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1. UVOD

1.1. Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei je paraziticky prvok z kmene Euglenozoa, fadu Kinetoplastida,
Celedi Trypanosomatidae. ZpuUsobuje spavou nemoc lidi (poddruhy T. brucei
rhodesiense a T. brucei gambiense) a naganu, smrtelné onemocnéni dobytka (T.
brucei brucei) (Bakker a kol., 2000). Trypanosomy jsou charakteristické celou fadou
jedineCnych vlastnosti, mezi néz patfi editovani RNA, trans-splicing €i povrchova

antigenni variabilita (Lukes$ a kol., 2005).

1.2. Fe-S centra

Fe-S centra jsou koordinaéni slouceniny Zeleza a siry, které se nachazeji ve zhruba
120 proteinech v kazdé eukaryotické burfice a jejich role je tudiz esencialni. Sira
muUze byt bud’ anorganicka, vazana pouze na Zelezo, nebo se vyskytuje v organické
formé&, napf. jako soucCast cysteinového zbytku proteinu, v némz se Fe-S centrum

nachazi. Zakladnimi stavebnimi typy téchto sloucenin jsou skupiny [2Fe2S], [3Fe4S],

vigvivs

Mg vrv s

a Lill, 2000; Lill a Muhlenhoff, 2005).

1.2.1. Biosyntéza Fe-S center: Interakce NifS a NifU

Proteiny obsahujici Fe-S centra zastavaji fadu dulezitych fyziologickych funkci jako
je napf. pfenos elektronl a katalyza, nebo se jedna o senzory koncentrace kysliku a
Zeleza (Beinert, 1997; Lill a Muhlenhoff, 2005). KliCovou funkci pfi biosyntéze Fe-S
center u eukaryot maji proteiny NifS a NifU. NifS je cystein desulfuraza, ktera odebira
sulfhydrylovou (HS-) skupinu substratu za vzniku alaninu. Odstépena HS- skupina
zustava vazana na cysteinovy zbytek NifS. Pro efektivni pfedani siry na tvofici se
centrum je dulezité, aby byl tento zbytek s navazanou HS- skupinou na ohebném
rameni, které se mlze vyklanét z roviny proteinu. NifU ma velmi odliSnou primarni
strukturu. V genu se nachazi tfi konzervativni cysteinové zbytky, které prfechodné

vazou zeleznaté ionty a nasledné Fe-S centrum béhem biosyntézy.
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NifS s navazanou sirou a NifU s navazanym Zelezem spolu interaguji. NifU je oporou
pro vznikajici Fe-S centrum, pro néz NifS poskytuje anorganickou siru. Hotové, riizné
slozité Fe-S centrum je z vazby na NifU uvolnéno redukci. Elektrony pro redukci
poskytuje ferredoxin typu [2Fe2S]. Mezi dalSi proteiny u€astnici se biosyntézy Fe-S
center u eukaryot patfi NifA, chaperony typu Hsp70 a Hsp40 (Muhlenhoff a Lill, 2000;
Lill a Muhlenhoff, 2005).

1.3. NifS homology

Doposud byly NifS geny vypnuté metodou homologni rekombinace u modelovych
organisml Azotobacter vinelandii, Saccharomyces cerevisiae a Escherichia coli.
Letalni byla delece NifS pro A. vinelandii (Zheng a kol., 1998) a S. cerevisiae (Nakai
a kol., 2001; Gerber a Lill, 2002). E. coli tento zasah prezila, protoze ma fadu dalSich
NifS homologll a jinych desulfuraz, které mohou kompenzovat absenci NifS
(Schwartz a kol., 2000; Takahashi a Tokumoto, 2002). Obecné vede deficience
v NifS k zastaveni syntézy Fe-S center a tudiz k redukci aktivity €i uplné inhibici Fe-S
proteinti, napf. akonitazy ¢&i komplexu | az Il dychaciho fetézce. V pfipadé
procyklickych forem T. brucei zpusobuje vypnuti NifS2 rozbourani Krebsova cyklu a
dychaciho fetézce (Smid a kol., 2006).

1.4. Selenoproteiny

Selen je zakladnim stopovym prvkem savcl a dalSich organismu. Vyskytuje se
v selenoproteinech jako selenocysteinovy zbytek (Stadtman, 1996), ktery je kddovan
UGA kodonem (Low a Berry, 1996; Tujebajeva a kol., 2000). Selenocystein je do
vznikajiciho polypeptidického fetézce vloZzen za pomoci RNA struktury, oznaCované

jako ,Sec insertion sequence” (SECIS) element (Low a Berry, 1996).

Selen je metabolizovan enzymy zahrnujicimi selenofosfat syntetazu (Veres a kol.,
1994), selenocystein syntazu (Forchhammer a Bock, 1991), selenocystein lyazu
(Esaki a kol., 1982; Chocat a kol., 1985) a selenocystein metyltransferazu (Neuhierl a
Bdck, 1996).
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Chemické vlastnosti selenu a siry jsou podobné, ale vétSina enzyml nedovede
rozliSovat slou€eniny selenu od svych sirnych analogu (Stadtman, 1990). Presto
existuje nékolik enzymu, napfiklad selenofosfat syntetaza (Veres a kol., 1994), které
tyto prvky rozeznavaji. RozliSovani selenu od siry je dullezité napfiklad pro

specifickou inkorporaci selenu do selenoproteint (Pilon a kol., 2003).

1.4.1. Selenocystein lyaza

Selenocystein lyaza (SCL) patfi mezi pyridoxal 5'-fosfat (PLP) dependentni enzymy
katalyzujici uvolnéni selenu z L-selenocysteinu za vzniku L-alaninu (Esaki a kol.,
1982; Chocat a kol., 1985). Nedavno bylo zjisténo, ze selen uvolnény z L-
selenocysteinu slouzi v zivém organismu jako substrat pro selenofosfat syntetazu,
ktera katalyzuje tvorbu selenofosfatu, hlavniho molekulového prekurzoru v

biosyntéze selenoproteinli (Lacourciere a Stadtman, 1998).

1.5. RNA interference

RNA interference (RNAI) je evoluCné konzervovany mechanismus, kterym se burika
brani virdm a produkci aberantnich transkriptl z repetitivnich sekvenci a transpozénu
(Tabara a kol., 1999). Poprvé byla popsana u Caenorhabditis elegans (Fire a kol.,
1998) a od té doby pozorovana u mnoha dalSich eukaryot v€etné T. brucei (Ngb6 a
kol., 1998).

Mechanismus RNAI se stal nastrojem k relativné rychlému studiu funkce gen, které
je zalozeno na specifické eliminaci mMRNA a zastaveni syntézy daného proteinu
(Berstein a kol., 2001).

Prvnim krokem RNAi je syntéza dvouvlaknové RNA (dsRNA). Ta je nasledné
rozpoznana a Stépena pomoci specifické endonukleazy DICER a za spotfeby ATP
na 21-25 nukleotidu dlouhé ,sense” a ,antisense” fragmenty (Elbashir a kol., 2001).
Tyto tzv. malé interferujici RNA (siRNA) se pfipojuji k nukleazovému komplexu RISC
(RNA induced silencing complex) a vytvafi tak stabilni ribonukleotidovou Castici. Ta

se potom prostfednictvim siRNA vaze na homologni jednovidknovou mRNA a
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mnohonasobné ji Stipe. Po uvolnéni degradované mRNA je nukleazovy komplex

pfipraven ke Stépeni dalsi mRNA (Hutvagner a Zamore, 2002).

U T. brucei bylo popsano nékolik zpusobd, jak zavést dsRNA do buriky. Prvni zplsob
pouzivany zejména v pocateCnich studiich byl zaloZzen na elektroporaci in vitro
nasyntetizované dsRNA do bunék. Tento pfistup se ukazal byt neefektivnim, protoze
v prub&hu bunééného déleni dochazi ke ztratam dsRNA (Ngé a kol., 1998). Stabilni
produkce dsRNA Ize in vivo docilit prostfednictvim vektort, které jsou homologni
rekombinaci viozeny do chromozém(. Vektory pLEW100 a pZJMB se integruji do
rDNA lokusu na megachromozomech (Wirtz a kol., 1999; Wang a kol., 2000). Zde
ale mize dochazet ke slabé neindukované tvorbé dsRNA, ktera je patrné dusledkem
nedokonalé kontroly T7 RNA polymerazy tetracyklinovym represorem. Vektor p2T7-
177 je integrovan do minichromozomu, intermedialnich chromozom( i

megachromozomu (Wickstead a kol., 2002).
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2. CILE PROJEKTU

1. S wvyuzitim RNA interference vypnout gen NifS1 v procyklickych stadiich
Trypanosoma brucei, sledovat rustovy fenotyp a charakterizovat buné&nou linii
na urovni RNA prostfednictvim northernoveé analyzy.

Analyzovat pfipadné ovlivnéni hladin NifS2 a NifU.

Zaklonovat NifS1 do expresniho vektoru s HA; tagem a imunolokalizovat NifS1
pomoci anti-HA3 protilatky v transgennich bunkach, uréit bunécnou lokalizaci
proteinu NifS1.

