednych hodnot bylo
spocitano, kolik ml ma byt z testovanych kultur odebrano, tak aby finalni koncentrace
odpovidala 4 X 10° bunék v 1 ml média. Od kazdé linie byly zalozené 3 vzorky, jeden
neindukovany a dva indukované s finalni koncentraci SmM a 1mM. Prvni den indukce byl
pfidavan D-alanin na celkovy objem 10 ml, zbylé dva dny se D-alanin pfidaval jen
k mnozstvi nového média.
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3.16 Méieni produkce bunécnych radikala kysliku (ROS)

DCFH-DA (2¢,7°-dichlorfluorescein diacetat) je latka schopna detekovat ROS
v bunikach. DCFH-DA prochédzi do wvnitfniho prostfedi bunék, kde pfichazi do styku
s bunécnou esterazou, ktera odstépuje acetylové skupiny za vzniku DCFH. Vlivem
nasledné oxidace se DCFH molekula transformuje na fluorescencni DCF, kterou je mozné

zméfit (Kim & Xue, 2020).

Bylo odebrano 2 X 107 bunék a toto mnozstvi bylo napipetovano na 24 jamkovou
desticku. Celkovy objem v jedné jamce Cinil 2 ml. Kazda bunécna linie (29-13, 29-13
mt DAO, 29-13 cyt DAO) byla indukovana D-alaninem. Pfidavané mnozstvi se lisilo
podle pozadované koncentrace:
1mM= 3,6 pl
5mM= 17,8 pl

10mM= 35,6 pl
15mM= 53,4 pl

Pro kontrolu byla pouzita neindukovana, nebarvena linie 29-13 a kultura s H2O;
v koncentracich 0 uM, 200 uM, 400 uM a 800 uM. Po ptidani chemikalie ke vzorkiim
probéhla hodinova inkubace a ihned poté bylo odebrano a sto¢eno (1300 x g, 10 minut,
24 °C) 500 pl z kazdé jamky. Pelet byl resuspendovan v 1 ml pfislu§ného média obsahujici
DCFH-DA (1000 x) a opét doSlo k smichani s D-alaninem. Tentokrat bylo ale pfidavané
mnozstvi pocitané na 1 ml, a proto se hodnoty od indukce na desticce lisily. Zkumavky byly
pfikryty alobalem, vloZzeny na 30 min do inkubatoru (27 °C) a néasledn€ stoceny 10 minut,
13000 x g. Pelet byl promytv 1 ml 1 X PBS s D-alaninem, pfidanym na 1 ml. Supernatant
byl odstranén a pokracovalo se s rozpusténim peletu v 1 ml 1 X PBS. Veskery objem byl
prenesen do FACS zkumavek, kam byl posléze pfidan 1ml 1 X PBS a D-alanin do 2 ml.
Analyza vzorkt probéhla na pfistroji FACS. Nejdiive byly zméfeny kontroly s H,O», poté
kontrola bez fluorescence a teprve pak buiiky, ve kterych jsme méfili produkei kyslikovych

radikalti v zavislosti na pfidaném D-alaninu.
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4 Vysledky

4.1 Zaklonovani genu pro DAO do expresniho plazmidu

Sekvence pro DAO z Rhodotorula gracilis byla upravena pro expresi u savcu
v laboratofi Vsevolda Belousova (Addgene plasmid # 60344). Odtud byla prevzata
a nasledné optimalizovana pro 7rypanosoma brucei. Gen obsahoval nevyhovujici kodony,
které byly vyménény za jiné triplety nukleotidi, aniz by byla pozménéna kddujici
aminokyselina. Piikladem jsou kodony pro arginin (CGA, AGA) ¢i leucin (TTA, CTA).
Dalsi uprava se tykala tripletu na 3’ konci, ktery kodoval serin, jenz je soucasti targetovaci
sekvence do peroxisomu. Ovsem cilem této prace bylo zacileni do mitochondrie a cytosolu
(blize popsano nize), a proto byla tato trojice nukleotidi odstranéna. Pozadavky na Gpravu
genu zprostfedkovala firma General Biosystems, kterd pozménény gen nasyntetizovala

a zaklonovala do plasmidu pUC57 DAO, se kterym probihaly jiz samotné experimenty.

