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1. Uvod

Trypanozoma brucei je paraziticky bi¢ikovec fadu Kinetoplastida, ktery zpusobuje
africkou spavou nemoc u lidi a zvifat. Rozeznavame 3 poddruhy T. b. brucei, T. b.
gambiense a T. b. rhodesiense. T. b .brucei zpusobuje spavou nemoc u skotu
nazyvanou nagana. T. b. gambiense pusobi chronické onemocnéni v zapadni a
centrélni Africe a je zodpovédna vice neZ 90% onemocnéni. Clovék mGZe byt
infikovan nékolik mésicu nebo dokonce let bez znatelnych symptom(, avSak
disledky neléené spavé nemoci jsou prakticky vzdy smrtelné. Méné nez 10%
onemocnéni tvofi T. b. rhodesiense vyskytujici se ve vychodni a severni Africe (Obr.

1.1). Zpusobuje akutni formu infekce s inkubaéni dobou nékolika tydn az mésica.

Obr. 1.1 Na pravo od cervené linie je rozSifena T. b. rhodesiense a na levo T. b.
gambiense.

T. brucei je endemitem v 36 africkych zemich (Barrett et al., 2003).



T. brucei ma zajimavy Zivotni cyklus, pfi némz stfida dvé velmi odliSna
prostfedi. Mezihostitele pfedstavuji savci, mezi nimiz je parazit prenesen
bezobratlym hostitelem — mouchou tsetse. V savcich se trypanosomy vyskytuji
prevazneé v krvi ale i lymfé nebo mozkomisnim moku a v naprosté vétsiné se jedna o
protahlé burnky oznaCované jako krevni stadium (KS). Zaroven zde najdeme v malém
mnozstvi buriky kratké a tlusté, které jsou pfipravené na naséti vektorem, z
jehoz gastrointestinalniho traktu (procyklické stadium) se dostavaji do slinnych zlaz a
tak mohou byt opét pfeneseni pfi sani do savce (Obr.1.2).

Trypanosomy pfedstavuji €asnou vétev eukaryotického stromu a patrné
z tohoto duavodu jsou jejich bunky obdafeny celou Ffadou zvlaStnich mechanismu.
V dal8i ¢asti uvodu se zaméfim pouze na ty, které jsou relevantni pro tuto préci, tj.

kinetoplastovou DNA a editovani RNA.
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Obr. 1.2 zZivotni cyklus T. brucei v savci a mousSe tsetse



Burika T. brucei obsahuje pouze jedinou protahlou mitochondrii, jejiz DNA je
nazyvana kinetoplastova (kDNA). kKDNA je obrovskd sit tvofena dvéma typy
kruhovych molekul — maxikrouzkd a minikrouzkd (Luke$S et al.,, 2002). Velikost
maxikrouzkl se pohybuje mezi 20 — 40 kb a v mitochondrii se vyskytuji pouze
v nékolika desitkach identickych kopiich, zatimco minikrouzku je v bunce nékolik tisic
kopii o velikosti 0,5 — 10 kb (Yurchenko et al., 1999). Obé slozky se vyznamné liSi
svou funkci. Maxikrouzky obsahuji mitochondriaini geny kédujici nékteré proteiny
dychaciho fetézce a ribosomalni 9S a 12S (Benne, 1986). Jedinou znamou funkci
minikrouzkl je kédovani guide RNA (gRNA), které nesou informaci pro editovani
transkriptdl maxikrouzkovych genl. Minikrouzky jsou formou katenace spojeny do
obrovské sité, ktera ma tvar disku a je uloZena pobliz kinetosomu bi¢iku (Shlomai,
1994). Molekuly maxikrouzk( jsou také katenovany do sité, ktera je uvnitf sité
minikrouzk(. Obé formy molekul se v siti nachazeji v rozvolnéné formé, coz je pro
kruhové molekuly, vyskytujici se v pfirodé naprosto ojedinél& vlastnost. Z toho plyne,
Ze tito bicikovci vyménily vlastnost superspiralizace za vyhody, které jim poskytuje
provazani ve formé kDNA (Rauch et al., 1993; Liu et al., 2005).

Editovanim RNA oznadujeme mechanismus masivni posttranskripéni
modifikace, kdy se vklddanim nebo odebiranim uridind (U) tvofi zrala mRNA. Pfi
tomto procesu dochazi ke zméné cteciho ramce, ¢imz je rozSifeno tzv. centralni
dogma molekularni biologie (sekvence DNA je pfesné prepsana do RNA). Informace
pro tyto zmény pochazi z gRNA, coZ jsou malé molekuly RNA o velikosti asi 30
nukleotidd. Na 5 konci obsahuji gRNA oblast komplementarni k sekvenci pre —
MRNA pomoci niz tvofi hybrid, ktery je stabilizovan pomoci polyU konce na 3’konci
gRNA (Blum a Simpson, 1990).

Editovani RNA probih4 v komplexu proteini ozna¢ovaném jako ,editozom*.
Editozom (Stuart et al., 2005) neboli také L-komplex (Simpson et al., 2004) ma
velikost asi 1,6 MDa a v glycerolévém gradientu sedimentuje pfi 20S (Corell et al.,
enzymatickych aktivit je endonukleaza, terminalni U trasferdza (TUT&za) a 3"-U-
exonukleadza (ExoUé&za), RNA ligaza a RNA helikaza (Stuart et al., 2005, Ernst et al.,
2003; Trotter et al.,, 2005; Carnes et al., 2005). Funkce dalSich protein je bud

neznama nebo hraji strukturalni roli (Lukes et al., 2005).



V misté hybridu mezi gRNA a pre-mRNA, endonukleaza pre-mRNA nejprve
rozstépi. Pokud maji byt nukleotidy dodany, TUT&za od 3"~ konce U nukleotidy
v mnozstvi specifikovaném gRNA pfidava zatimco exonukleaza je zase v potfebném
mnoZstvi ze sekvence pre-mRNA vystépi. Ligaza fragmenty opét spoji dohromady
(Obr. 1.3) (Stuart et al., 2005).
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Obr. 1.3 schéma editovani RNA

Editovani RNA je potfebné pro pfeziti parazita predevsim v mouse tsetse,
protoze v aktivni mitochondrii tohoto stadia je potfebna fada proteind syntetizovanych
z editovanych mRNA. Tyto proteiny zahrnuji napfiklad nékteré nezbytné casti
podjednotek komplex dychaciho fetézce, konkrétné podjednotky
respiraénich komplexd 1, Ill, IV a V. VSechny mitochondrialni mRNA az na Cox 1,
ND1, 4 a 5 jsou editovany (Arts a Benne, 1996).

Cilem mé préace bylo pfispét k poznani proteinového komplexu oznacovaného
nyni jako mitochondrialni RNA vazebny komplex MRB1 (Hashimi et al., 2008). Jeho
prominentni soucasti je protein TORGG1, ktery se vyskytuje v procyklickém i krevnim

stadiu T. brucei. Je fazen mezi proteiny sprazené s editovanim RNA, jelikoZ jeho



~vypnuti“ metodou interference RNA (RNAI), zplUsobi zastaveni editovani. Jeho
velikost je 85 kDa a v glycerolovém gradientu sedimentuje v oblasti 35 - 40S.