4. Pripravit bunécné frakce (cytosolickou, mitochondrialni a lyzatovou) pro méreni
selenocystein lyazové a cystein desulfurazové aktivity (spoluprace s laboratofi

Dr. Pilona v Koloradu).
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3.1. Organismy

Trypanosoma brucei brucei, kmen 29-13, procyklické stadium
- divoky typ (WT)

- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu a neomycinu (G418)

Trypanosoma brucei brucei, NifS1 bunéc¢na linie (klony: A, D), procyklické stadium
- transgenni kmen odvozeny od kmene 29-13, obsahuje RNAi vektor
pZJMB/NifS1 s rezistenci proti phleomycinu
- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu, neomycinu (G418) a

phleomycinu

Trypanosoma brucei brucei, NifS2 bunécna linie (klon: 6), procyklické stadium
- transgenni kmen odvozeny od kmene 29-13, obsahuje RNAi vektor
pZJMB/NifS2 s rezistenci proti phleomycinu
- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu, neomycinu (G418) a

phleomycinu

Trypanosoma brucei brucei, NifS1/HA3 tag bunécna linie, procyklické stadium
- transgenni kmen odvozeny od kmene 29-13, obsahuje expresni vektor
pJH54/NifS1 s rezistenci proti phleomycinu
- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu, neomycinu (G418) a

phleomycinu

Escherichia coli, DH5a kompetentni bunky

Escherichia coli, XL1 Blue kompetentni buriky
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3.2. Vektory

pGEMC®-T Easy
- plasmid pouzivany pro klonovani PCR produktu
- obsahuje lacZ fragment, ktery umoZzZnuje modro-bilou (blue-white) selekci
bakterialnich kolonii

- nese rezistenci proti ampicilinu

Xmnl 2009
17l
Scal 1890 Nael 2707 Apal 11 start
\ Aatll 20
Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
{ e \ rE\;ISIIZ| 43
| | ot 43
[ PGEM®-T Easy lacZ | . Sacll | 49
{ | Vector — EcoRI | 52
Lo (3015bp) [
\ / Spel 64
EcoRlI 70
[Nt 77
\ BstZI 77
Pstl 88
Sall 20
Ndel 97
Sacl 109
 [Bstx 118 2
\ [ Nsil 127 g
141 2
T sps g

- plasmid konstruovany pro expresi proteint (odvozeny od vektoru pLew100)

- obsahuje maly HA; tag proti kterému je komeréné dostupna monoklonalni
protilatka

- nese rezistenci proti phleomycinu

Stul 734

B Stul(1032)

W smal 1385
Bl (1503)

Bgll (1898)
Namal (1955)
Hindlll (2042)
Xbal (2164)

Pstl (2364)

Stul (2886) Miul (2509)
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pZJMP

- plasmid konstruovany pro expresi dsRNA a pouZzivany pro snizeni exprese
gent mechanismem RNA interference (RNAi) (Wang a kol., 2000)
- obsahuje dva protismérné tetracyklinem indukovatelné T7 promotory

- nese rezistenci proti phleomycinu

E. coli ORI

rRNA spacer
Actin3' UTR
BleaR

AmpR

Actin & SAS

6371 bp N

77 promoter

Vi Lo T7 terminator
4 '.:I.Tet operator
T7 promaoter
.'blucei a-tubulin frac
.'T? promoter

Tet operatar

Aldolase 3' UTR T7 terminator
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3.3. Média

3.3.1. Médium pro kultivaci procyklickych stadii T. brucei
Procyklicka stadia T. brucei brucei kultivujeme v médiu SDM-79 s pfidavkem
hygromycinu a neomycinu (G418) (divoky typ) a hygromycinu, neomycinu (G418) a

phleomycinu (transgenni buriky). (Brun a Schénenberger, 1979)

3.3.1.1. SDM-79

slozka firma na 1 litr
Graceho médium s L-glutaminem, bez NaCO3; | GiBCO 249
glukéza Lachema 19
HEPES AppliChem 849
MOPS AppliChem 59
NaHCO; Lachema 249
kyselina pyrohroznova Sigma 100 mg
L-alanin Sigma 200 mg
L-arginin Merck 100 mg
L-glutamin Sigma 300 mg
L-methionin Sigma 70 mg
L-fenylalanin Sigma 80 mg
L-prolin Sigma 600 mg
L-serin Sigma 60 mg
L-taurin Sigma 160 mg
L-threonin Sigma 350 mg
L-tyrosin Sigma 100 mg
adenosin Sigma 10 mg
guanosin Sigma 10 mg
D-glukosamin-HCI Sigma 50 mg
kyselina listova Sigma 4 mg
kyselina p-aminobenzoova Sigma 2mg
biotin Sigma 0,2 mg

- 20,2 g pfedvazené smési suchych slozek (viz tabulka) rozpustit ve 200 ml
MilliQ vody

- 6,24 g S-MEM (GiBCO) rozpustit v 600 ml MilliQ vody a smichat s pfedeslym
roztokem

- pfidat 8 ml MEM aminokyselin 50x (bez L-glutaminu) (GiBCO)

- pfidat 6 ml MEM neesencialnich aminokyselin 100x (GiBCO)

- pfidat 750 uyl heminu (Fluka, zasobni roztok 10 mg/ml)
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- pfidat 100 000 jednotek penicilinu (Pen-Strep 100x) (GiBCO) (zasobni roztok

10 000 jednotek/ml, tj. 10 ml)

- upravit pH na 7,3 pomoci 10 N NaOH a doplnit do 900 ml MilliQ vodou
- prefiltrovat pres 0,22 um filtr

- sterilné pfidat 100 ml inaktivovaného (56°C, 30 min) fetalniho hovéziho séra
(FBS) (PAA)
- skladovat pfi teploté 4°C

3.3.1.2. Antibiotika

antibiotikum zasobni roztok redéni finalni koncentrace
kmen 29-13 hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pg/ml
neomycin (G418) 15 mg/ml | 1000x 15 pg/mi
phleomycin -- -- --
tetracyklin -- -- --
neindukované | hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pug/ml
bunky neomycin (G418) 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
odvozené od | phleomycin 2,5 mg/ml | 1000x 2,5 ug/ml
kmene 29-13 tetracyklin - - -
indukované hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pg/ml
bunky neomycin (G418) 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
odvozené od | phleomycin 2,5 mg/ml | 1000x 2,5 ug/ml
kmene 29-13 | tetracyklin 1 mg/ml | 1000x 1 pg/ml

Antibiotika obsazena v médiu SDM-79 se mohou u ruznych transgennich kment T.

brucei liSit. V tabulce jsou uvedeny nejbéznéjsi typy antibiotik a jejich koncentrace

v kultivaénich médiich.
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3.3.2. Médium pro kultivaci kompetentnich bunék E. coli
Ke kultivaci kompetentnich bunék E. coli pouzivame LB médium v tuhé nebo tekuté

formé.

3.3.2.1. Bakterialni puda (agarové LB misky)

trypton (Amresco) 29
kvasnicny extrakt (Amresco) 19
NaCl (Lach-Ner) 29
agar (Amresco) 39

- doplnit do 200 ml destilovanou vodou

- sterilizovat v autoklavu (121°C, 20 min)

- po zchladnuti na cca 60°C pfidat 800 pl ampicilinu (25 mg/ml) (Biotika)
- rozlit do sterilnich Petriho misek (vrstva pidy na misku: 3-5 mm)

- po ztuhnuti skladovat pfi teploté 4°C dnem vzharu

3.3.2.2. LB médium

trypton (Amresco) 19
kvasnicny extrakt (Amresco) 0,59
NaCl (Lach-Ner) 19

- doplnit do 100 ml destilovanou vodou

- rozlit do zkumavek (objem média na zkumavku: 3 ml)
- sterilizovat v autoklavu (121°C, 20 min)

- skladovat pfi pokojové teploté

- pred kultivaci pfidat do zkumavky 12 yl ampicilinu (25 mg/ml) (Biotika)
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3.4. Roztoky a pufry

Pokud neni uvedeno jinak, jsou uvedené roztoky uchovavany pfi pokojove teploté.

3.4.1. RNA elektroforéza

10x MOPS

0,5 M MOPS 40 ml

3 M octan sodny pH 5,5 1,67 ml
0,5M EDTA pH 8,0 2ml
Milli-Q voda 56,33 ml

1% formaldehydovy agarézovy gel

10x MOPS 12 ml
agaroza (CAMBREX) 1,29
Milli-Q voda 104 ml

- za tepla rozpustit (mikrovinna trouba, cca 2 min)
- po zchladnuti na cca 60°C pfidat 4 ml 37% formaldehydu
- nalit do elektroforetické formy s hfebenem a nechat ztuhnout

elektroforeticky pufr (délici pufr)

10x MOPS 55 ml
37% formaldehyd (PENTA) 50 ml
Milli-Q voda 445 mi

1,5x vzorkovy pufr

formamid (Sigma) 600 pl
37% formaldehyd (PENTA) 210 pl
10x MOPS 156 pl
ethidium bromid (Serva) 5ul

- mikrozkumavku se vzorkovym pufrem obalit alobalem a uchovavat pfi teploté
4°C
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3.4.2. Northernova analyza

20x SSC
NaCl (Lach-Ner)

citronan sodny (Lach-Ner)

- rozpustit v 800 ml Milli-Q vody
- upravitpHna 7,0
- doplnit do 1 litru Milli-Q vodou

NaPi

NaH,PO, (Lach-Ner)
Na;HPO, (Lach-Ner)
pH 7,2

SDS (Serva)

EDTA (Amresco)
Milli-Q voda

175,3 g
88,2 g

250 mM
250 mM

7%
1 mM

3.4.3. SDS polyakrylamidova elektroforéza a barveni gelu

12% SDS polyakrylamidovy gel (separacni gel) (hodnoty pro 2 gely)

Milli-Q voda

30% akrylamid (AA) (AppliChem)
1,5 M Tris (pH 8,8)

10% SDS

pfed nalévanim pfidat:
10% peroxosiran amonny (APS)
TEMED (Amresco)

3,3 ml
4 ml

2,5 mi
100 pl

100 pl
4 pl
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5% SDS polyakrylamidovy gel (zaostrovaci gel) (hodnoty pro 2 gely)

Milli-Q voda 2,7 ml
30% akrylamid (AA) (AppliChem) 670 pl
1 M Tris (pH 6,8) 500 pl
10% SDS 40 pl

pfed nalévanim pfidat:
10% peroxosiran amony (APS) 40 pl
TEMED (Amresco) 4 yl

5x elektrodovy pufr

Tris (Amresco) 159
glycin (Serva) 729
SDS (Serva) 59

- doplnit do 1 litru destilovanou vodou

5x vzorkovy pufr

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,6 ml
50% glycerol 5 mi
10% SDS 2ml
2-mercaptoethanol 0,5 ml
1% bromphenol blue 1ml
Milli-Q voda 0,9 mi

- uchovavat kratkodobé pfi teploté 4°C nebo dlouhodobé pfi -20°C
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2x vzorkovy pufr

1 M Tris-HCI (pH 6,8)
50% glycerol

10% SDS
2-mercaptoethanol
1% bromphenol blue
Milli-Q voda

- uchovavat kratkodobé pfi teploté 4°C nebo dlouhodobé pfi -20°C

Coomassie Blue

0,24 ml
2ml
0,8 ml
0,2 mi
0,4 ml
6,36 ml

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma)1,0 g

methanol (LAB-SCAN)
ledova kyselina octova (PENTA)
Milli-Q voda

odbarvovaci roztok

methanol (LAB-SCAN)

ledova kyselina octova (PENTA)
Milli-Q voda

uchovavaci roztok

methanol (LAB-SCAN)

ledova kyselina octova (PENTA)
Milli-Q voda

3.4.4. Westernova analyza

Semi-Dry prenosovy pufr
Tris-HCI (Amresco)

glycin (Serva)