Plazmid pUC57 jsme namnozili v bakteriich Escherichia coli XL-1 blue. Naslednou
izolaci jsme ziskali 359,2 ng/ul plazmidové DNA s Cistotou 260/280 = 1,87, ktera slouzila
jako templat pro PCR reakci. Tu jsme provedli za ucelem amplifikace sekvence DAO.
K namnozeni pozadovaného useku jsme pouzili navrzené forward a reverse primery.
Jelikoz jsme planovali zacilit DAO do cytosolu a do mitochondrie, forward primery jsme
celkové navrhli dva. Forward primer pro mitochondrialni DAO navic obsahoval
mitochondrialni cilovou sekvenci genu pro ISCU, u které jsme si jiz v minulosti ovéfili jeji
ucinnost sméfovat produkt do mitochondrie (Mach et al., 2013). Soucasti reverse primeru
byla sekvence kodujici tzv. FLAG-tag, ktery bude slouzit k vizualizaci DAO pomoci
komeréné dostupné protilatky. Ve forward a reverse primeru byla také restrikéni mista
HindIIl a BamHI, ktera jsme pozdé&ji vyuzili pfi stiihani a vkladani PCR fragment do
plazmidu pHD13-44. Po precisténi produkt s GenElute PCR Clean-up kitem jsme naméfili
u vzorku s lokalizaci do mitochondrie 87,6 ng/ul, v pfipadé€ cytosolického vzorku to ¢inilo
61,2 ng/pl plazmidové DNA. Uspé&inost PCR reakce jsme ovéfili pomoci elektroforetické
analyzy (Obr. 4.).
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Amplifikované PCR vzorky

mt DAO cyt DAO kontrola

~, ‘
. * .

10000 - e kit :

Obr. 4: Ovéreni velikosti DNA fragmentu pro mitochondrialni DAO (mt DAO) a
cytosolickou DAO (cyt DAO) amplifikovanych pomoci PCR reakce. V levém sloupci je
vyznacen DNA marker, v pravém pak negativni kontrola.

1500 pb

U negativni kontroly neni pozorovatelny zadny signal. Na DNA gelu byl vyzualizovan
fragment pro mitochondrialni DAO o velikosti 1207 pb a také fragment pro cytosolickou
DAO o velikosti 1132 pb. Rozdil ve velikosti je zptisoben prfitomnosti targetovaci ISCU

sekvence, ktera se vyskytuje pouze u fragmentu pro mitochondrialni DAO.

Plazmid pHD13-44 s rezistenci na puromycin jsme namnozili v bakteriich Escherichia
coli XL-1 blue a ziskali tak plazmidovou DNA o koncentraci 78,1 ng/ul. Tu jsme pomoci
enzymu HindIIl a BamHI rozstépili. To samé jsme provedli s fragmentem pro mt DAO
a cyto DAO, abychom dosahli kohezivnich konct potfebnych pro ligaci DAO fragmentu
do plazmidu pHD 13-44. Restrikci jsme ovéfili pomoci elektroforetické analyzy (Obr. 5).
U plazmidu jsme po restrikci ocekavali velikosti fragmentti 5060 pb a 796 pb, coz se nam

potvrdilo.

Stiizené vzorky

pHD1344 mt DAO cyt DAO
2009 8D e
4000 pb

3000 pb

2000 pb
1500 pb

— —

1000 pb

700 pb

Obr. 5: Restrikcni analyza enzymy Hindlll, BamHI plazmidu pHD13-44 a
mt DAO a cyto DAO fragmentu. DNA marker je vyznacen vlevo.
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Namisto krat§iho useku (796 pb) jsme v nasledujicich krocich do plazmidu vlozili
sekvenci pro DAO. Delsi plazmidovou ¢ast (5060 pb) jsme spole¢né s mitochondrialnim
a cytosolickym fragmentem vyfizli z gelu, precistili, smichali ve spravném molarnim
pomeéru a po inkubaci jsme ligacni smés zatransformovali do bakterii Escherichia coli XL-
1 blue, abychom plazmid namnozili. Na zékladé restrikéni analyzy, provedené enzymy
HindIll, BamHI, jsme pro naslednou transfekci do bunék 7rypanosoma brucei vybrali
plazmidy, které obsahovaly spravny inzert (Obr. 6). V pfipadé plazmidu s mt DAO jsme
vybrali klon 3 o koncentraci 510,6 ng/ul a u plazmidu s cyt DAO jsme zvolili klon 3
o koncentraci 447,8 ng/ul.