Uké&zali jsme, Ze se na protein TORGG1 vazZi nejméné dva dalSi proteiny, které
jsme nazvali zahada 1 a zahada 2. ,zahady" jsou si asi z 30% sekven¢né podobné a
jejich funkce je neznama. Pozdéji byly pomoci TAP-tag analyzy (tandem afinity
purification) TbRGGL1 i obou zédhad objeveny dalSi proteiny, které pravdépodobné
tvofi vySe popsany komplex MRB1.



2. Material a cile prace

» V této préci byly pouzity dfive zminéné proteiny zdhada 1 a zahada 2 a cilem
bylo vytvofit proti nim mysi a krali€i protilatky

» V dalSich fazich byly vybrany nékteré geny kédujici podjednotky (Tab. 2.1)
komplexu MRB1 s cilem vypnout je v procyklickém stadiu T. brucei a po
vypnuti analyzovat vznikly fenotyp

* Na zakladé ristovych krivek byly vybrany geny pro helikdzu a hydrolazu pro
analyzu glycerolovych gradientd. Touto metodou byly také analyzovany
proteiny obou zahad

Systematické jméno proteinu pracovni nazev

Th927.2.3800 zahada 1 (zahl)

Th927.7.2570 zahada 2 (zah?2)

Th927.3.1820

Th927.5.3010

Th927.6.2230

Th10.61.1820, Th10.61.1830

Th927.6.2140

Tb10.406.0050 TbRGGm
Tbh11.01.8620 Ankarin

Th927.4.1500 helikaza (hel)
Th927.4.4600

Tb927.2.2510, Th927.2.2520 | Thporin

Tb927.7.210

Th927.8.8170 Zinc finger 100 (ZF100)
Th927.4.4160 Zinc finger 102 (ZF102)

Th927.3.1590

Th927.3.4030

Th11.01.7290 hydrolaza (hyd)

Mnou vypinané geny

Soucasti magisterské prace Zderky Cigové

Zpracovavano jinou laboratofi




3. Metody

3.1 pFiprava protilatek pro proteiny zahada 1 a zahada 2

3.1.1 navrhovani PCR primer u
Pro zmnoZzeni celych gend metodou PCR byly navrzeny primery (Tab. 3.1.1) podle
navodu vyrobce (Champion ™ pET 100 Directional TOPO Expression Kits

Invitrogen).
zahada 1
Fw CACCGTATGGGGCTTATGGAA
Rev CTAGTATGCCGAAACGGC
zahada 2
Fw CACCCAGAATCAGGGCAGTGT
Rev TTACAACTTCGCCTCAC

Tab. 3.1.1 primery navrzené pro amplifikaci genl zahl a zah2.

3.1.2 PCR reakce, klonovani do pET 100 a transforma ce do bun ék E. coli - DH5a
PCR reakce

Program:
1. denaturace 96 T 5 minut
2. dematurace 94 T 1 minuta
3. nasedani primer( 50 € 1 minuta 25X
4. polymerace 72 T 1,5 minut
6. polymerace 72 T 10 minut

7.drzetpfi4 C

Kolonovani probiha podle Champion ™ pET 100 Directional TOPO Expression Kits
(Invitrogen)
PET 100 vektor obsahuje 6x histidin (His) sekvenci (Obr. 3.1.1)



Nde |
Nhe |

Xpross™

RBS A?G 6xHis epitope

L o

Obr. 3.1.1 Mapa vektoru pET 100 (Invitrogen)

Transformace do bunék E. coli DH5a

e smichame plazmid a PCR produkt v poméru 1:5 a nechame 20 min na
ledu
» smés pfidame k 50 pl bunék DH5a a nechame 20 min na ledu
» teplotni Sok (40 sec pfi 42 C) + 150 ul SOC
o tfepeme 45 min-1hodv 37 T
* rozetfeme na misku a nechdme radst 8 - 12 hod v37 €
SOC médium 2% tryton
0,5% kvasnicovy extrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
20 mM glukéza



3.1.3 lzolace plazmidové DNA
* Narostlou kolonii pfeneseme do 3 ml LB média s ampicylinem 1 pg/ml
* Rosteme 8 hod v tfepacce pfi 37 T
* lzolujeme podle QIAprep Spin Miniprep Kit QAIGEN
LB médium 1% trypton
1% NacCl

0,5% kvasnicovy extrakt

3.1.4 Restrik €ni reakce
* Pro Stipani pouzivame restrikéni endonukledzy BamH | a Xhol - 0,2 pl
(New England BioLab)
e 10 x pufr 1 yl (New England BioLab)
*  miliQ H,O (do celkového objemu 10 pl)

e Ovéfime na agar6zovém gelu

DNA agarézovy gel 100 ml 0,75%
. 0,75 g agar6zy + 100 ml TAE ( rozvafime v mikrovinné
troubé
. Po schlazeni pfidame 1,5 pl ethidium — bromidu 5 mg/ml
. Elektroforéza pfi 50 — 90 V

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

Doplnit destilovanou vodou do 1 |
3.1.5 Sekvenace
e Sekvenujeme s pouzitim primerd T7 Rev a M13 Fw, prostfednictvim firmy

Macrogen (www.macrogen.com)



3.1.6 Transformace do bun ék BL21 Srar

100x zfedénou sekvenovanim ovéfenou plazmidovou DNA (miniprep)
smichame s 50 pl bunék BL21 Star™ — DE3 (Invitrogen) a nechame 20
min na ledu

teplotni Sok (40 sec pfi 42 C) + 150 pl SOC

trepeme 45 min-1 hodv 37 T

inokulum rozetfeme na misku a nechame rist 8 - 12 hod v 37 €

3.1.7 Overexprese

Pilotni pokus

kulturu bunék BL21 — DES s transformovanym inzertem nechame rlst v
trepacce v tekutém LB médiu 37 T p fes noc

zméfime OD 600 (opticka hustota pfi 600 nm), kulturu zfedime na OD asi
0,4 — 0,5 a nechame rlst v tfepacce v 37 T nez dosahne OD 0,6 — 0,8
kulturu rozdélime na poloviny, 1/2 indukujeme (IPTG+) do vysledné
koncentrace 1mM, druhou nechame jako kontrolu (IPTG-) a rosteme 6 hod
pfi 37

6 hod po indukci odebirdme 1 ml z obou kultur a v ¢ase 6 hod po indukci
odebereme 2ml kultury IPTG+ pro westernovou analyzu a zjisténi
rozpustnosti proteint

odebrané vzorky stoime pfi 16100 g, zamrazime v tekutém dusiku a

skladujeme v -80 C

3.1.8 ZkousSka rozpustnosti

Kombinace protokolu Invitrogen pET a Qiagen

Sediment z 2ml kultury z -80 T rozpustime ve 2 ml lyza¢niho pufru
Pfidame lysozym do vysledné koncentrace 1mg/ml a inkubujeme 30 min
na ledu