SDS (Serva)

methanol (LAB-SCAN)

450 ml
100 ml
450 ml

450 ml
100 mi
450 ml

250 ml
100 ml
650 ml

11,64 g
5,86 g
7,59
400 mi

- doplnit do 2 litra destilovanou vodou
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Ponceau S

Ponceau S 0,5%
kyselina octova 1%
Milli-Q voda

10x PBS

NaCl (Lach-Ner) 80 g
KCI (Lachema) 29
Na;HPO, (Lach-Ner) 14,49
KH,PO, (Lachema) 2449

- doplnit do 800 ml destilovanou vodou
- upravitpHna 7,4

- doplnit do 1 litru destiolovanou vodou

PBS Tween (PBS-T)

10x PBS 100 ml
Milli-Q voda 900 ml
Tween 20 (LOBA Feinchemie) 500 pl

PBS Tween s 5% mlékem (PBS-TM)

odtu¢néné mléko (Promil) 109

- doplnit do 200 ml PBS-T

- uchovavat pfi teploté 4°C

3.4.5. Agarozova (DNA) elektroforéza

50x TAE

Tris-base (Amresco) 242 g
ledova kyselina octova (PENTA) 57,1 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml

- doplnit do 1 litru destilovanou vodou
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0,75% agarézovy gel
agaréza (CAMBREX) 450 mg
0,5x TAE 60 mi

- za tepla rozpustit (mikrovinna trouba, cca 2 min)
- po zchladnuti na cca 60°C pfidat 1 ul ethidium bromidu

- nalit do elektroforetické formy s hfebenem a nechat ztuhnout

3.4.6. Priprava kompetentnich bunék E. coli

SOB médium

trypton (Amresco) 20 g
kvasni¢ny extrakt (Amresco) 5¢
NaCl (Lach-Ner) 0,59
250 mM KCI 10 ml
2 M MgCl, 5ml

- upravitpHna 7,0

- doplnit do 1 litru destilovanou vodou

- sterilizovat v autoklavu (121°C, 20 min)
- pfidat 5 ml 2 M MgCl,

- uchovavat pfi teploté -20°C

Transformation buffer (TB)

PIPES (Sigma) 10 mM
CaCl; (Lachema) 15 mM
KCI (Lachema) 250 mM

- upravit pH na 6,7 pomoci KOH
- sterilizovat v autoklavu
- sterilné pfidat 55 mM MnCl;, (ve formé pfrefiltrovaného 1M roztoku)

- uchovavat pri teploté 4°C
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3.4.7. Transformace kompetentnich bunék E. coli

SOC médium

sloZeni identické se SOB médiem

- navic 20 mM gluko6za
- uchovavat pfi teploté -20°C

3.4.8. Elektroporace procyklickych stadii T. brucei

Cytomix

KCI (Lachema) 120 mM
CaCl; (Lachema) 0,15 mM
KoHPO4 (Lachema) 10 mM
HEPES (pH 7,6) (AppliChem) 25 mM
EDTA (Amresco) 2 mM
MgCl, 5mM
Milli-Q voda

- uchovavat kratkodobé pfi teploté 4°C nebo dlouhodobé pfi -20°C

3.4.9. Digitoninova frakcionace

SHE

sachar6za (PENTA) 250 mM
HEPES (pH 7,4) (AppliChem) 25 mM
EDTA (Amresco) 1 mM
MilliQ voda

- uchovavat pfi teploté 4°C
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HBSS

NaCl (Lach-Ner) 136,9 mM

KCI (Lachema) 54 mM

MgSO4 0,8 mM

CaCl; (Lachema) 1,3 mM

KH,PO4 (Lachema) 0,4 mM

Na;HPO,4 (Lach-Ner) 0,3 mM

NaHCO; (Lachema) 4,2 mM

glukéza (Lachema) 5,5 mM

- upravitpHna 7,3

digitonin (10 mg/ml)
digitonin (Sigma) 10 mg
Milli-Q voda 1 ml

- zatepla rozpustit (termoblok, 10 min, 96°C)

- uchovavat pfi teploté -20°C
10% Triton X-100 (TX-100)
Triton X-100 (Fluka) 5 mi

Milli-Q voda 45 ml

3.4.10. Auranofinovy pokus

auranofin (1 mM)
auranofin (GeneTiCA) 6,785 mg

- doplnit do 10 ml dimethyl sulfoxidem (DMSOQO)

- uchovavat pfi teploté -20°C
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3.5. Ostatni chemikalie

antibiotika: Ampicilin (Biotika), Hygromycin (Sigma), Neomycin (Sigma), Phleomycin
(Sigma), Tetracyklin (Spofa); APS (peroxosiran amonny — Lachema), BioMax MS
FILM (KODAK), Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), BSA (New England BiolLabs,
TaKaRa), dNTPs (Fermentas), Ethanol (Lachema, Sigma), Ethidium bromid (Serva),
Fenol (Sigma), Formaldehyd (Lachema), Glycerol (PENTA), Chloroform (PENTA),
IPTG (isopropylthio-B-D-galactoside) (Sigma), Isoamylalkohol (PENTA), Isoflow™
(Beckman), LiCl (Lachema), MOPS (AppliChem), NaOH (Lach-Ner), octan sodny
(Lachema), proteinové standardy: Precision Plus Protein™ Standards - All Blue (Bio-
Rad) nebo Mark12™ Unstained Standard (Invitrogen); radioizotop a-**P-dATP (3000
Ci/nmol) (MPO Biochemicals), restrikni enzymy: Hindlll (TaKaRa), Mlul (New
England Biolabs), Notl (New England Biolabs), Sall (Amersham), Xbal (New England
Biolabs); RNaza (Serva), Sephadex G-50 (Sigma), T4 DNA ligaza a pfislusny pufr
(Invitrogen), Taq DNA polymeraza a pfislusny pufr (TaKaRa), TEMED (N,N,N",N’-
tetramethylethylendiamin) p.a. (Amresco), X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-

galactoside) (Amersham)
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4. METODY

4.1. Kultivace procyklickych stadii T. brucei

Kmen 29-13 kultivujeme v médiu SDM-79 (Brun a Schoénenberger, 1979) s
pridavkem 50 pl/ml hygromycinu a 15 pl/ml neomycinu (G418). V pfipadé
transgennich kmenu pouzivame k selekci bunék s integrovanym plasmidem rGzna
selekéni Cinidla. NejCastéji pfidavame do média 2,5 pl/ml phleomycinu. Proces RNAI
nebo expresi studovanych gent spoustime u pfislusnych bunéénych linii pfidanim 1
ul/ml tetracyklinu. Pfi dosazeni koncentrace 2x10” bunék/ml preo&kujeme kulturu do

CGerstvého média.

4.2. Stanoveni pocétu bunék T. brucei v kulture

Koncentraci bunék procyklickych stadii T. brucei v kultufe stanovujeme pomoci
pristroje Z2 Coulter® Particle Count and Size Analyzer (Beckman Coulter) (dilution
factor = 200, Tl = 3,5 ym, Tu = 7,7 um, count = between) na zakladé méreni vodivosti

suspenze bunék.

4.3. Sledovani rastového fenotypu

Po indukci RNAIi sledujeme u pfislusné bunécné linie T. brucei zmény ristové
rychlosti a rlistovy fenotyp. Buriky nejprve nafedime na koncentraci 5x10° bunék/ml
do 5 ml média SDM-79 s pfidavkem odpovidajicich antibiotik a pfidame 1 pg/mi
tetracyklinu, ¢imz dojde ke spusténi RNAI. V pravidelnych intervalech 24 hodin po
dobu 14 dnlG stanovujeme koncentraci bunék v kultufe. Pro vSechna méfeni
pouzivame kultury neindukovanych a indukovanych bunék a kulturu bunék kmene
29-13.

4.4. l1zolace RNA

Celkovou RNA izolujeme z 10 ml kultur obsahujicich 10® buné&k procyklickych stadii
T. brucei. K izolaci pouzivame TRI REAGENT™ (Sigma) a postupujeme dle navodu

vyrobce.
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4.5. Stanoveni koncentrace RNA
Koncetraci RNA ve vzorku stanovujeme pomoci spektrofotometru Biophotometer

(Eppendorf) v oblasti UV svétla pfi vinové délce 260 nm.

4.6. RNA elektroforéza

Priblizné 10 yg RNA nechame inkubovat s 1,5x vzorkovym pufrem (1:2) (10 min,
65°C) (Sambrook a kol., 1989) a naneseme na 1% formaldehydovy agarézovy gel.
Elektroforetické déleni RNA probiha pfi souCasné cirkulaci déliciho pufru a pfi napéti
60 V 3 hodiny.

4.7. Northernova analyza

4.7.1. Northern blot

Z gelu preneseme RNA metodou Northern blotu na nylonovou membranu (Biodyne®
B Membrane, 0,45 pym, Pall Gelman Laboratory) za pouziti 5x SSC jako prfenosové
kapaliny. Po pfenosu nechame RNA do membrany pfichytit pomoci UV zafeni
v pfistroji UV Stratalinker® 1800 (Stratagene). Membranu uchovavame pfi pokojové

teploté zabalenou do potravinové félie.

4.7.2. Priprava radioaktivné znacené DNA sondy

DNA pro pfipravu sondy ziskame pomoci PCR reakce nebo vystipnutim
z bakteridlniho  plasmidu  pfisludnymi restrikCnimi enzymy. Po agarézové
elektroforéze a izolaci DNA z gelu pfidame ke 100 ng DNA 10 ul hexanukleotidd v 5x

reakénim pufru a doplnime vodou do celkového objemu 40 pl.