mt DAO cyt DAO
! ? 1 4 ? 3 4
stii7. pestiiz. stiiz. nestiiz sti"ii.b nestiiz_stiiz. nestiiz _stiiz nestiiz. _stiiz. nestiiz _stiiz. nestiiz.

wel - _WoW LW WL
5000 pb |. — —_— — — — [y [—
3000 pb ‘

1500 pb

1000 pb

700 pb

Obr. 6: Restrikcni analyza u ligovanych plazmidii s mitochondridlni (mt DAO) a
cytosolickou DAO (cyt DAO)

Na obrazku jsou viditelné stfizené plazmidy a vedle nich umisténé kontroly
v podobé nestfizenych plazmidi. Inzerty klonu 4 nemély ocCekavanou velikost
mitochondriélni a cytosolické DAQO. Pravdépodobné se jednalo o kontaminaci parentalnim
plazmidem pHD 13-44, jenz obsahuje inzert o velikosti 796 pb, ke které mohlo dojit pfi
extrakci vzorkl z gelu a manipulaci s nimi. Zvyraznéné klony 3 jsme pouzili pro naslednou

transfekci do 7rypanosoma brucei.

Vybrané klony jsme spole¢né s nasimi vlastnimi primery AZ0009 Fw, AZ0500 Rv poslali
firmé SEQme na osekvenovani. Na zakladé toho jsme mohli v programu Geneious ovéfit

uspesnost zaklonovani DAO do plazmidu.
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4.2 Vytvoreni transgenni linie Trypanosoma brucei

Pted samotnou transfekci expresniho plazmidu do 7. brucei jsme pouzili enzym Notl,
abychom ziskali linearizovanou formu této molekuly. U plazmidu zklonu 3
s mitochondrialni DAO jsme ocekavali velikost 6267 pb, u plazmidu zklonu 3

s cytosolickou sekvenci 6192 pb. Restrik¢ni analyza je zobrazena na Obr. 7.

Plazmid pHD 13-44 s Plazmid pHD 13-44 s
mt DAO fragmentem  cyt DAO fragmentem

stiiz, nestriz. stiiz, nestiiz.,
20 000 pb
10 000 pb
7000 pb W U
5000 pb

Obr. 7: Linearizovany plazmid pHD 13-44 s fragmentem pro mt DAO a cyt DAO

Na obrazku mizeme pozorovat rozdilnou polohu stfizeného a nestfizeného plazmidu,
1 kdyz jsou sekvencné stejné, a tudiz bychom je méli detekovat ve stejné vysce. Je to z toho
divodu, ze nestfizeny plazmid je tésngji sbaleny, a proto prochazi gelem rychleji nez

linearizované.

Vzorky jsme nasledné precistili ethanolovou precipitaci a linearizovanou DNA jsme
pomoci elektroporace vlozili do dvou bunéénych linii 7rypanosoma brucei, parentélni linie
29-13 a linie, ve které jsme schopni spustit bunécnou diferenciaci pomoci indukce exprese
RBP6. U kazdé linie jsme zvlast selektovali buiky bud”™ s DAO s lokalizaci do
mitochondrie, nebo s lokalizaci do cytosolu. Po par tydnech se nam podafilo ziskat nékolik
klont od kazdé linie, u kterych jsme predpokladali spravné vlozenou DAO sekvenci do

jejich genomu.
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4.3 Ovéreni exprese mitochondrialni a cytosolické DAO