3x zamrazime v tekutém N; a rozmrazime ve 42 C

Sto€ime 20 min ve 4 T p i 16100 g

10



e Supernatant vysuSime na odpovidajici objem, tak abychom dosahli
koncentrace 1x10° bun&k/ml

e Sediment resuspendujeme v 500 ul lyzaénim pufru a pfidame Triton-X do
vysledné koncentrace 0,25%

* Inkubujeme na ledu 30 min

e Stocime 20 minut 4 € 16100 g

« Objem supernatantu upravime tak, abychom dosahli koncentrace (1x10°
bunék/ml)

» Sediment rozpustime v 2x PBS (16 g NaCl, 0,4 g KCI, 2,9 g Na;HPO,,
0,48 g KHPO,, doplnit miliQ H,O na 800 ml, upravime pH na 7,4 a
doplnime do 1 I.) ( a 2xSB — vzorkovy pufr (125 mM Tris-HCI, 4% SDS,
glycerol, 10% 2-merkaptoetanol, 0,004% bromfenolova modf), abychom
opét dosahli stejné koncentrace bunék (1x10° bunék/ml)

Nativni lyzacni pufr
50 mM pufr KH,PO,4 a KoHPO,
400 mM NacCl
100 mM KCI
10% glycerol
0,5% Triton-X
10 mM imidazol

Pomoci HCI upravime pH na 7,8

3.1.9 Westernova analyza
Akrylamidovy gel
12% gel 3,3 ml H,O
4 ml akrylamid
2,5ml 1,5M Tris HCI pH = 8,0
100 pl SDS
100 pl 10% APS
4 ul TEMED

11



5% gel
2,7 ml H,O
680 ul akryl amid
500 pl IM Tris HCI pH =8
40 pl SDS
40 pl 10% APS
4 yl TEMED

o ZamraZzené bunky resuspendujeme v2x SB a 2xPBS do vysledné
koncentrace 1x10° bun&k/ml

» Nanasime 10 — 15 pl lyzatu na jamku

Gel rozdélime pfi 85 — 150 V, dokud vzorky nedojedou na spodni konec
gelu
* Gel miZzeme obarvit Coomassie nebo proteiny pfeneseme na polyvinyliden

difluoridovou (PVDF) membranu (blotovani)

Blotovani

« Nastfihame filtra¢ni papiry a membranu — Hybond™

-P (Amersham) podle
velikosti gelu a nechame asi 15 min ve 100% metanolu a potom v pufru pro
mokré blotovani

» Sestavime blotovaci sendvi¢ a blotujeme 1 hod pfi 20V

¢ Membranu blokujeme v 5% odtuénéném mléce v PBS-Tween nebo 3%
BSA v PBS-Tween minimalné 1 hod

PBS-Tween 1xPBS

0,5% Tween

Inkubace membrany
¢ Membrénu inkubujeme 2 hod v pokojové teploté v primérni protilatce (anti-
his o koncentraci 1:2000)
* Membranu promyjeme 5x 5 min v PBS-Tween v pokojové teploté
» Sekundarni protilatka proti mysi 1 hod v pokojové teploté

*  Membranu opét promyjeme 5x 5 min v PBS-Tween

12



Vyvolani filmu

Membranu vizualizujeme PIERCE ECL Bloting Substrate (PERBIO),
nechame 2 min pusobit, osuSime, zabalime do félie a zalozime do kazety
s filmem BioMax film (Kodak) po dobu 30 sec nebo déle podle intenzity
signélu

Po vyvolani nechame film oschnout a popiSeme podle membrany

3.1.10 Nadprodukce ve velkém objemu

Postup je stejny jako u pilotniho pokusu, ale probiha v objemu 1l

Stoceny sediment, zamrazime v tekutém dusiku a uschovame do -80 C

3.1.11 Purifikace protein 0 za denatura €nich podminek

Pelet z -80 € rozpustime v pufru B (ha 1 g mokré vahy sedimentu — 10 ml
pufru)
Inkubujeme 1 hod v pokojové teploté
Pfipravime si kolonu s chromatografickym sorbentem Ni-NTA, pfidame
vzorek a promichavame 1 hod v pokojové teploté a nechame protéct
Promyjeme kolonu 2X 4 ml pufrem C

2x 0,5 ml pufrem D

4x 0,5 ml pufrem E

VSechny frakce schovame pro analyzu na SDS-PAGE gelu

Priprava roztok
1,25 x Pufr A: 100 mM NapHPO,. 2H,0

Purf B:
Pufr C:
Pufr D:
Pufr E:

10 mM Tris
8 M urea
20 mM Imidazol

1% Triton-X

80 ml pufru A upravime pH = 8,0 a doplnime vodou do 100 ml
80 ml pufru A upravime pH = 6,3 a doplnime vodou do 100 ml
80 ml pufru A upravime pH = 5,9 a doplnime vodou do 100 ml
80 ml pufru A upravime pH = 4,5 a doplnime vodou do 100 ml

13



3.2 Priprava RNAI

3.2.1 Navrzeni primer G a PCR reakce

Na 5" konce Fw primeru pfidame sekvenci pro restrikéni endonukledzu BamH | a pro
Rev primer sekvenci pro enzym Xho I. V pfipadé genu Th927.4.4160 (ZF100), ktery
obsahuje interni Xho | misto, byl v primeru pouZzita sekvence pro enzym Hind Il (Tab.
3.2.1).

Tb.927.2.2510, Tb.927.2.2510 (Tbporin)
Fw GGATCCAAAACGTTGGAAGTTGGTGC
Rev | CTCGAGACCGGGTTTGAGGCTCTTAT
Th927.8.8170 (Zinc finger 102) (ZF 102)
Fw GGATCCTTTGTTCGAAAGACACGCTG
Rev | CTCGAGATGCCGAGAATAACCGTGAG
Th927.4.4160 (Zinc finger 100) (ZF 100)

Fw GGATCCCCTCCCGTTCTACTGCTGAG

Rev AAGCTTAGCAGTTGCATGAAGTGACG
Th927.4.4600

Fw GGATCCCGACAGTTTCTTGCCACTCA

Rev CTCGAGTGGATTTCATCCTCCTCCTG

Tab. 3.2.1 primery pro PCR reakci genid MRB komplexu. Zvyraznéna mista ukazuiji
pridané sekvence restrikénich enzymd BamH | pro Fw primer a Xho | pro Rev primer. Pro ZF100 je

k Rev primeru pfidana sekvence enzymu Hind III.