Roztok zdenaturujeme (5-10 min, 100°C) a ihned zchladime na ledu. Poté pfidame 3
ul Mix A, 1-3 pl [u-?P]-dATP (50 uCi) a 1 pl Klenow fragmentu (5 jednotek). Reakci
inkubujeme 10 minut pfi teploté 37°C. Neinkorporované nukleotidy oddélime na
kolonce obsahujici Sephadex 50. Pfed pouzitim sondu zdenaturujeme (5 min, 100°C,

vodni lazen).
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4.7.3. Prehybridizace, DNA hybridizace, autoradiografie

Membranu s RNA prehybridizujeme v pfedehfatém roztoku NaPi pfi teploté 55°C 2
hodiny. Hybridizujeme pfes noc v témzZe roztoku s radioaktivné znaCenou DNA
sondou pfi teploté 55-60°C a za stalého michani. Membranu promyjeme v roztoku 2x
SSC s 0,1% SDS (20 minut pfi pokojové teploté) a poté v roztoku 0,2x SSC s 0,1%
SDS (20 minut pfi teploté 55°C). Po promyvani membranu zaloZime do fotosenzitivni
kazety. Podle stafi radioaktivné znaCeného fosforu zvolime dobu expozice.

Specificky signal detekujeme na pfistroji Typhoon Phospholmager (Amersham).

4.8. Priprava lyzatu T. brucei

Objem kultury obsahujici 5x107 procyklickych stadii T. brucei stodime pfi 3000 g po
dobu 5 minut. Pelet oplachneme 1 ml 1x PBS a pfeneseme do mikrozkumavky.
StoCime ve stolni centrifuze pfi 6000 rpm po dobu 5 minut. Odebereme 1x PBS,
resuspendujeme v 50 uyl 2x PBS a pfidame 50 ul 2x vzorkového pufru pro SDS

polyakrylamidové gely. Takto pfipravené lyzaty uchovavame pfi teploté -20°C.

4.9. SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS PAGE)

Proteiny délime pomoci vertikalni SDS polyakrylamidové elektroforézy.
Polyakrylamidovy gel obsahuje dvé faze (zaostfovaci a separacni). Nejprve
pfipravime smés 12% separaéniho gelu a nalijeme ji mezi dvé dobfe odmasténa skla
(umisténa ve stojanku) tak, aby hladina dosahovala pfiblizné 1 cm pod hroty
zasunutého hfebenu. Poté nality gel pfevrstvime n-butanolem (100 ul). BEhem 20-30
minut separacni gel zpolymeruje a mezi nim a vrstvou n-butanolu se vytvofi ostré
rozhrani. Po dokon&eni polymerace n-butanol odsajeme prouzkem filtra¢niho papiru
a nalijeme smés 5% zaostfovaciho gelu. Mezi skla vsuneme opatrné hfeben a
davame pozor, aby na spodni strané hrotd nebyly Zadné vzduchové bubliny. B€hem
15 minut smés zpolymeruje. Mezitim pfipravime 250 ml elektrodového pufru
nafedénim 5x koncentrovaného zasobniho roztoku. Po dokonceni polymerace
odstranime hifeben a skla s pfipravenym dvoufazovym gelem vlozime do
elektroforetické aparatury Mighty Small (Hoefer/Amersham Biosciences). Vytvofené

jamky a vnitini (katodovy) prostor naplnime elektrodovym pufrem tak, aby jeho
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hladina byla zhruba v poloviné mezi hornimi okraji kratkého a dlouhého skla. Spodni

(anodovy) prostor rovnéz naplnime elektrodovym pufrem.

Vzorky protein( pfed nanesenim na gel zdenaturujeme (10 minut, 95-100°C) a kratce
stoCime. V pfipadé lyzatl T. brucei nanasime do jamek 10 ul, v ostatnich pfipadech
20 pl vzorku. Spolu se vzorky nanasime také proteinovy standard, a to bud’ ,barveny*
(Precision Plus Protein™ Standards - All Blue (Bio-Rad), nasleduje western blot)
nebo ,nebarveny” (Mark12™ Unstained Standard (Invitrogen), nasleduje Coomassie
Blue barveni). Vlastni elektroforéza probiha pfi napéti 90V v zaostfovacim gelu, po

prechodu do separacniho gelu pak pfi 140 V.

4.9.1. Barveni gelu

Po dokonceni SDS polyakrylamidové elektroforézy muizeme rozdélené proteiny
analyzovat pomoci Coomassie Blue barveni. Nejprve z gelu odfizneme zaostfovaci
gel a samotny separaCni gel pfeneseme do Petriho misky obsahujici roztok
Coomassie Blue. Barveni probiha za stalého michani po dobu 45-60 minut. Poté gel
pfeneseme do Petriho misky s odbarvovacim roztokem a nechame odbarvovat do
odbarveni pozadi gelu. Gel prfeneseme do uchovavaciho roztoku, popfipadé

vysusime.

4.10. Westernova analyza

4.10.1. Western blot

Vzorky rozdélené SDS polyakrylamidovou elektroforézou pfeneseme z gelu pomoci
Semi-Dry blotu (Trans-Blot® Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) na nitrocelulézovou
membranu (BioTrace® NT Pure Nitrocellulose Membrane, Pall Corporation Life
Sciences). Blotovaci sendvi¢ vypada nasledovné: blotovaci papir Whatman,

membrana, gel, blotovaci papir Whatman.
Nejprve si pfipravime membranu tak, aby jeji velikost odpovidala velikosti gelu a

nechame ji spole¢né s gelem nékolik minut inkubovat v Semi-Dry pfenosovém pufru.

V pfipadé blotovaciho papiru staci pouze nékolikavtefinova inkubace. Po sestaveni
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blotovaciho sendvi¢e odsajeme ubrouskem prebyte¢ny pufr a nechame 60 minut
blotovat pfi napéti 20 V. Po pfenosu proteini oplachneme membranu v PBS
Tweenu, popfipadé jesté obarvime v roztoku Ponceau S a tim pfenos ovéfime. Po
obarveni, které trva pfiblizné 3 minuty, membranu promyjeme v Milli-Q vodé a v PBS
Tweenu az do odbarveni pozadi. Membranu blokujeme pfes noc v PBS Tweenu

s 5% mlékem.

4.10.2. Hybridizace s protilatkami, autoradiografie

Pfed inkubaci oplachneme membranu v PBS-T. Vlastni hybridizace probiha
v roztoku PBS-TM, s primarni protilatkou 2 hodiny a sekundarni protilatkou 1 hodinu;
v obou pfipadech pak pfi pokojové teploté a za stalého michani. Po kazdé inkubaci
promyjeme membranu v PBS-T (5x 5 minut). Pro westernovou analyzu pouzivame
rizné druhy primarnich protilatek, jejichz fedéni se pohybuje v rozmezi 1:500 —
1:150000. Sekundarni protilatkou je praseci protilatka proti kraliCim protilatkam
znaCena peroxidazou SwaR/Px (Sevac) popfipadé protilatka proti mySim nebo
slepi€im protilatkam. U sekundarnich protilatek pouzivame fedéni 1:1000.
Specifickou vazbu zviditelfiujeme pomoci vyvolavaciho kitu PIERCE ECL Western
Blotting Substrate (PIERCE) a signal detekujeme pomoci filmu KODAK® BioMax MS
(KODAK) nebo pomoci pristroje FUJIFILM Luminescent Image Analyzer LAS-3000
(FUJIFILM Life Science).

4.11. PCR

PCR reakci provadime na pfristroji Mastercycler® personal (Eppendorf).

4.11.1. Pouzité primery

nazev sekvence restrikéni
misto
5F 5-CAC CTC GAG CTTCTACTC GAACTT CCG G -3 Xhol
6R 5-CCC TCT AGA CGG TTA GGT TCT TGC AGG CC -3’ | Xbal
7F 5- CAC CAT ATG GTA GAG ATG AAG CGT GAT T -3 Ndel
8R 5-CACAAGCTTTTT CCTTCC ATC AGC AAGT -3 Hindlll
NifS1Fw | 5- AAG CTT ATG TGT AGC ATT GAG G -3’ Hindlll
NifS1Rv | 5- TCT AGA AAA CTC ACC GAACTG -3 Xbal

25




Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

METODY
4.11.2. Slozeni a podminky PCR reakce
Amplifikace fragmentu NifS1 pro vytvoreni DNA sondy
Slozeni PCR reakce:
slozka objem finalni koncentrace
DNA 1l 10 ng
5F primer 1l 10 pmol
6R primer 1 pl 10 pmol
dNTP 0,5 pl 0,25 mM
10x reakcni pufr s MgCl, | 2,5 pl 1x
Taq polymeraza 1l 2 jednotky
MilliQ voda 18 pl
Podminky PCR reakce:
1. Denaturace...........cccevvveeeenennnn. 94°C.creeeiiieeee S5min....l 1x
2. Denaturace.......ccccoeeeeeeeveeennnnns 94°C..uiiiiiiiiiin Tmin......oo...... 35x
3. Nasedani primerd..................... 45°C..ciiiiiiieeee e, 2min.........ccc...... 35x
4. Polymerace..........cccccceennnnnnnn. 72°Ciii, 2mMin ... 35x
5. ZavérecCna polymerace............. 72°C.ii 10mMin .. 1x
Amplifikace fragmentu NifS2 pro vytvoreni DNA sondy
Slozeni PCR reakce:
slozka objem finalni koncentrace
DNA 1l 10 ng
7F primer 1l 10 pmol
8R primer 1l 10 pmol
dNTP 0,5 pl 0,25 mM
10x reakCni pufr s MgCl, | 2,5 pl 1x
Taq polymeraza 1 ul 2 jednotky
MilliQ voda 18 pl
Podminky PCR reakce:
1. Denaturace..........cceeeeevennnnnnnnn. 94°C.eiiiiin S5min.... 1x
2. Denaturace........cccccoevvveeenennnnn. 94°C.cvreeeiieeee Tmin............... 35x
3. Nasedani primerd..................... 50°Ceeiin Tmin......ccooeeeee. 35x
4. Polymerace...........cccceevuvvvnnnnn. T72°Cuiiiiiiiiiiiiii, 2min.........oo..... 35x
5. ZavéreCna polymerace............. 72°C.i 10min .. 1x

26



Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

METODY

Amplifikace genu NifS1 pro klonovani do expresniho vektoru pJH54
Slozeni PCR reakce:
slozka ~ objem findlni koncentrace

DNA 1l 10 ng

NifS1Fw primer 1l 10 pmol

NifS1Rv primer 1l 10 pmol

dNTP 0,5 pl 0,25 mM

10x reakCni pufr s MgCl, | 2,5 pl 1x

Taq polymeraza 1 ul 2 jednotky

MilliQ voda 18 pl

Podminky PCR reakce:

1. Denaturace..........ccceeeeeeennnnnnnnn. 95°Ciiii S5min........... 1x
2. Denaturace........cc.ccoevvveeeenennnnn. 94°C.creeeiiieeee Tmin............... 35x
3. Nasedani primerd..................... B52°Ceiiien Tmin......cooeeeee. 35x
4. Polymerace............ccceevvvvvnnnnn. T72°Cuiiiiiiiiiiiiii, 2min.........oo..... 35x
5. ZavérecCna polymerace............. 72°C.. 10min .. 1x

4.12. Agarozova (DNA) elektroforéza

0,75% agarézy v 0,5x TAE roztoku nechame povafit v mikrovinné troubé, zchladime
na 60°C a pfidame ethidium bromid do vysledné koncentrace 0,5 pg/ml. Pfipraveny
roztok naliieme do elektroforetické formy s hifebenem. Po ztuhnuti gelu naneseme
vzorky DNA smichané s bromfenolovou modfi (0,1 celkového objemu) do jamek.
DNA délime pfi napéti 50-90 V a zviditelfiujeme pomoci UV transiluminatoru (Bio-

Imaging Systems, MiniBis).