Pro dosvédceni, ze vyselektované butiky produkuji D-amino oxidazu jsme otestovali
vzorky pomoci Western Blot analyzy. To vyzadovalo pfipravu buné¢nych lyzati s 3xXSDS
PAGE nanaSeciho pufru. Vzorky jsme poté rozdélili podle velikosti pomoci SDS gelové
elektroforézy. Proteiny jsme pienesli z gelu na aktivovanou membranu v blotovacim
sendvici umisténém ve Western Blot aparatufe. Obe formy DAO byly detekovany pomoci
primarni protilatky anti-FLAG, ktery rozeznava specifickou aminokyselinovou sekvenci
DYKDDDDK, jenz se nachazi na C-konci proteinu. Po inkubaci s protilatkami jsme
vizualizaci membrany (Obr. 8) ovéfili predpokladanou velikost proteinu (41 kDa) a silu
signalu. Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorkii na gel byla pouzita protilatka proti

mitochondrialnimu proteinu Hsp70.

cyt DAO
29-13 RBP6
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E =

R g g

E E @2 ¢4 5 £E 3 C4 o

Nespecif. signal
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mt_DAO
29-13 RBP6
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Obr. 8: Ovérent exprese DAO v linii 29-13, RBP6 pomoci Western Blotu
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Na obrazku je patrné, ze v parentalnich liniich, které slouzili jako kontrola, neni viditelny
zadny signal. U cytosolické DAO jsme ve vSech klonech u obou linii detekovali signal
0 41kDa prokazali tak expresi cytosolické D-amino oxidazy. V pfipadé mitochondrialni
DAO jsme produkci proteinu potvrdili ve vSech vzorcich svyjimkou klonu C6.
U cytosolické DAO jsme detekovali pouze jeden specificky band, nicméné v pripade
mitochondrialni DAOQ, protilatka rozeznavala dva bandy o priblizné€ odpovidajici velikosti.
Je mozné, ze vétsi band je mitochondrialni DAO, u které nebyl odstipnut mitochondrialni
lokalizaCni signal, a tudiz tento protein setrvava v cytosolu. Na gelech je také viditelny
nespecificky signal o velikosti 55 kDa. Detekovali jsme ho v ramci vSech vzorkt i téch,
které neobsahuji gen pro DAO. Pravdépodobné se jedna o vazbu protilatky anti-FLAG tag

na nespecificky protein v burice.

Pro dal§i experimenty jsme vybrali klony s nejintenzivnéj§im signalem (29-

13_cytDAO_C4, 29-13 mtDAO_C5, RBP6 cytDAO C3 RPB6 mtDAO D6).

4.4 Verifikace bunécné lokalizace mitochondriadlni a cytosolické DAO

Poté co jsme pomoci Western Blotu prokazali, ze je gen pro mt DAO ¢i cyt DAO
v burice exprimovan, jsme v dalsSim kroku oveéfili jeho lokalizaci. Pomoci metody
digitoninové subcelularni frakcionace jsme vyuzili schopnosti detergentu digitonin, na
oddéleni organelarni slozky od cytosolické. Nasledné jsme proteiny separovali podle
velikosti na SDS gelové elektroforéze a pomoci protilatek APRT, Hsp70, FLAG tag jsme
detekovali prislusné proteiny (Obr. 9). Pro kontrolu jsme pouzili celobunécné lyzaty

(WCL). Lokalizaci obou forem DAQ jsme ovéfili u linie 29-13 a RBP6.
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Obr. 9: Subceluldarni frakcionace u cytosolické (cyt_DAQ), mitochondridlni (mt_DAO)
DAO v liniich 29-13 a RBP6. WCL — celobunécny lyzat (whole cell lysate), Cyto —
cytosolicka frakce, Org —organelarni frakce, APRT — cytosolicky marker, Hsp70 —
mitochondridlni marker, Flag tag — marker DAO

U obou linii se nam uspésné podarilo lokalizovat cytosolickou DAO v cytosolu

a mitochondrialni DAO v mitochondrii.