PCR reakce
Program

1. denaturace96 T 5 minut

2. dematurace 94 T 1 minuta
3. nasedani primerd 55 T 1 minuta 25X
4. polymerace 72T 1,5 minut
5. polymerace 72 T 10 minut

6. drzet pfi4 C
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3.2.2 Klonovani do plazmidu PCR Il - TOPO

* Podle kitu TOPO TA Cloning® (Invitrogen) (Obr. 3.2.1)

» Transformace (pfiddme burky E. coli DH5a nechame 20 minut na ledu +
150 pl SOC, teplotni Sok — 40 sec 42 C a tfepeme 45 min v 37 C)

* Na agar6zové misky pfed vysetim bunék pfidame IPTG a X-gal, protoze
plazmid TOPO méa modro-bilou selekci

e Pro izolaci plazmidové DNA metodou miniprep vybereme pouze bhilé
kolonie

o Zaklonovani ovéfime restrikéni reakci izolované plazmidové DNA

s enzymy BamH | a Xho |

MI13 reverse
priming site

[
M13

Hind 111

g pCR*-TOPO"
2 3.9 kb

Obr. 3.2.1 mapa vektoru PCR Il - TOPO (Invitrogen)
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3.2.3 lzolace z gelu
» Byla provadéna pomoci kitu QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) podle

navodu vyrobce

3.2.4 Ligace do plazmidu p2T7-177
* Podle navodu vyrobce (Invitrogen)
e 0,5ulligaza
* 0,5 pl10x pufr
e 1 ul plazmid (Obr. 3.2.2)
1 ulinzert
* doplnime do 5 ul
* nechame v 16 T 24 hodin
» transformujeme a vysejeme na misky

* kultivujeme 8-12 hodinv 37 C
Notl 284

T7 promoter
_-Spel
_~~BamHI
=—— Pvull

b
6000 |

GFP stuffer
— 5000 ~HindlIIl

p2T7-177 T
6036 bp 2000 N

T7 promoter

4000
3000

Obr. 3.2.2 mapa vektoru p2T7-177. Vektor pouZzity pro expresi dsRNA v T. brucei.
(Wickstead et al., 2002)
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3.2.5 lzolace plazmidové DNA metodou midiprep, rest  rik €ni reakce

Podle Midi-prep Kit (QIAGEN)
Pro restrikéni reakci pouZzijeme opét enzymy BahmH | a Xho | nebo
BamHI a Hind IlI

3.2.6 Linearizace a p fesrazeni plazmidu

Cytomix

Linearizujeme plazmidovou DNA pomaoci restrikéni endonukleazy Not |
Enzym nechame S&tipat pfes noc v 37 T a kvalitu Stipani ovéfime na
agarézovém gelu

K nastipanému plazmidu pfidame 1/2 objemu fenolu a 1/2 objemu
chloroform s izoamylalkoholem (20:1) a michame 10 min

Tocime v centrifuze 10 min pfi 16100 g pfi 4 C

Vodnou fazi pfeneseme do Cisté zkumavky a pfidame 2,5 objemu 96%
ethanolu a 0,1 objemu 3 M acetatu sodného

Nechame precipitovat v -20 € 30 min

Tocime 10 minut ve 4 T 16100 g

Sediment oplachneme ledovym 70% ethanolem a to€ime 5 minut 4 <,
16100 g

Vysusime a rozpustime v 400 pl sterilniho cytomixu

25 mM HEPES

120 mM KCiI

0,15 mM CacCl,

10 mM K;HPO4/ KH,PO,4
2 mM EDTA

6 mM glukéza

5 mM MgCl;

Kultivace T. brucei

e pouzivame kmen 29-13 (Wirtz et al., 1999), ktery rosteme v médiu SDM-79 pfi
27 C

« kdy? kultura dosahne hustoty 10’ bunék/ml, je tfeba ji pfeo&kovat

SDM médium sloZeni Ize dohledat v (Brun a Schonenberger, 1979).
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3.2.7 Stanoveni po €tu bu nek T. brucei v kultu e

pomoci pfistroje Beckman Cellcounter Z2

3.2.8 Elektroporace

Po dosaZeni koncentrace kultury 10% bunék/ml, buriky sto&ime pfi 300 g ve
4 T 10 min

Sediment rozpustime v 5 ml cytomixu a opét sto¢ime 10 min 4 T 300 g

K sedimentu pfidame 400 ul pfesrazené plazmidové DNA a roztok dame
do elektroporacni kyvety

Pristroj Electron Cell Manipulator (ECM 630) nastavime na puls 1600 V,
25 Q, 50 pF a spustime

Z kyvety vSe pfeneseme do kultivacni lahve a pfidame 5 ml média
s antibiotiky hygromycyn a G418 (HG médium) o vyslednych koncentracich
hygromycin 50ug/ml a G418 15 pg/ml

Nechame 18 hod v termostatu pfi 27 C

Ke kultufe pfidame 5 ml média HGP a 5 pl phleomycin (vysledna
koncentrace 2,5 pg/ml) a buriky rozklonujeme do mikrotitranich desti¢ek
postupné na koncentrace 1:1, 1:3, 1:9a 1:18

Buriky vyselektujeme, indukujeme tetracyklinem do vysledné koncentrace
1pg/mi

Vybrané klony zamrazime a skladujeme v tekutém dusiku

3.2.9 Northernova analyza
Izolace RNA

zamrazené burnky T. brucei v tri-reagentu vyndame z -80 € a nechame
rozmrznout

priddme 200 ul chloroformu a vortexujeme

sto¢ime 10 min 4 € 16100 g, vodny roztok p femistime do nové zkumavky
pfidame 500 pl isopropanolu, vortexujeme a nechame 10 minut stat
sto¢ime 10 min 4 T 16100 g a odsajeme supernatnt

sediment oplachneme studenym 75% ethanolem a sto¢ime 10 min 4 C
161009
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» odstranime supernatant a vysuSime sediment
» sediment rozpustime ve 30 pl vody

* inkubujeme 10 min v 60 T a pomoci spektrofotometr u méfime koncentraci

Pfiprava 1% agar6zového gelu pro analyzu RNA
10 ml 10x MOPS
1 g agardzy
72 ml deionizované vody
Rozvafime v mikrovinné troubé& a po zchlazeni pfiddme 18 ml

formaldehydu

1,5x vzorkovy pufr pro kladeni vzorkd na gel
600 pl formamidu
156 pl 10x MOPS
210 pl 37% formaldehydu
5 pl ethidium bromidu

Elektroforeticky pufr (délici Pufr)
50 ml 10x MOPS

450 ml deionizované vody (mili Q)

Northern
* k10 pl RNA pfidame odpovidajici objem 1,5x vzorkovy pufr
e 10 min inkubujeme v 65 T
* Nechame 2 min na ledu a do jamek nanasSime cely objem
* Gel bézime na 60V a kazdych 30 minut promichavame pufr

* Kontrolujeme pod UV lampou

Blotovani RNA
kusy filtra¢niho papiru o rozmérech podle velikosti gelu
nitrocelulézova membrana

bunidita vata
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» Na pfipravené sklo polozime filtrani papir tak, aby nam na vSech koncich
precnival asi o 1cm a zalijeme 10x SSC

e Pfidame 1 mensi filtracni papir, gel, membranu, 3 filtracni papiry po kazdém
kroku navlihéime 10x SSC, pfidame vrstvu bunicité vaty (~ 20 cm), pfikryjeme
sklem a zavazim a nechame 24 hodin pfenaset v pokojové teploté