4.13. lzolace DNA z gelu
DNA izolujeme z gelu pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN) nebo

pomoci tekutého dusiku.

4.13.1. Izolace DNA z gelu pomoci kitu

Postupujeme dle pokynU vyrobce.
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4.13.2. 1zolace DNA z gelu pomoci tekutého dusiku

Mikrozkumavku s vykrojenym gelem obsahujicim DNA ponofime na 2 minuty do
tekutého dusiku a nechame zmrznout. Poté pfidame 100 ul vody a zmrzly obsah
rozdrtime homogenizatorem. Pfidame stejny objem fenolu, zvortexujeme a vlozime
do dusiku na 1 minutu. Rozpustime ve 37°C a centrifugujeme 15 minut pfi maximalni
rychlosti. Vodni fazi pfeneseme do nové mikrozkumavky a provedeme fenol-
chloroformovou extrakci (viz Pfiprava transgennich linii T. brucei, PreciSténi DNA

fenol-chloroformovou extrakci).

4.14. Stanoveni koncentrace DNA

Koncetraci DNA ve vzorku stanovujeme pomoci spektrofotometru Biophotometer

(Eppendorf) v oblasti UV svétla pfi vinové délce 260 nm.

4.15. Liga€ni reakce

Ke 150 ng insertu (fragmentu DNA) vyizolovaného z gelu pfidame 10-50 ng vektoru,
1 jednotku T4 DNA ligazy, 2 pl 5x liga¢niho pufru a doplnime vodou do 10 pl. Ligacni

reakci inkubujeme 2-3 hodiny pfi pokojové teploté nebo pfes noc pfi teploté 16°C.

Negativni kontroly k liga€ni reakci:

B | > [ | S

insert ANO | NE | NE | ANO | ANO
vektor ANO | ANO | ANO | NE | NE
ligaza NE |ANO | NE |[ANO | NE

liga€ni pufr | ANO | ANO | ANO | ANO | ANO
Milli-Q voda | ANO | ANO | ANO | ANO | ANO

vysvétlivky:

ANO - slozka pfitomna, NE — absence slozky

1-5 — jednotlivé kontroly

4.16. Priprava kompetentnich bunék E. coli

Na kultivaéni pudu bez antibiotik rozetfeme nepatrné mnozstvi suspenze

netransformovanych kompetentnich bunék E. coli (skladovany v SOB médiu s 10%

28



Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

METODY

glycerolem pfi teploté -80°C) a nechame inkubovat pfes noc pfi teploté 37°C.
Z narostlych kolonii vybereme jednu samostatnou kolonii a pfeneseme ji do 3 ml
SOB média s MgCl, (0,01 M). Kultivujeme za stalého tfepani (200 rpm) pfi teploté
37°C cca 16 hodin. 1 ml této kultury inokulujeme do 240 ml SOB média s MgCl, a
kultivujeme za stalého tfepani (200 rpm) pfi pokojové teploté az do optické hustoty
ODeggo 0,6. Kulturu nechame trepat pfi 4°C po dobu 30 minut. Centrifugujeme pfi
2500 g a teploté 4°C po dobu 10 minut. Pelet opatrné resuspendujeme (ustfiZzenou
Spickou) v 80 ml chlazeného TB pufru a za ob&asného promichani inkubujeme 10
minut na ledu. Suspenzi centrifugujeme pfi 2500 g a teploté 4°C po dobu 10 minut.
Pelet opatrné resuspendujeme (ustfizenou Spic¢kou) ve 20 ml chlazeného TB pufru,
pfidame DMSO do vysledné koncentrace 7% a dobfe promichame. Suspenzi
inkubujeme 10 minut na ledu, poté pfeneseme do pfedmrazenych mikrozkumavek a
okamzité zamrazime v tekutém dusiku. Takto pfipravené kompetentni buriky

skladujeme pfi teploté -80°C.

4.17. Transformace kompetentnich bunék E. coli metodou heat-

shock

50-100 ul kompetentnich bunék E. coli (DH5a; XL1 Blue) nechame inkubovat 20
minut na ledu. Pfidame 5-10 pl ligaéni smési a opét inkubujeme 20 minut na ledu.
VloZenim bunék do vodni Iazné o teploté 42°C na 1 minutu provedeme heat-shock.
Poté bunky ihned umistime na led a nechame 2 minuty chladit. Pfidame 300 ul SOC
a nechame trepat pfi 200 rpm po dobu 45 minut a teploté 37°C.

4.18. Kultivace kompetentnich bunék E. coli

Transformované kompetentni burnky rozetreme na agarové LB misky s pfidavkem
100 pg/ml ampicilinu a kultivujeme pfes noc pfi teploté 37°C. Pokud pracujeme s
vektory umoznujicimi ,blue-white® selekci, tj. rozliSeni na zakladé lacZ
komplementace, rozetfeme pred vysevem kompetentnich bunék na misku 40 pl X-
gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) (20 mg/ml) a 4 pul IPTG
(isopropylthio-B-D-galactoside) (200 mg/ml). Jednu kolonii E. coli inokulujeme do 3
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ml tekutého LB média a kultivujeme pfes noc za stalého tfepani (200 rpm) pfi teploté
37°C.

4.19. lzolace plasmidové DNA

Plasmidovou DNA izolujeme pomoci kitu QIA® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) nebo
metodou alkalické lyze. Pokud pozadujeme vétSi mnozstvi plasmidové DNA
inokulujeme misto 3 ml tekutého LB média 100 ml a pro izolaci pouzijeme kit
QIAGEN® Plasmid Midi Kit (100).

4.19.1. lzolace plasmidové DNA pomoci kitu

Postupujeme dle pokynU vyrobce.

4.19.2. Izolace plasmidové DNA metodou alkalické lyze (miniprep)

3 ml narostlé bakterialni kultury centrifugujeme pfi maximalni rychlosti po dobu 2
minut. Odebereme supernatant a pelet resuspendujeme v 50 yl TEG (25 mM Tris-
HCI + 10 mM EDTA + 50 mM glukéza). Pfidame 100 pl 0,2 M NaOH s 1% SDS
(pfipravujeme vzdy Cerstvy roztok: 800 ul Milli-Q vody + 100 pl 10% SDS + 100 pl 2
M NaOH). Resuspendujeme a nechame inkubovat po dobu 5 minut. Pfidame 75 ul
chlazeného 3 M octanu sodného pH 5,3 a jemné protfepeme. Pfidame 225 pl 5 M
LiCl a opét jemné protfepeme. Centrifugujeme 10 minut pfi maximalni rychlosti a
teploté 4°C. Supernatant pfeneseme do mikrozkumavky a pfidame 1 ml 96%
ethanolu. Ulozime nejméné na 1 hodinu do -20°C. Poté centrifugujeme 10 minut pfi
maximalni rychlosti a teploté 4°C. Odebereme supernatant a DNA oplachneme 250
Ml ledového 70% ethanolu. Centrifugujeme 5 minut pfi maximalni rychlosti a teploté
4°C. Odsajeme ethanol a pelet nechame vysusit (pfi pokojové teploté 1 hodinu; pfi
37°C 30 minut). Po vysuSeni pelet resuspendujeme ve 30 ul Milli-Q vody a

skladujeme pfi teploté -20°C.

4.20. Restrikéni reakce

Kontrolu pfitomnosti insertu ve vektoru provedeme restrikéni reakci, ktera obsahuje 5

Ml plasmidové DNA, 1 ul 10x reakéniho pufru, 2 jednotky enzymu, 1 pl BSA (pokud je
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enzymem vyzadovano), 1 ul Triton X-100 (pokud je enzymem vyzadovano), 0,2 pl

RNazy (100 mg/ml) (u plasmidi izolovanych metodou alkalické lyze), vodu do

celkového objemu 10 pl. Pokud chceme insert vy$tépit za ucelem ligace, provedeme

restrikci v celkovém objemu 30 pl (poméry jednotlivych sloZzek zachovavame).

Restrikéni reakci inkubujeme pfi 37°C 1-5 hodin, poté analyzujeme pomoci

agarozove elektroforézy, pfipadné izolujeme z gelu a ligujeme.

4.21. Priprava transgennich linii T. brucei

4.21.1. Priprava plasmidové DNA pro transfekci T. brucei

Plasmidovou DNA ziskame ze 100 ml kultury transformovanych kompetentnich

bunék E. coli. Pfed transfekci T. brucei linearizujeme DNA restrik¢ni endonukleazou

Notl a pfeCistime fenol-chloroformovou extrakci.

4.21.2. Precisténi DNA fenol-chloroformovou extrakci

1.

© N o O K~ DN

objem reakc¢ni smési upravit na 100 pl

pfidat 100 ul fenolu

5 minut mirné trepat

stocit (5 minut, maximalni rychlost)

odebrat vodni fazi do nové mikrozkumavky

zopakovat kroky 2-4

odebrat vodni fazi do nové mikrozkumavky

pridat 50 ul fenolu + 50 ul chloroformu s isoamylalkoholem (24:1)

5 minut mirné trepat

. stoCit (5 minut, maximalni rychlost)
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

odebrat vodni fazi do nové mikrozkumavky

pFidat 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 2,5 objemu 96% ethanolu
umistit minimalné na 30 minut do -20°C

stoCit (30 minut, maximalni rychlost, 4°C)

pelet oplachnout 150 ul ledového 70% ethanolu

stoCit (5 minut, maximalni rychlost)

pelet vysusit a rozpustit v 35 ul Milli-Q vody
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4.21.3. Elektroporace procyklickych stadii T. brucei

Kulturu obsahuijici 10® procyklickych stadii T. brucei centrifugujeme 10 minut pii 3000
rom a teploté 4°C. Slileme supernatant, pelet oplachneme 5 ml cytomixu a
centrifugaci opakujeme. Poté sliieme supernatant a pelet rozpustime v 0,5 ml
cytomixu. Pfidame 10 pg linearizovaného plasmidu a cely objem prfeneseme do
elektroporacni kyvety. Elektroporujeme v elektroporatoru BTX ECM-630 pfi 25 pF a
500 Q. Kyvetu vystavime dvéma elektrickym pulsim v intervalu 10 vtefin (1. 1500 V,
2. 1700 V). Poté bunky steriiné prfevedeme do 4,5 ml SDM-79 s pfidavkem

hygromycinu a neomycinu (G418). Po 24 hodinach pfidame phleomycin.