4.5 Kontrola cytotoxicity D-alaninu u bunék Trypanosoma Brucei

Jelikoz se produkce H>0, enzymem DAO spousti pomoci D-alaninu neboli
aminokyseliny, ktera se v buiice za normalnich okolnosti nevyskytuje, chtéli jsme nejdiive
zjistit, v jakych koncentracich neni tato aminokyselina pro buiiky Skodliva a naopak pfi
jaké koncentraci bude jiz pro buiiky 7 brucei toxicka. K tomuto ucelu jsme zvolili Alamar
Blue assay, ktera je vhodna ke stanoveni hodnot ECso, tzv. u¢inné koncentraci latky, pfi
které dochazi k 50 % zamezeni rastu studovaného organismu. Béhem tohoto testu jsme
do bunécnych kultur aplikovali D-alanin v sedmi odliSnych koncentracich a sledovali jeho

vliv na burky.
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K napipetovanym vzorkim na destiCce jsme ptidali modry resazurin, ktery se
v piitomnosti metabolicky aktivnich latek méni na razovy resorufin. Tato pfeména je
doprovazena fluorescencnim zafenim, které lze zméfit a vyhodnotit (Obr. 10). Pracovali
jsme s parentalni linii 29-13 bez DAO, s linii 29-13 exprimujici mt_ DAO (klon C5) a s linii
29-13 exprimujici cyt DAO (klon C4).

55000
” - 29-13
g 50000- -~ 29-13 mt_DAO
(3]
® —~ 45000- = 29-13 cyt_DAO
o3
&= s 40000
8
N
9 35000-
£

30000 T T 1 1

100 1000 10000 100000
koncentrace D-alaninu
(uM)

Obr. 10: Alamar Blue assay s burikami 1. brucei a riiznymi koncentracemi D-alaninu

Na ose x je zobrazena koncentrace D-alaninu ptfidavaného k buiikkam. Osa y predstavuje
intenzitu fluorescence produkovanou butikami. Na parentalni linii 29-13 bez DAO nemél
D-alanin zadny vliv. To samé lze pozorovat u bunék scyt DAO. V piipadé bunék
smt DAO jsme zaznamenali pokles fluorescence pii 20 mM koncentraci D-alaninu. Je
mozné, ze pii této koncentraci dochazi k silné produkci a akumulaci H>O2 v mitochondrii

bunky, coz ma vliv na rast bunék.

S pomoci resazurinového testu jsme zjistili, ze nami pouzité koncentrace D-alaninu
nemaji na rust buné€k negativni vliv. Pfesto jsme se rozhodli jesté otestovat dvé vybrané
koncentrace metodou rustové kfivky. Buriky rostly po dobu ¢tyf dnd v pfitomnosti D-

alaninu o koncentraci 1 mM a 5 mM (Obr. 11).
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Obr. 11: Rustova kiivka s buntkami 1. brucei a ImM, SmM koncentracemi D-alaninu

Na grafu mizeme pozorovat kontinualni rast bun€k, a proto mizeme konstatovat, ze je

D-alanin ve vySe uvedenych koncentracich pro buriky netoxicky.

4.6 Spusténi produkce ROS pomoci D-alaninu

Enzym D-amino oxidaza muze byt aktivovana pomoci aminokyseliny D-alaninu, coz
vede k produkci H2O» v burice. Jeho mnozstvi je pak mozné méfit pomoci fluorescencni

proby DCFH-DA a pritokové cytometrie.

V pilotnim pokusu jsme buiiky indukovali D-alaninem v koncentracich 1 mM, 5 mM
ve 24hodinovém intervalu po dobu ¢tyf dnli. Posledni den jsme k odebranym vzorkiim
ptidali DCFH-DA latku a po promyti 1 X PBS jsme buriky analyzovali pratokovou
cytometrii (Obr. 12) Testovali jsme linii 29-13, ktera neexprimuje DAO, a tudiz jsme
ve vSech meéfenych vzorcich neocekavali odezvu na D-alanin. V pfipad€ linii 29-13
s cytosolickou a mitochondrialni DAO jsme prepokladali vzestupné rostouci hodnoty podle
zvySuyjicich se koncentraci pfidavaného D-alaninu. Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili
buriky, ke kterym byl pfidan H2O: v koncentracich O uM, 200 uM, 400 uM a 800 uM
(Obr. 13).
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Obr. 12: Produkce ROS v bunikdch indukovanych D-alaninem (4 dny)