* Blot rozebereme, membranu s RNA zkontrolueme pomoci UV lampy a
oznacime marker

* RNA na membranu zpe€eme v pfistroji UV Stratalinker 1800 (STRATAGENE)

¢  Membranu uchovavame ve 4 C

Priprava sondy
« PCR reakci preéistime kitem GenElute™ PCR Sigma
100 ng vycisténé DNA
10 ul Random hexametr pufr (Hexalabel™ DNA Labeling Kit
Fermentas)
dd H,O ( doplnime do celkového objemu 44 pl)
* namichanou reakci nechame 10 min ve 100 T a potom chladime 2 min na
ledu
e pfidame 3 pl ANTP mix (Fermentas) + 1 ul Klenowlv enzym (Fermentas) + 2
ul a-P*? dATP a inkubujeme 2 hod v 37 T
» pfipravenou sondu pfecistime pomoci sephadexové kolony G-25 nebo G-50.
Tocime 2 min 800 g.
* kolonu promyjeme 100 pl dd H,O nebo TE pufrem
* sondu zahfivame 3 min 100 T
 ksondé pfidame 5 ml NaPi, nalijeme k pre-hybridizované membrané (2
hodiny 60 € v NaPi) a nechame pfes noc v60 T vrotujicim valci

v hybridiza¢ni peci

NaPi Na;HPO, 250 mM
NaH,PO, 250 mM pH 7,2
SDS 7%
EDTA 1 mM
MiliQ H,O
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Promyvani membrany

3.2.10

Radioaktivné znaCenou probu uschovame v 50 ml tubé a zamrazime

Membranu promyjeme 2xSSC + 0,1% SDS a nechdme 20 min v pokojové

teploté

Roztok vylijeme do radioaktivniho odpadu a k membrané pfidame roztok 0,2x
SSC + 0,1% SDS a nechame 20 min v 55 C

Roztok vylijeme do radioaktivniho odpadu a skenujeme membranu, jestli je

signél velmi silny, zopakujeme promyti 0,2x SSC + 0,1% SDS 20 min 55 T

Membranu (RNA nahoru) zaloZzime do phospoimagerové kazety a vyvolavame

na pfistroji: Typhoon Phospoimager

Rustova k fivka

Kultury z tekutého dusiku nechame nardst na koncentraci 2x10° buné&k/ml
v SDM-79 médiu

Z narostlych kultur naneseme po 1 ml do 2 jamek na mikrotitracni destiCce
(je nutné, aby v kazdé jamce byla na zaCatku stejnd koncentrace bunék)
Jednu z jamek indukujeme pfidanim tetracyklinu do vysledné koncentrace
1 pg/ml a nechame rast v 27 C

Koncentraci bunék méfime kazdych 24 hod

Kazdy druhy den kulturu fedime na koncentraci 2x10° bun&k/ml HGP
médiem (hygromycin, G418 a fleomycin) a kindukované linii pfidame
tetracyklin

Rust bunék méfime alespor po dobu 14 dnd

Jako kontrola se pouZzivaji buriky divokého kmene 29-13 (WT), které byly
fedény médiem HG na stejnou pocate¢ni koncentraci jako bunky
indukované (tet +) a neindukované (tet -)
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3.3 Glycerolovy gradient

3.3.1

Izolace mitochondrii

Procyklické T. brucei narosteme vtakovém objemu média, abychom
dostali celkem 7,5x10° — 10*° bunék
Buriky sto¢ime 6000 g 10 minut ve 4 C
Sediment rozpustime v 35 ml pufru SBG
Sto¢ime pfi 6000 g 10 minut 4 €
Bunécny sediment rozpustime v 35 ml DTE pufru
V homogenizatoru (Dounce Tissue Homogenizer) mechanicky burky
rozbijeme, rychle pfiddme 5,85 ml 60% sachar6zy a promichdme
Tocime pfi 15,800 g 10 minutve 4 T
Sediment rozpustime v 6,8 ml STM pufru, pfidame 21 yl 1M MgCl; a 0,1
pl 0,1M CacCl,
Pfidame 5 pl DNase (2 mg/ml), zamichame a nechame inkubovat na ledu
1 hodinu
Pfidame 6,9 ml STE pufru, zamichame a centrifugujeme pfi 15,800 g 10
minut ve 4 C
Slijleme supernatant, sediment opét oplachneme STE pufrem, sto€ime a
zamrazime v tekutém dusiku
uchovavame v -80 C
SBG pufr: 20 mM Glukoza
150 mM NacCl
1,4 mM NaH,;PO4
8,6 mM Na,HPO4
DTE pufr: 1 mM Tris pH =8,0
1 mM EDTA

STM pufr: 20 mM Tris pH = 8,0

2 mM MgCl,

250 mM sachar6za

22



STE pufr:

Lyzaéni pufr:

Roztok A :

Roztok B :

3.3.2 Glycerolovy gradient
Pfiprava gradientu

» Do ultracentrifugaéni zkumavky naneseme nejprve 5,5 ml roztoku B a

opatrné prevrstvime stejnym objemem roztoku A, tak aby se roztoky

nesmichaly

20 mM Tris pH = 8,0
2 mM EDTA

250 mM sacharéza

10 mM TrispH =7,2
10 mM MgCl,
100 mM KCI

10 mM Tris pH =7,2

10 mM MgCl,

100 mM KCI

10% glycerol

1 mM DTT (pfidavame pred pouZzitim)

10 mM TrispH =7,2

10 mM MgCl,

100 mM KCI

30% glycerol

1 mM DTT (pfidavame pfed pouzitim)

e Nechame nékolik dni v -80 T

* Rozmrazime ve 4 T po dobu 12 hod

PFiprava mitochondriélniho lyzatu

» Sediment bunék T. brucei z -80 T rozpustime v 500 — 700 pl lyza&nim

pufru a pfidame Triton-X do vysledné koncentrace 1% a sto¢ime 15 min ve

4<C
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Supernatant pfeneseme do Cisté zkumavky a opét sto¢ime 15 min 4
Lyzatem prevrstvime pfipraveny 10-30% glycerolovy gradient, zkumavky
presné vyvazime a to¢ime v ultracentrifuze Beckman L8 - 70M v rotoru SW
- 40 Tl pfi 38000 g 12 hod ve 4 T

Pipetou sbirdme 0,5 ml frakce a uchovavame je v -80 C

Z 0,5 ml frakci odebereme 20 pl pro analyzu proteint
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4. Vysledky

Vysledky byly ziskany na podjednotkach komplexu MRB1, pfedevSim na tzv.

zahadé 1 a zdhadé 2, ale ¢astecné i na helikaze a hydrolaze.