4.22. Digitoninova frakcionace

4.22.1. Princip

Digitonin je Setrny neiontovy detergent, ktery patfi mezi rostlinné glykosidy. Jeho
hydrofobni €ast interaguje s cholesterolem bunéénych membran za tvorby velkych
péra s hydrofilnim stfedem. Pokud je digitonin pfitomen v niZSich koncentracich,
pusobi na membrany s vy$Sim obsahem cholesterolu (cytoplazmatickda membrana),
ve vyS8Sich koncentracich pak rozruSuje i membrany na cholesterol chudé
(mitochondrialni membrana a membrana endoplazmatického retikula). Vzniklymi
pory prochazi molekuly az do velikosti 200 kDa. Pfi nizSich koncentracich digitoninu
tedy maze z bunky unikat vétSina cytosolickych proteinu. Pfi vysokych koncentracich
pak digitonin rozpousti vSechny bunéné membrany jako typicky neiontovy detergent
(Schulz, 1990). Mitochondrie procyklickych stadii T. brucei nema charakter
jednoduchych méchyiku, ale je rozvétvena po celé bunce. Postupy izolace
neporuSenych mitochondrii zalozené na odstranéni cytoplazmatické membrany a
nasledné gradientové frakcionaci jsou technicky naroéné (Allemann a Schneider,

2000), proto se u T. brucei vyuziva digitonin.

4.22.2. Postup

Pro digitoninovou frakcionaci potfebujeme 5x108 bunék procyklickych stadii T. brucei.
Buriky centrifugujeme 10 minut pfi 3000 rpm a teploté 4°C. Pelet promyjeme ledovym
SHE (1 ml na 10® bunék) a opét sto&ime (10 min, 3000 rpm, 4°C). Odstranime
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supernatant a buriky nafedime na koncentraci 5x10%ml ledovym SHE. Suspenzi

bunék drzime na ledu.

Koncentraci proteini stanovujeme podle Bradfordové (Bradford, 1976). Jako
kalibracni protein pouzivame hovézi sérum albumin (BSA). Ke 2 ul suspenze bunék
pfidame 18 pl HBSS a resuspendujeme. K 5 pl smési pfidame 245 pl Milli-Q vody a 1
ml €inidla, poté zvortexujeme a inkubujeme 10 minut pfi pokojové teploté. Na pfistroji
Biophotometer (Eppendorf) zméfime absorbanci (pfi vinové délce 595 nm) a

nasledné uréime koncentraci proteint v suspenzi bunék.

K1 mg bunék (proteinu) pfidame 200 yl HBSS a 8 pl digitoninu (10 mg/ml), poté
ihned zvortexujeme (10 vtefin) a inkubujeme 5 minut pfi 25°C. Smés stoCime pfi
13000 rpm po dobu 2 minut. Supernatant (= cytosolicka frakce) pfeneseme do
mikrozkumavky a umistime na led. Pelet promyjeme v HBSS a sto€ime pfi 13000
rom po dobu 2 minut. Po promyti resuspendujeme pelet ve 200 ul HBSS a pfidame
0,1% Triton X-100 (2 pl 10% TX-100). Smés inkubujeme 5 minut na ledu a poté
centrifugujeme (2 min, 13000 rpm). Supernatant (= mitochondrialni frakce)

pfeneseme do mikrozkumavky a umistime na led.

K 1 mg bunék (protein(i) pfidame 200 ul HBSS a 2 ul 10% TX-100. Smés inkubujeme
5 minut na ledu a nasledné centrifugujeme 2 minuty pfi 13000 rpm. Supernatant (=

lyzatova frakce) pfeneseme do mikrozkumavky a umistime na led.

4.22.3. Analyza vzorku po frakcionaci
Jednotlivé frakce smichame s 5x vzorkovym pufrem naneseme na dva SDS
polyakrylamidové gely a rozdélime pomoci SDS PAGE. Jeden gel pouzijeme pro

Coomassie Blue barveni, druhy pro westernovou analyzu.

Kontrola cytosolickych frakci pomoci westernové analyzy:
- primarni inkubace se specifickou protilatkou proti cytosolickému proteinu
(anti-enolase, 1:150000)
- sekundarni inkubace s odpovidajici sekundarni protilatkou
(SwaR/Px, 1:1000)
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Kontrola mitochondrialnich frakci pomoci westernové analyzy:
- primarni inkubace se specifickou protilatkou proti mitochondrialnimu proteinu
(anti-cox6, 1:1000)
- sekundarni inkubace s odpovidajici sekundarni protilatkou
(SwaR/Px, 1:1000)

4.23. Auranofinovy pokus

4.23.1. Princip

Auranofin je vysoce specificky inhibitor selenoproteinti (Gromer a kol., 1998; Alger a
Williams, 2002), u T. brucei vyuzivany jako inhibitor rastu bunék (Lobanov a kol.,
2006).

4.23.2. Postup

Ke kulturam obsahujicim 2x10° procyklickych stadii T. brucei na 1 ml média pridame
auranofin rozpustény v dimethyl sulfoxidu (DMSO) o vyslednych koncentracich
0,0001 uM, 0,001 uM, 0,01 pM, 0,1 pM, 1 uM a 10 pM. Jako kontrolu pouzijeme
kulturu ke které pfidame stejné mnozstvi DMSO bez auranofinu. Po 40 hodinach

zméfime hustotu bunék v kultufe a hodnoty vyneseme do grafu.
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5. VYSLEDKY

5.1. Sledovani ristového fenotypu

Ruastové kfivky - Trypanosoma brucei
©
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obr. 1 Ruastové kfivky

Analyza rastového fenotypu NifS1 bunééné linie

Transgenni linie procyklického stadia Trypanosoma brucei, ktera obsahuje RNAI
vektor pZJMP se zaklonovanym genem NifS1, byla pfipravena v na$i laboratofi Mgr.
Ondfejem Smidem. Z této linie byly vybrany dva klony (A, D) u kterych byl po indukci
RNA interference (RNAI) sledovan rlst bunék a rastovy fenotyp. Rustové kfivky byly
zkonstruovany na zakladé 14 denniho méfeni hustoty bunék u neindukovanych a
indukovanych kultur. Méfeni bylo provadéno v pravidelnych intervalech 24 hodin.
Pokud presahla koncentrace bunék v kultufe hodnotu 2x10” na 1 ml média, byly
buriky pfeoCkovanim do Cerstvého meédia 10x nafedény. V bunkach byla RNAI
spusténa pfidanim tetracyklinu o vysledné koncentraci 1 ug/ml. Jako kontrola byly
pouzity buriky rodi€ovského kmene WT 29-13. Z grafll je patrné, Ze ani u jednoho
klonu nedoS$lo k vyznamné zméné rychlosti déleni bunék a tedy, Ze bunécna linie

NifS1 nevykazuje rustovy fenotyp (obr. 1).
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5.2. Northernova analyza

Pro northernovou analyzu byla pouZita RNA z neindukovanych a indukovanych
bunénych kultur NifS1 a z kultury rodiCovského kmene WT 29-13. Z bunék byla
RNA izolovana pomoci TRI-REAGENT™ (Sigma), v pfipadé indukovanych kultur 2.,
4. a 6. den po pfidani tetracyklinu. 10 uyg RNA z kazdého vzorku bylo naneseno na
1% formaldehydovy agar6zovy gel a rozdéleno pfi 90 V. Poté byla RNA pfenesena
na nylonovou membranu (Biodyne® B Membrane, 0,45 pym, Pall Gelman Laboratory)
a hybridizovana pfi teploté¢ 55°C s radioaktivné znaCenou sondou v podobé
fragmentu NifS1 resp. NifS2 genu zmnozeného metodou PCR. Jako templat pro
PCR poslouzila celkova DNA z rodi¢ovského kmene WT 29-13.

obr. 2 Northernova analyza NifS1 se sondou proti NifS1
V draze indukovanych bunék (2, 3, 4, 6, 7, 8) je vidét velké mnoZstvi dsRNA NifS1. Slaba tvorba
dsRNA v neindukovanych bunkach (1, 5) je patrné disledkem nedokonalé kontroly T7 RNA

polymerazy tetracyklinovym represorem. Po indukci je patrny ubytek mRNA, coZ naznaluje, Ze doslo
k RNA interferenci. 1-4 — NifS1 klon A, 5-8 — NifS1 klon D

obr. 3 Northernova analyza NifS1 se sondou proti NifS2
Po indukci RNAI (3, 4, 5, 7, 8, 9) nedochazi k tvorb& dsRNA NifS2 ani k tbytku mRNA NifS2.
1 — WT 29-13, 2-5 — NifS1 klon A, 6-9 — NifS1 klon D

Vysledky northernové analyzy ukazaly, ze v burikach NifS1 dochazi po indukci RNAI
k tvorbé dsRNA NifS1 a soucCasné k redukci mRNA NifS1 (obr. 2). Zaroven bylo
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zjisténo, ze indukce RNAIi u NifS1 neovliviiuje expresi NifS2, ponévadz po indukci
RNAIi nedochazi k tvorbé& dsRNA NifS2 ani k ubytku mRNA NifS2 (obr. 3).