Na ose x je zobrazena koncentrace D-alaninu pfidavaného k burikam. Osa y ukazuje
relativni hodnoty fluorescence, kdy intenzita fluorescence nameétfena pro buriky bez
inkubace s D-alaninem byla stanovena jako 100%. Méfeni, ze kterého vychazeji hodnoty
zobrazené v grafu, jsme celkové zopakovali dvakrat (typ technického méfeni). Nas
predpoklad, ze u bun¢k s vét§im mnozstvim piidavaného D-alaninu zaznamename vyssi
narast fluorescence, tedy vice molekul H»O2, se vtomto pripadé nepotvrdil.
U mitochondrialnich indukovanych vzorki muzeme dokonce pozorovat pokles
fluorescence oproti neindukované 29-13 linii. Pfi¢inou téchto vysledkt, mohlo byt to, ze
v promyvacich krocich nebyl jiz v pufru pfitomen D-alanin, a tudiz chybél substrat pro
enzym DAO k produkci Hx0,. Jiz vytvofené H>O» mohlo byt detoxifikované
antioxidativnim systémem buriky na pivodni hodnoty méfené bez inkubace s D-alaninem.
Z tohoto davodu jsme se rozhodli zménit metodicky pfistup a ptridavat D-alanin také do

promyvacich pufri.
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Obr. 13: Kontrola s peroxidem vodiku (H>03) pro méreni produkce ROS

V ramci druhého méfeni hodnot ROS jsme zkratili dobu inkubace ze ¢ty dnd na
jednu hodinu (Obr. 14). Zaroven jsme se soustiedili na to, aby byly buiiky v neustalém
kontaktu s D-alaninem. Z toho divodu jsme ho pfidavali ke vzorkiim pied hodinovou
inkubaci i do promyvacich roztokti a do zkumavek pro prutokovou cytometrii. Rozsifili

jsme 1 Skalu testovanych koncentraci o 1 mM, S mM, 10 mM a 15 mM.
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Obr. 14: Produkce ROS v burikach indukovanych D-alaninem (inkubace 1 hodina)
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V grafu jsou vyhodnoceny biologické triplikaty pokusu. Nejvyssi narust H>O, v burikach
je patrny mezi koncentracemi 1 mM a 5 mM. U nasledujicich koncentraci je naznak
stagnace. Vlinii 29-13 bez exprese DAO nedochazi k signifikantnimu narustu

fluorescence.
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5 Diskuze

Cilem mé prace bylo zainkorporovat gen pro DAO do genomu parazita 7rypanosoma
brucei a ziskat tak transgenni linii s moznosti spustit fizenou produkci H,O,. Toto lze
nasledné vyuzit pfi zkoumani vlivu ROS na bunéfnou diferenciaci tohoto parazita.
Konkrétné jsme pracovali s parentalni linii 29-13 a s linii schopné in vitro diferenciace,
nazyvanou RBP6 linie (Kolev et al., 2012). Sekvenci genu pro DAO jsme upravili tak, ze
jeho produkt byl bud’ cilen do mitochondrie nebo cytosolu, coz jsme nasledné ovéfili
pomoci metody digitoninové subcelularni frakcionace. Takto modifikované buriky jsme
v rizném Casovém obdobi inkubovali s nékolika koncentracemi D-alaninu a poté jsme
merili - zvySenou urovern mitochondridlnich a cytosolickych  molekul H>O»

vyprodukovanych D-amino oxidazou pomoci pratokové cytometrie.