4.1 Klonovani zahady 1 a zahady 2 do vektoru peT 10 0

Pomoci PCR reakce byly zmnoZeny celé oteviené ¢teci ramce obou zahad
bez signalni sekvence. Produkty byly nasledné velikostné ovéfeny na agar6zovém
gelu. Z gelu vyfiznuty, vyizolovany, zaklonovany do expresniho vektoru pET100 a
transformovany do bunék E. coli DH5a. Z narostlych kolonii byla pomoci Kkitu
QIAprep Spin Miniprep Kit (QAIGEN) izolovana plazmidovA DNA a uspésnost
klonovani byla ovéfena pouzitim restrikéni anylyzy enzymy Hind 1ll a Xba I. Velikost
vyStépeného fragmentu byla, dle ovéfeni v agar6zovém gelu okolo 1 Kb, coz
odpovida ocekavanym velikostem (Obr.4.1).

Obr.4.1 PCR reakce pro zahl jamka 1

a zah2 jamka 2. Velikost produkti je okolo
1000 bp.
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4.2 Exprese protein a

Nejprve byly stanoveny sekvence zaklonovanych gend a po srovnani
s databazi v Gene DB bylo ovéfeno (Obr. 4.4), Ze nedoSlo k zadné zméné
aminokyseliny nebo posunu ve d¢tecim ramci. Poté byl kazdy z fragment(
transformovany do expresnich bunék BL21 (DE3) a vybrané narostlé kolonie byly
nasazeny do LB média a pfi optické hustoté 0,5 indukovany IPTG do vysledné
koncentrace 1 mM. Vzorky buné&nych lyzati odebirané v asovych intervalech 0 a 6
hodin po indukci byly analyzovany na SDS akrylamidovém gelu. Jako kontroly byly
pouzity buriky neindukované (IPTG-). Akrylamidové gely byly obarveny Coomassie
briliant blue (Obr. 4.2), umoZiujici stanovit intenzitu i velikost proteinu. Proteiny
z dalSiho gelu byly zaroven pfeneseny na membranu. Pouzitim primarni protilatky
anti-His a sekundarni mysi protilatky byl na membrané specificky zviditelnén cilovy
nadprodukovany protein (Obr. 4.3). Timto postupem bylp ovéfeno, Ze se v E. coli

podafilo dosahnout ispésné syntézy zahady 1 a 2.

zahl

zah 2

IPTG -
IPTG +
IPTG +

IPTG - IPTG +

~52 kDa ~52kDa

Obr. 4.2 Nadprodukce obou proteinu. Lyzaty
z indukovanych (IPTG+) i neindukovanych (IPTG-)
bunék zahl a zah2 odebrané po 6 hod ristu v 37C
byly naneseny na 12% akryl amidovy gel obarveny
Coomassie Briliant Blue. Velikost exprimovanych
protein odpovida ocekavané velikosti, coz je pro
zahl — 53 kDa a zah2 — 52 kDa.
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Obr. 4.3 Westernova analyza proteinu zah2
s primarni protilatkou a-His. Protilatka vaze
protein v o¢ekavané velikosti 52 kDa, coz odpovida
predpokladané velikosti. Indukované (IPTG+) i
neindukovanych (IPTG-)

analyzu byly odebrany po 6 hod rlstu v 37<C.

lyzaty pro westernovou



Sequence Mame |§ = Pos =380

- T+ L |

E Consensys | TTETTETEACFEACT AT GAT CFTFCCFARGAT FLGCT FrAAFARFCEEAT CART ADFET CATT GEEFCFCARARE CEGETTTT CAFFALCFT COT GAGTT GEACTTT AT GEAATT AAGCCCT GEACCAAT GHG
I I I 1 I I I I I 1 I I I I
3 Beguences &n 290 40 410 420 420 440 450 40 470 EE) 490 500 510

Zah 1 TTETTFT FACFFACT AT FAT CET PLCFAAFAT PLECT FrAAFAAFC FEAT FAAT AL FET FATT e 6T FCAFAACCLEETTTT FAFCACCET CoT FAGTT FPrACTTT AT FrAATT ARFCCCT FPRACFAAT F il
GE1-T7prometer TTGETTET FACGEACT AT AT CET GLCFAAFAT FCGCT FrAAFAAGC G AT GAAT AL FET FATT e L L AFAAC CCGETTTT FAGGAC CGT CET FAGTT FEACTTT AT GFARTT ARGCCCT FFAC FAAT FiHE
GEL-TTprometer TTETTFT FACFFACT AT FAT CET PLCFAAFAT PLECT FrAAFAAFC FEAT FAAT AL FET FATT Pl L AFAAC CLEETTTT FAFCACCGT CoT FAGTT PrACTTT AT FrAATT ARFCCCT FPRACFAAT F il

Sequence Mame = Pos=439

-IlN T+ . ___________________________________________________________________________________________________________|

@ Consehsys (| CAGCACCAACAGTATEEGCAM AEGET GFAT ATGET 0FAT CEAATC AECCTT CT FTTAT 0 AGCCT CAALC ACTT (T 0GAT CTTT 0CCAAG T AFGTTTTT AT CAAGFFF0 A0 CART AT CRT 100 AAGGCET
I I I I I I I I 1 I I I I I
3 Bequences 440 480 480 470 480 EL1 500 510 520 520 540 55D 5E0 570

Z2ah 2 CAGCACCARCAGCAT GEGLALC AFELT GHAT AT T [ AT bRAAT CARGCTT CT GTT AT GCARCCT FAAAC ACTT CTC AT CTTT CCCAARC ARGTTTTT AT FAAGFFFC A D AAT AT GETCCCALARECET
E_& - 4-Tlpromet (|CAFCACCAACAGCAT FrkCAAC ARGET FrAT AT &T CRAT FFAAT CARGCTT CT T T AT PLAFC CT FAAACACTT CT CRAT CTTTCCC ALFC AGGTTTTT AT FAAFFFFC AFC CAAT AT FET CCCAAAGGCET
2 & - 16-TTpromo [|CAGCACCAACAGCAT GRECAALAGFGT FrAT AT 5T (AT GFAAT CARGCTT CT FTTAT FCAFCCT FAAACACTT CTC AT CTTTCCCAAGCAGGTTTTT AT FAAGFFFCAGC L AAT AT GFTCCCALARGDGT

=

=3

blY

Obr. 4.4 Srovnani sekvenci metodou Clustal V (MegAlign, program DNASTAR). VSechny sekvence byly ovéfeny v Gene DB. A -
klony 6 a 8 zahady 1 srovnané se sekvenci tohoto genu z databaze Gene DB (zahl). B — klony 4 a 16 zahady 2 srovnané se sekvenci zah2 z databaze

Gene DB.