5.3. Westernova analyza

Ovlivnéni hladiny NifS2 a NifU proteinu bylo sledovano westernovou analyzou. Cilem
bylo zjistit, zda u bunék s eliminovanym proteinem NifS1 dochazi ke zménam
exprese NifS2 a NifU proteinu. Proto byly pfipraveny celkové lyzaty neindukovanych
a indukovanych bunék NifS1 (2, 4, 6 a 8 dni po indukci RNAI) a lyzat WT 29-13.
Vzorky byly rozdéleny na 12% polyakrylamidovém gelu (obr. 4) a pfeneseny na
nitrocelulézovou membranu (BioTrace® NT Pure Nitrocellulose Membrane, Pall
Corporation Life Sciences). Membrana byla hybridizovana se specifickou

polyklonalni protilatkou proti NifS2 resp. NifU proteinu.

1 2 3 4 5 6

|=g'nﬁ
rERERS
e ;,.”

obr. 4 SDS polyakrylamidovy gel — Coomassie Blue barveni

Kontrola vyvazenosti nanesenych vzorki
1-6 — celkové lyzaty; 1 — WT 29-13, 2 — NifS1/NI, 3 — NifS1/2l, 4 — NifS1/41, 5 — NifS1/61, 6 — NifS1/8I

1 2 3_ 4 5 6
W e e NifS2 (48,1 kDa)

. - = [«— NifU (19,4 kDa)

obr. 5 Westernova analyza — ovlivnéni exprese NifS2 a NifU proteinu
1-6 — celkové lyzaty; 1 — WT 29-13, 2 — NifS1/NI, 3 — NifS1/2I, 4 — NifS1/41, 5 — NifS1/6l, 6 — NifS1/8I
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Protein NifS2 ma molekulovou hmotnost 48,1 kDa a jeho exprese neni ovlivnéna
RNA interferenci NifS1. NifU je protein o molekulové hmotnosti 19,4 kDa avSak ani

jeho hladina neni v indukovanych burikach NifS1 ovlivnéna (obr. 5).

5.4. Priprava expresniho vektoru pJH54/NifS1

Podle sekvence genu NifS1 (obr. 6) ziskané z genové banky byly navrzeny primery
NifS1Fw a NifS1Rv s restrikCnimi misty Hindlll a Xbal (viz Material a metody; PCR;
Pouzité primery), podle nichz byl pomoci PCR z celkové DNA T. brucei kmene WT
29-13 gen NifS1 amplifikovan (obr. 7). PCR produkt byl po izolaci z gelu ligovan do
vektoru pGEM®-T Easy a nasledné transformovan do kompetentnich bunék E. coli
DH5a. Na zakladé modro-bilé (blue-white) selekce bylo vybrano nékolik bilych
kolonii, které byly inokulovany do tekutého LB média. Z narostlych bakterialnich
kultur byla ziskana plasmidova DNA, ktera byla podrobena restrikCni reakci
(s vyuzitim enzym0 Hindlll a Xbal) za u€elem potvrzeni pfitomnosti PCR produktu ve
vektoru. Po restrikci byly fragmenty rozdéleny pomoci agarézové elektroforézy (obr.
8) a izolovany z gelu. Stejnym zpusobem byl izolovan a stépen vektor pJH54 (obr. 9),
do kterého byl vyStépeny gen NifS1 pfeklonovan. Pfed vlastni ligaci byla provedena
kontrola velikosti obou fragmentl pomoci agarézové elektroforézy (obr. 10). Po ligaci
byl konstrukt pJH54/NifS1 transformovan do kompetentnich bunék E. coli XL1 Blue.
Vektor pJH54 neobsahuje lacZ operon a proto nebylo mozné vybirat kolonie na
zakladé modro-bilé selekce. Jednotlivé kolonie byly vybrany na zakladé obohaceni
poCtu kolonii vzhledem k negativnim kontroldm (viz Material a metody; Ligacni
reakce). Pfitomnost insertu NifS1 ve vektoru pJH54 byla opét ovéfena restrikéni

analyzou (s vyuzitim enzymu Sall a Mlul) (obr. 11).
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atgtgtagcattgagggcccgccactcaaaaaactgcgaccgcagccgctcacgecccaca 60

gaccctattcccatttatttggactacaatgccactacaccactctgcatggaatcttgg 120

agggccatgtcggctattgtaccattttcgtgggggaaccccagttcagtccatccatat 180

ggtttggcggcaaaatttgtgctggatgaggcgagggggaaagtagcaaacgccattcgt 240

gcggtaactcctgcgaatgttattttcacttcgggtgggacggaggctaataacttagca 300

ataatcggcgggttcacggcattgcgggaacggtttccaagtcgacactatataattacg 360

acaaacgttgagcaccccgccgttgaggaagtgttaaagtttttggaaagagagcattcg 420

gcagtggtgaagggaggagatagacgcatgtcaggtggaaaaaagcaacagccaccaccc 480

gtagaggtgtaccgcttccctgtcgatcctaggaccggttgcgtgcgcaccgacgagtgg 540

cgcaaacttctactcgaacttccgggtggcccacaaaacgttgcactagtaacagtgatg 600

cacgccaacaatgaaattggtggtattaatcctattgatgacctcgtgaaacttgtgaag 660

gaaatatgtggtgaggaaacactgtttcacactgatgcagcacaatctatcgggaaagtg 720

cccgtaaatgtcagcgccatgcgcgttgacatgctgtccatttgttcgcacaaattctat 780

ggcccaaagggtgttggtgcgttatatgtcagggatggtgtgcgtatacgaaatattctc 840

ttcggagcaaatcatgaaaatggtgcacgcccaggcacagagaatgtgctcttggtaaca 900

ggtatggcggaggcgcttcatgtggcctgcaagaacctaaccgcaaacgctgccacaatg 960

cgcaatactcgcgacgaattatttcgggtgataaagcaagaagtttccaaggtgggtatg 1020
gattgtgtgttgaatggtgacatcgaccatgctcttcctaatacattgagtgttgcattg 1080
tttaaagtgacagatagtggtaagcgaagatacatttccgcccacggactcattcaggcg 1140
gtcggtgataaggtgtgcatgtcctcgggcgecggectgecattctgcagaggagaacgtt 1200
gttgtttccgcecctcactgcgcagecgttggtgtggatttggatcgtgcggtaggcacacte 1260
cgtctttctacaggacgaacaacaacgatggcggaggtgcggcgagcggctcgcatcatt 1320
gttcggcgggccgtgcaacagttcggtgagttttag 1356

obr. 6 Sekvence genu NifS1 s vyznaCenymi misty pro NifS1Fw a NifS1Rv primery
Sekvence ziskana z genové banky: Tb09.211.3850, velikost genu: 1356 bp
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obr. 7 PCR - Amplifikace genu NifS1

Pouzité primery: NifS1Fw a NifS1Rv, velikost produktu: 1365 bp
1 — negativni kontrola, 2 — NifS1, 3 — NifS1, 4 — 1 kb plus DNA ladder

5000
2000

1000

500

obr. 8 Restrikéni reakce - pGEM®- T Easy s insertem NifS1

Pouzité enzymy: Hindlll, Xbal, velikost hledaného fragmentu: 1365 bp
1-5 - pPGEM®- T Easy s insertem NifS1, 6 — 1 kb plus DNA ladder

1 2 3 b
12000

obr. 9 Restrikéni reakce — kontrola Stipaného plasmidu pJH54
Pouzité enzymy: Hindlll, Xbal; velikost nestipaného plasmidu pJH54: 5764 bp
1 — &tipany plasmid, 2 — nestipany plasmid, 3 — 1 kb plus DNA ladder

40



Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

VYSLEDKY

obr. 10 Kontrola fragmentu pJH54 resp. NifS1 pred ligaci
Velikost fragmentu pJH54: 5642 bp; velikost fragmentu NifS1: 1365 bp
1 — 1 kb plus DNA ladder, 2 — fragment pJH54, 3 — fragment NifS1

obr. 11 RestrikCni reakce — pJH54 s insertem NifS1

Pouzité enzymy: Sall a Mlul, velikost nestipaného konstruktu pJH54/NifS1: 7007 bp
1 — 1 kb plus DNA ladder, 2 — neStipany konstrukt pJH54/NifS1, 3 — Stipany konstrukt pJH54/NifS1

5.5. Priprava transgennich linii T. brucei

10 ug DNA ve formé expresniho vektoru pJH54 se zaklonovanym genem NifS1 bylo
po linearizaci restrikéni endonukleazou Notl elektroporovano do procyklického stadia
T. brucei kmene WT 29-13. Po elektroporaci byly buriky pfeneseny do kultivacniho
média SDM-79 s obsahem hygromycinu a neomycinu (G418). Po 24 hodinach byl do
média pfidan phleomycin, kterym byly selektovany burky s integrovanym plasmidem.

Po ustaveni stabilni linie byla kultura zamrazena v tekutém dusiku.

41



Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

VYSLEDKY
5.6. Lokalizace NifS1 metodou digitoninové frakcionace
1 2 3 4 5 6 7 8 9
= = - ==
= a E =
=
- -
— — —
— — _ . —
obr. 12 SDS polyakrylamidovy gel — Coomassie Blue barveni
Kontrola frakci pomoci Coomassie Blue barveni
1, 4, 7 — cytosolické frakce; 2, 5, 8 — mitochondriélni frakce; 3, 6, 9 — lyzatové frakce
1-3 — WT 29-13; 4-6 — NifS1/HA; tag/NI; 7-9 — NifS1/HA; tag/3l
1 2 3 4 S 6 7 8 9
— e le—— NifS1/HA; tag (49,7 kDa)
-_— -— — ‘4— enolaza (45 kDa)
- e S 2 Je— cytochrom oxidaza VI
NG (19,1 kDa)

obr. 13 Westernova analyza — lokalizace NifS1 metodou digitoninové frakcionace
Lokalizace proteinu NifS1 v bufice a kontrola Cistoty frakci

1, 4, 7 — cytosolické frakce; 2, 5, 8 — mitochondrialni frakce; 3, 6, 9 — lyzatové frakce

1-3 — WT 29-13; 4-6 — NifS1/HA; tag/NI; 7-9 — NifS1/HA; tag/3|

Pro lokalizaci proteinu NifS1 byla vytvofena buné&cna linie, ktera obsahuje expresni
vektor se zaklonovanym genem NifS1 a dale tzv. HA3 tag, proti kterému je komercné

dostupna monoklonalni protilatka.