K urceni vlivu mista produkce ROS na buné¢nou diferenciaci, je dilezité umistit
enzym DAO do raznych casti buriky. Timto zpusobem budeme nasledné schopni
charakterizovat a rozli$it u€inky mista vzniku ROS na diferenciaci bun¢k. Rozhodli jsme
se proto nasmérovat DAO do cytosolu a do mitochondrie. Béhem ovéfovani exprese genu
pomoci western blot analyzy a specifické protilatky rozeznavajici FLAG znacku piipojenou
na C-konec DAO, jsme u mitochondrialni verze DAO pozorovali dvojity signal (Obr. 8).
Je mozné, ze horni signal predstavuje prekurzor DAO s neodstépenym mitochondridlnim
lokaliza¢nim signalem. Ke genu DAO jsme pfipojili sekvenci o velikosti 75 pb, jenz
pochazi z genu pro ISCU (iron sulphur cluster assembly protein) a byl v minulosti ovéfen
jako ucinny mitochondrialni lokalizacni signal (Mach et al., 2013; Taleva et al., 2023).
Kdyz je tato sekvence pielozena do aminokyselin je velkd 2,8 kDa a tento rozdil je
rozeznatelny na SDS PAGE gelech. Za normalnich okolnosti je pfenos mitochondrialnich
proteint z cytosolu do mitochondrie zprostfedkovan pomoci TOM komplexu, ktery je
soucasti vnéjsi membrany mitochondrie. Po rozpoznani sekvence mitochondrialniho
lokalizacniho signalu na N-konci proteinu zacne proces translokace pies vnéjsi a vnitini
membranu mitochondrie. Do tohoto dé€je je zapojen, jak kanal Tom 40, tak translokdza TIM
(Harsman & Schneider, 2017). Je mozné, Ze tento systém nebyl pii pfenosu mt DAO
efektivni jako obvykle, a tudiz nedoSlo k uplnému pienosu mt DAO proteinu do
mitochondrie. Cast mt DAO zlstala v cytosolu, a tudiz byla detekovana. Zajimavym
faktem je, Ze tato cytosolickd frakce nebyla odstranéna bunénym proteolytickym

mechanismem (proteazomem), ktery je schopny degradace Spatné cilenych ¢i Spatné
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sbalenych proteint a brani tak nahromadéni nespravné lokalizovanych proteinti (Dewar
et al., 2022). Moznym vysvétlenim by mohla byt skutecnost, ze pro 1. brucei je mt DAO
nepfirozenym proteinem, a proto neni buikou efektivné rozpoznan, neni oznacen
ubiquitinem pro degradaci, a tudiz neni zneskodnén proteazomem. Pokud je toto pravda,
komplikuje to specificitu produkce H>O2 v mitochondrii, jelikoz tato frakce mt DAO bude
produkovat H,O2 v cytosolu, ¢i v blizkosti vnéj§i mitochondridlni membrany. Zminéna
komplikace by mohla byt vyfeSena pouzitim jiného mitochondrialniho lokaliza¢niho
signalu ¢i pfimym pfipojenim DAO k proteinu, ktery se nachazi v matrix mitochondrie
(napt. sukcinyl-CoA-syntetaza) Bylo by také zajimavé piipojit DAO k proteinu, ktery je
cilen k vnitini membrané mitochondrie (podjednotka komplexu II smétujici smérem do
matrix), ¢i do mezimembranového prostoru (napt. Mia, Ervl) a tim, ziskat detailngjsi

nastroj pro studium efektu mitochondrialnich ROS molekul na buriku.

Béhem testovani cytotoxicity D-alaninu metodou Alamar Blue jsme zjistili, ze indukce
mt_DAO bunék 10mM D-alaninem a nasledna produkce H>O2, pisobila na buriky mirné
toxicky. Pri¢inou mize byt akumulace H>O» v mitochondriich, coz miize zpusobit
poskozeni dulezitych makromolekul (napf. lipida, DNA nebo proteinti). Zvysena hladina
ROS muze zpusobit dysfunkci proteint, poSkozeni propustnosti membran a stejné tak
narusSeni struktury DNA s naslednymi mutacemi. Tyto zdsahy mohou vést az k bunéénému
zaniku, a proto je mozné, ze jsme na grafu pozorovali znacné€ snizenou viabilitu bunek
T’ bucei. V mitochondrii existuje detoxifikacni systém, ktery je u trypanozom zavisly na
specifické molekule trypanothion a enzymu trypanothion reduktaza (Ebersoll et al., 2020).
Nicméné je mozné, ze pii indukované produkci H>O; je tento systém zahlcen a dochazi
k narastu hladin H,0O;. Unikatni ROS detoxifikacni systém v mitochondrii 7. brucei nebyl
doposud podrobné prozkouman a nas vysledek otevira zajimavou otazku ohledné kapacity

detoxifika¢nich drah.