27




4.3 Purifikace

Pfed vlastni purifikaci bylo tfeba zjistit, zda se protein nachazi v cytoplazmé
nebo vinkluznich téliscich bakterialnich bunék. Sedimenty indukovanych i
neindukovanych bunék E. coli odebranych po 6 hodinach rastu v 37 T byly lyzovany
lysozymem a rozbity opakovanym zamraZzenim v tekutém dusiku a nasledném
rozmrazenim v 42 <C. Shirané frakce byly analyzovany na SDS - PAGE, ktera
prokazala, Zze oba proteiny jsou nerozpustné, to znamena, Ze jsou sbaleny v
inkluznich téliscich (Obr. 4.5). Proto byla purifikace provedena za denaturacnich
podminek, kdy k promyti proteinu z Ni-NTA kolony byly pouzity roztoky o raznych
hodnotach pH (8,0; 6,3; 5,9 a 4,5). Jednotlivé frakce byly opét analyzovany pomoci
12% akrylamidovém gelu (Obr. 4.6).

zahl zah2

—— E — 4

C c c

I g 8 g

® s © 5]

= 5 £ £
5 & 2 3 3 8
(|_D =] a o O] > > @
g 0 ) Q = n 0 T
= 4 o o - ai o

—
 —— -
p— ~ 53 kDa ~ 52 kDa

Obr.4.5 ZkousSka rozpustnosti proteind. M — marker, indukované buriky po 6ti-

hodinové nadprodukci. 1. supernatant — lyza¢ni pufr slysozymem, 2. supernatant —
lyzaéni pufr s Tritonem-X. Ocekavana velikost proteinu je 53 kDa pro zahl a 52kDa pro

zah2. Proteiny jsou v peletu, coZz znamena, Ze jsou nerozpustné.
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>
kolonu

o 8 A =
= %’_ pH promyvacich roztoku =
o N
= 3 g

o3 =
8 2 63 5,9 45 3

~ 53 kDa

pH promyvacich roztoku

6,3 59 4,5

vy)
zah2 IPTG +
Pritok pfes kolonu
Niklové kulicky

~ 52 kDa

Obr. 4.6 SDS analyza frakci sbiranych pfi ¢isténi proteind. A — vzorky

z CiSténi zahl. Ve vSech frakcich jsou kontaminujici proteiny. B — frakce z purifikace

zah2. Z gelu je patrné, Ze protein Zah2 se promyva pfi pH 6,3 a 5,9.

4.4 Testovani polyklonalnich protilatek

Jelikoz se purifikace nadprodukovanych proteint ukazala problematickou a

malo efektivni, rozhodli jsme se pro pfipravu protilatek proti syntetizovanym
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oligonukleotidim. Dva oligopeptidy o délce 15 aminokyselin byly syntetizovany
firmou GenScript a toutéZ firmou injiktovany do kralik(. Ob& komeréné vyrobené séra
byla testovdna na pfitomnost specifickych protildtek proti cilovym proteinim.
Vysledky z celkovych bunéénych lyzatd byly negativni a proto byly protilatky
vyzkouSeny na lyzatech mitochondrialnich proteini. Aby se optimalizovala
koncentrace pro pouZiti protilatek, byly udélany fedici fady o koncentracich 1:50,
1:100, 1:400 a 1:1000 a ty byly testovany na mitochondridlnich lyzatech. Jako
optimalni fedéni bylo vybrano pro protilatku zahl fedéni 1:1000 a pro zah2 fedéni
séra 1:400 (Obr. 4.7).

zahl zah?2

1:50 1:100 1:400 1:1000

1:50 1:100 1:400 1:1000

5

’

.
e

~ 53 kDa

Obr. 4.7 Westernova analyza protilatek proti proteinim zahl a zah2 na

mitochondrialnich lyzatech. Sérum bylo nafedéno v koncentracich 1:50, 1:100, 1:400,
1:1000. Expoziéni doba — 5 minut.

Zasadnim zjisténim bylo, Ze obé polyklonalni krali¢i séra opravdu obsahuji

specifické protilatky proti cilovym proteinim.

4.5 Priprava konstruktu p2T7-177 pro RNAI

Nejprve byly pro dané geny zmnozeny pomoci PCR zhruba 400 nukleotidd dlouhé
Useky dostacujici pro RNA interferenci (Obr. 4.8). Fragmenty byly velikostné ovéreny
na 0,75% agar6zovém gelu, z gelu vyizolovany a zaklonovany do vektoru PCR 1l -
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TOPO. Na zéakladé modro-bilé sekce byly vybrany bilé kolonie, v nichz byla
pritomnost inzertu ovéfena restrikEni analyzou (Obr. 4.9). Poté byly inzerty z gelu
izolovany, ligovany do RNAI plazmidu p2T7-177 a transformovany do bunék E. coli
DH5a. Z narostlych kolonii byla izolovana plazmidova DNA a Uspésnost zaklonovani
byla opét ovérena restrikéni analyzou. Z pozitivnich klonl byla izolovana plazmidova
DNA pomoci QlAprep Spin Miniprep Kit QAIGEN, umoznujiciho ziskani

dostate¢ného mnozstvi DNA pro elektroporaci do procyklickych stadii T. brucei.

1 2

~B000 bp

~ 400 bp
Obr. 4.8 Fragmenty pro RNAI Obr. 4.9 Restrikéni reakce
namnozené pomoci PCR. 1 - plazmidové DNA Stipané enzymy
Th927.4.4600 velikost 404 bp, 2 — Zinc BamH | a Xho I. Byly vystépeny
finger 100 (ZF 100) o velikosti 410 bp, produkty o o&ekavané vekiikosti okolo 400
3 — Tbporin 414 bp a 4 — Zinc finger bp. V horni &asti gelu se nachazi pazmid
102 (ZF 102) ma velikost 445 bp. p2T7 - 177 o velikosti pfiblizné 6 000 bp. 1-

ZF 102 a 2 — ZF 100.

4.6 PFiprava klon a T. brucei
Endonukleazou Not | bylo linearizovano pfiblizné 10 pg plazmidové DNA a ta

byla nasledné eloktroporovana do procyklickych stadii T. brucei kmen 29-13. Po
elektroporaci byly burnky zfedény HG meédiem. Po 18ti hodinach bylo do kultury
pfidano 5 ml HGP média a 5 pl antibiotika P — fleomycinu o vysledné koncentraci
2,5 pg/ml a kultura byla rozklonovana do mikrotitracni destiCky v koncetracich
kultura: HGP médium 1:1, 1:3, 1:9 a 1:18. V médiu s fleomycinem pfezily diky selekci
pouze buriky s integrovanym plazmidem. Stabilni linie selektovanych bunék byly

zamrazeny a uschovany v tekutém dusiku.
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4.7 Northernovéa analyza
Stabilni linie nesouci RNAI vektory obsahujici fragmenty genl helikazy a

hydrolazy byly indukovany tetracyklinem a byla z nich izolovana celkova RNA pro
Northernovou analyzu. 10 pg vyizolované RNA z indukovanych a neindukovanych
kultur bylo naneseno na 1% formaldehydovy agarézovy gel a rozdéleno pfi 50V.
RNA byla poté pfenesena na membranu a hybridizovana radioaktivné znacenou
sondou vyrobenou z PCR produktu. Signal byl zmembrany pfenesen na
phospoimagerovou kazetu a po 48 hodinach byl zviditelnén pomoci pfistroje

Typhoon Phospoimager (Obr. 4.10).