V bunikach byla exprese NifS1 indukovana pfidanim tetracyklinu o vysledné
koncentraci 1 pg/ml. Z indukovanych (3 dny po indukci) a neindukovanych bunék
NifS1/HA; tag a z bunék WT 29-13 byly vytvofeny cytosolické, mitochondrialni a

lyzatové frakce. Ty byly ziskany metodou digitoninové frakcionace, kdy byl k burikam
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pridan digitonin o vysledné koncentraci 0,08 mg na 1 mg proteind. Pfi této
koncentraci dochazi k rozruSeni cytoplazmatické membrany, ale mitochondrialni
membrany zuUstavaji neporuseny. Tak Ize oddélit cytosolické proteiny od
mitochondrialnich. Cytosolické proteiny jsou po frakcionaci detekovatelné
v cytosolické frakci, mitochondrialni proteiny ve frakci mitochondrialni. Lyzatova

frakce obsahuje oba typy proteinu.

Jednotlivé frakce byly rozdéleny pomoci SDS PAGE. Jeden gel byl barven v
Coomassie Blue (obr. 12), z druhého byly proteiny pfeneseny na nitrocelul6zovou
membranu a hybridizovany s protilatkami. S vyuzitim zminéné anti-HA protilatky bylo
mozné urcCit bunécnou lokalizaci proteinu NifS1. Na obr. 13 je v draze indukovanych
bunék NifS1/HA3 tag/3l (7, 9) patrny silny signal, ktery odpovida velikosti 49,7 kDa a
tedy velikosti proteinu NifS1 (velikost NifS1 48,6 kDa, HA3; tag pfiblizné 1,1 kDa).
Vzhledem k tomu, zZe je tento signal detekovatelny pouze v cytosolické a lyzatove

frakci, je zfejmé, Ze protein NifS1 je lokalizovany v cytosolu.

Westernové hybridizace se specifickou protilatkou proti cytosolické enolaze (anti-
enolase) a proti mitochondrialni cytochrom oxidaze VI (anti-cox6) byly provedeny

pouze za ucelem kontroly frakci.

5.7. Priprava frakci pro méreni enzymovych aktivit
Pro méfeni enzymovych aktivit byly pfipraveny cytosolické, mitochondrialni a

lyzatové frakce z nasledujicich bunécnych linii:

- WT 29-13
- NifS1 bunécéna linie, klon A — neindukovana, indukovana 4 a 8 dni
- NifS1 bunécéna linie, klon D — neindukovana, indukovana 4 a 8 dni

- NifS2 bunééna linie, klon 6 — neindukovana, indukovana 4 a 8 dni

V laboratofi Dr. Pilona v Koloradu budou u jednotlivych frakci méfeny selenocystein

lydzové a cystein desulfuratové aktivity.
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5.8. Auranofinovy pokus
Auranofinové krivky
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obr. 14 Auranofinové kfivky

Auranofin je vysoce specificky inhibitor selenoproteinl a protoZze NifS1 vykazuje
podobnost se selenocystein lyazami, rozhodli jsme se studovat vliv tohoto inhibitoru
na rust bunék s eliminovanym proteinem NifS1. K rodi¢ovskym burikam WT 29-13,
k neindukovanym a indukovanym burikdm NifS1 (4 dny po indukci) byl pfidan
auranofin (rozpustény v DMSO) o vyslednych koncentracich 0,0001 uM, 0,001 uM,
0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM a 10 pM. Jako kontroly byly pouzity kultury neindukovanych a
indukovanych bunék NifS1 a kultura bunék WT 29-13, ke kterym bylo pfidano stejné
mnozstvi DMSO bez auranofinu. Po 40 hodinach pusobeni byla zméfena hustota

bunék v kulture.

V NifS1 bunkach dochazi po indukci RNAI k eliminaci proteinu NifS1. Vzhledem ke
zminéné podobnosti se selenocystein lyazami byla u indukovanych bunék
oCekavana vysSSi citlivost k auranofinu v porovnani s neindukovanymi a WT 29-13

burikami.
Z grafu (obr. 14) je patrné, Zze indukované kultury NifS1 vykazuji vyrazné snizeni

poctu bunék v porovnani s WT 29-13 bunkami zejména pfi koncentracich 1 yM a 10
MM.
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Podobné zmény v poCtu bunék byly zaznamenany také u neindukovanych kultur
NifS1. Vysvétlenim maze byt Caste€na eliminace proteinu NifS1, ke které dochazi

v disledku slabé tvorby dsRNA (viz Northernova analyza, obr. 2).
Vzhledem k tomu, Ze byl tento pokus proveden pouze jedenkrat, bude nutné jej

alespon jednou zopakovat. Pfedbézny vysledek ukazal, Ze by NifS1 mohl u T. brucei

plnit funkci selenocystein lyazy.
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V predkladané praci jsem se zabyval funkéni analyzou NifS1 u procyklického stadia

Trypanosoma brucei.

V prvni fazi projektu jsem pracoval s bunécnymi liniemi NifS1 a NifS2, které pfipravil
Mgr. Ondiej Smid. U obou buné&&nych linii bylo nejprve nutné ovéfit, zda je po
indukci tetracyklinem zachovan mechanismus RNA interference (RNAi). Vzhledem
ktomu, ze ma prace byla zaméfena na studium NifS1, byla dale podrobngji

studovana pouze tato bunécna linie.

U dvou vybranych klon NifS1 (konkrétné A, D) byl po indukci RNAI sledovan rist
bunék a rustovy fenotyp. Na zakladé ziskanych dat byly zkonstruovany rastové
kfivky, avSak ani u jednoho klonu nebyla pozorovana vyznamna zména rychlosti
déleni bunék a tudiz ani ristovy fenotyp. Za ucelem detailngjSi kvantifikace bylo
nutné u obou klonl provést northernovou analyzu se sondou proti NifS1. Tim bylo
prokazano, ze po indukci RNAi dochazi u indukovanych bunék NifS1 k tvorbé dsRNA
NifS1 a soucCasné k redukci mRNA NifS1. Slaba tvorba dsRNA v neindukovanych
burikach je patrné dasledkem nedokonalé kontroly T7 RNA polymerazy

tetracyklinovym represorem.

DalSim bodem mé prace byla analyza ovlivnéni hladin NifS2 a NifU u indukovanych a
neindukovanych bunék NifS1. Ta byla provedena metodou westernové hybridizace
se specifickou protilatkou proti NifS2 resp. NifU proteinu. Jelikoz nebyl mezi
indukovanymi a neindukovanymi burikami zaznamenan rozdil v expresi NifS2 a NifU
a ponévadZ jsou oba proteiny lokalizovany v mitochondrii (Smid a kol., 2006),

ukazala se mitochondrialni lokalizace proteinu NifS1 jako nepravdépodobna.

Pro potvrzeni tohoto predpokladu, bylo nutné vytvofit bunécnou linii, ktera obsahuje
expresni vektor se zaklonovanym genem NifS1 a tzv. HA3; tag, proti kterému je
komeréné dostupna monoklonalni protilatka. Tento postup je alternativou k pfipravé

specifické protilatky, je vdak ¢asové i technicky méné naroc¢ny.
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Pdvodnim umyslem bylo lokalizovat exprimovany protein NifS1 pfimo v burice
metodou imunolokalizace. Kdyz po nékolikerém zopakovani nebyl ziskan
efektivnéjsi. Pro lokalizaci NifS1 jsme pouZzili metodu digitoninové frakcionace, ktera
umoziuje oddélit cytosolické proteiny od mitochondrialnich (Schulz, 1990).
NaroCnost této metody spociva prfedevSim v pfesnosti urCovani koncentrace
proteind. | sebemenSi odchylka v mnozstvi pfidavaného digitoninu muze vést
k poruSeni mitochondridlnich membran a tim kontaminaci cytosolické frakce

mitochondrialnimi proteiny.

Touto metodou jsem zjistil, Ze je protein NifS1 lokalizovan v cytosolu.

Vzhledem k tomu, Zze gen NifS1 vykazuje podobnost se selenocystein lyazami, byly
z indukovanych a neindukovanych bunék NifS1 pfipraveny cytosolické,
mitochondrialni a lyzatové frakce, u kterych bude ve spolupraci s laboratofi Dr.
Pilona v Koloradu zméfena selenocystein lyazova a cystein desulfurazova aktivita.
Na zakladé lokalizacniho pokusu NifS1 oekavame pokles selenocystein lyazové

aktivity u cytosolickych frakci z indukovanych bunék NifS1.

Spolec¢né s frakcemi NifS1 byly pfipraveny cytosolické, mitochondrialni a lyzatové
frakce z indukovanych a neindukovanych bunék NifS2. NifS2 je cystein desulfuraza,
ktera je lokalizovana v mitochondrii (Smid a kol., 2006). Proto o&ekavame snizeni
cystein desulfurazoveé aktivity u mitochondrialnich frakci z indukovanych bunék
NifS2.

Jednim z poslednich, ale neméné dulezitych pokusl, byl pokus s auranofinem.
Auranofin patfi mezi vysoce specifické inhibitory selenoproteind (Gromer a kol.,
1998; Alger a Williams, 2002) a protoZe NifS1 vykazuje podobnost se selenocystein
lydzami, byla u indukovanych bunék NifS1 oekavana vy$Si senzitivita k auranofinu

v porovnani s WT 29-13 bunkami.

Pfedbézny vysledek ukazal, Ze by NifS1 u T. brucei mohl plnit funkci selenocystein

lyazy.
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Byla charakterizovana NifS1 bunéc¢na linie procyklického stadia T. brucei, u které byl
s vyuzitim RNAI eliminovan protein NifS1. Analyzou rlistového fenotypu bylo zjisténo,
ze protein NifS1 neni pro procyklicka stadia esencialni. Prostfednictvim northernové
analyzy byla potvrzena funkénost RNAIi. U bunék s eliminovanym proteinem NifS1

nebyly pozorovany zmény v expresi NifS2 a NifU proteinu.

Byla pfipravena transgenni linie T. brucei obsahujici expresni vektor s HA; tagem a
genem NifS1. Metodou digitoninové frakcionace byly ziskany bunécné frakce
(cytosolicka, mitochondrialni a lyzatova) a s vyuzitim monoklonalni protilatky proti

HA3; tagu ur€ena lokalizace proteinu NifS1 v cytosolu.

Byly pfipraveny frakce z NifS1 a NifS2 buné&cnych linii procyklickych stadii T. brucel,

u kterych budou méfeny selenocystein lyazové a cystein desulfurazové aktivity.

Byl studovan vliv auranofinu na rust bunék s eliminovanym proteinem NifS1. Na

zakladé predbézného vysledku byl NifS1 u T. brucei ozna€en za selenocystein lyazu.
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