Pti spusténi produkce ROS jsme v pilotnim pokusu ziskali data, ktera se neshodovala
s naSim predpokladem, a to Ze s nariistajicim mnozstvim piidavaného D-alaninu poroste i
pocet molekul H>O; produkovanych D-amino oxiddzou zmétenych pomoci fluorescencni
proby DCF (2°,7°-dichlorfluorescein) a pratokové cytometrie (Obr.12). Fluorescence DCF
neméla tendenci se oproti neindukovanym vzorkim zvySovat. Patrné je na viné
antioxidaCni bunécny systém, opét na bazi trypanothionu, ktery chrani buiniku pfed ROS
molekulami, tim ze je redukuje na méné Skodlivé elementy. Pro 7 brucei jsou typické

v cytosolu se vyskytujici peroxiredoxiny ¢i glutathione reduktazy (Krauth-Siegel &
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Comini, 2008). Zajimavym faktem je, ze v genomu 1. brucei chybi gen pro katalazu, bézny
enzym, ktery velice efektivné katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik
(Chmelova et al., 2022). Jelikoz nebyl D-alanin, jakozto dulezity substrat pro spusténi
produkce H>O», soucasti promyvacich pufrt, je mozné, ze burika stihla H>O, detoxifikovat
jesté pred nasim meéfenim. Problém jsme vyftesili zkracenim inkubaéni doby a pfidanim D-
alaninu i do promyvacich pufria. Diky témto zménam jsme ve druhém meéfeni pozorovali
viditelny nartst H,O», jakozto odpovédi na pridavany D-alanin. Po porovnani zméfenych
hodnot, miizeme konstatovat, ze v mitochondrii jsme detekovali vyssi hadiny H2O2 molekul
nez v cytosolu. Ziejmé je to ztoho duavodu, ze cytosolicky antioxidaCni systém je

robustnéjsi, néz ten mitochondrialni.
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6 Zavér

V této praci byl enzym DAO integrovan do genomu 7rypanosoma brucei za ucelem
produkce H,0». Jedna se o viibec prvni experiment, kdy byla DAO pouzita ve spojeni
s timto modelovym organismem, a proto pfispiva i k pochopeni, jak burika na tento
enzym reaguje. DAO se podafilo vlozit do genomu parentélni linie 29-13 a linie RPB6,
u které je mozné spustit bunécnou diferenciaci in vitro pomoci indukce exprese RNA
vazebného proteinu 6 (Dolezelova et al., 2020). Zaroveti byl tento enzym uspesné
zacilen do mitochondrie a cytosolu, coZ nam poskytlo moznost srovnani pusobeni
enzymu DAO v téchto riznych bunéénych kompartmentech. V burikach byla samotna
produkce H>O> spusténa pomoci DAO substratu D-alaninu a meéfena pomoci
prutokoveé cytometrie. V ramci testovani bylo predpokladano, ze hladina ROS molekul
poroste, linearné ve vztahu k navysujici se koncentraci pfidavaného D-alaninu. Tento
trend byl nejvice patrny u bunék indukovanych 1mM a SmM D-alaninem, zatimco u

vys$sich koncentraci byl naznak stagnace.

Po vlozeni DAO genu do genomu 7 brucei, jsme ziskali uzite¢ny nastroj pro
produkci ROS v mitochondrii a cytosolu. V budoucnu se chystame jeho vyuziti
optimalizovat pomoci dalSich D-aminokyselin. Planujeme také spustit produkci H,O»
v RBP6 linii a sledovat, zda jeho zvySena hladina napoméha diferenciaci bunék
1 brucei. Planujeme také cilit DAO do riznych Casti mitochondrie (vnitini membrany,
oblasti krist, mezimembranového prostoru ¢i do vnéj§i membrany) a tim ziskat
detailn€jsi informace o prostorové dulezitosti produkce H>O. Dalsi moznosti je
ptipojit DAO k fluorescencni sondé HyPer7 pomoci které bychom mohli detekovat
pfimou tvorbu H20> v dané Casti bunky ¢i mitochondrie (Pak et al., 2020). Timto

zpusobem bude mozné sledovat dynamiku H>O2 molekul v burice.
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