Helikiza
D5 D4 D3 o2 01 1

-~ 1000 bp
|~ 600 bp

Hydralaza
D5 D4 D3 02 D1 &1

Obr. 4.10 Northernova analyza raznych klonu indukovanych (+) i neindukovanych (-)
kultur helikdzy a hydrolazy procyklického stadia T. brucei. Predpokladané velikosti

transkriptd jsou 6504 bp u helikazy a 1188 bp u hydroldzy a dsRNA 453 bp — u helikdzy a 476 bp u
hydrolazy.
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Northernova anylyza ukéazala, Zze po pfidani tetracyklinu je indukovana syntéza
dvouvlidknové RNA. Aclkoli se nepodafilo prokazat prfislusné mRNA, Ize diky
inducibilni a abundantni dsRNA opravnéné fedpokladat funk&nost RNAI.

4.8 Rustova k Avka

Po dobu 14 dnG byl sledovan rastovy fenotyp u divokych kment (WT) a
indukovanych a neidukovanych linii nesoucich RNAI vektory s fragmenty gen
kodujicich Helikazu a Hydrolazu. Koncetrace bunék byla méfena kazdych 24 hodin
po indukci tetracyklinem do vysledné koncentrace 1 pg/ml na pfistroji Beckman
Cellcoulter Z2. Koncentrace bunék na zacatku méfeni byla 2x10° bunék/ml a kazdy

druhy den byly vSechny kultury zfedény opét na pocatecni hodnotu.

hel
1,00E+07 -
*
2
WT
£ ——tet-
E‘ —=— tet+
Y e
>
o]
N
1,00E+06 T T T T T T T T T T T T T T

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
€as (dny)
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hyd
1,00E+07
L [
4
WT
I= ——tet-
E\ —s— tet+
=
>
o]
1,00E+06 T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
€as (dny)

Obr.4.11 Rustové krivky pro RNAI helikazy a hydrolazy. Linie WT — divoky kmen 29-13.

Tet- neindukované buriky. Tet+ buriky indukované tetracyklinem.

Rlstové kfivky kultur nesoucich RNAIi konstrukty pro oba cilové geny
jednoznacéné ukazaly prudké zpomaleni ristu kolem Sestého dne po indukci RNA
(Obr. 4.11) a jejich hynuti v nasledujicich dnech. Tento vysledek ukazuje, Ze oba

proteiny jsou pro procyklica stadia esencialni.

4.9 Glycerolovy gradient

Mitochondrie izolované z indukovanych i neindukovanych bunék genu hel, hyd
a obou zahad byly rozdéleny v 10 — 30% glycerolovém gradientu pomoci 12t
hodinového toceni v ultracentrifuze pfi 38 000 g ve 4 T. Cely gradient byl poté
peclivé rozdélen na 0,5 ml frakce. Liché frakce byly naneseny na 10% akrylamidovy
gel a analyzovany westernovou analyzou s protilatkami proti zahl a zah2 (proti
helikdze a hydroldze nejsou protilatky k dispozici). Jako kontrola, Ze se gradient
nesmichal nam slouzily protilatky proti ¢tyfem proteinim editozomu sedimentujici v
oblasti 20S (Obr. 4.12).
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Protilatka proti zah2

10% 30%_|

-

35 791113151719 2123

zahltet- | Eev @@ W & u@ S~ 1" exp
5 exp
5 exp
OIN exp

hyd tet - OIN exp

Obr. 4.12 Westernovéa analyza indukovanych (tet+) a neindukovanych (tet-) bunék
zahady 1, zahady 2, helikazy a hydrolazy frakcionovanych v 10 — 30%

e

k 23. frakci koncentrace glycerolu stoupa. A — kontrola s protilatkami proti 4 podjednotkam
editozomu sedimentujicich pfi 20s. Expozi¢ni doba - 1 minuta. B - westernova analyza s protilatkou
proti zdhadé 1. C — analyza proteint s protildtkou proti zdhadé 2. Velikost vSech frakci na
obrazcich B a C jsou pfiblizné 55 kDa. Exp je expozi¢ni doba uvedena v minutach. O/N je
expoziéni doba pfes noc.

Skrinovani glycerolovych gradientt ukazalo, ze zahl a zah2 jsou rozptyleny
témér rovnomérné v celé Sifi gradientu. V pfipadé gradientd obsahujicich lyzaty
bunék, u nichZ byly geny pro zahl a zah2 vypnuty, dochazi k vymizeni pfislusnych
proteinu z vétSiny frakci a jejich koncentrace do frakci 17 - 19 (Obr.4.12 B, C).
V pfipadé vypnuti hel a hyd je signal zahad obvykle ve frakcich 5 az 17, s jasnym
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vrcholem ve frakcich 9 a 11. V pfipadé zah2 z(stava tento protein rozptylen po celém
gradientu i v pfipadé vypnuti hel (Obr.4.12 C). (Obr.4.12 A) s protilatkami proti
editozoméalnim podjednotkam ukazuje, Ze gradient probéhl podle publikovanych
podminek, jelikoz editozom sedimentuje ve frakcich 13-17.
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5. Diskuze a zav ér

Editovani RNA je velmi zajimavy mechanismus, ktery od svétového objeveni
v roce 1986 (Benne et al., 1986) stale prfekvapuje svou narlstajici komplikovanosti.
Béhem této doby byly charakterizovany dva proteinové komplexy podilejici se na
procesu editovani v mitochondrii trypanozom. Znédme je jako MRP komplex
(Vondruskova et al., 2005) a editozom (Stuart et al., 2005).

Pomoci TAP-tagovanim bylo prokazano, Ze se na protein TbRGG1 vaze
dalSich 14 protein, které tim pFedstavuji dosud nezkoumany shluk protein(
pojmenovany komplex MRB1. Dosavadni vysledky ukazuji, Ze tento komplex méa
ur€itou funkci v editovani RNA. Cilem mé prace bylo pfispét k odhaleni této funkce
pomoci stanoveni strukturalniho uspofadani jednotlivych proteind v komplexu
zejména metodou glycerolovych gradientu.

Abychom mohli za€it s analyzou glycerolovych gradientd nebo pfipadnou
imunolokalizaci proteind v burice, bylo nutné pfipravit protilatky proti nékterym
podjednotkam komplexu MRB1 (Panigrahi et al., 2008, Hashimi et al., 2008). Protoze
jako prvni byly objeveny geny zahl a zah2 po jejichz vypnuti doch&zi k poklesu
editovani (Hashimi et al., 2008), rozhodli jsme se pfipravit protilatky pravé proti nim.

Nejprve jsem metodou PCR zmnoZila celé oteviené ¢teci ramce genu a
zaklonovala je do vektoru pET100. Po sekvenacnim ovéfeni spravnosti Cteciho
ramce porovnanim s databazi Gene DB, jsem vybrala klon Z1-8 pro zahl a Z2-4 pro
zah2. Pfipravené konstrukty obou zahad jsem transformovala do expresnich bunék
E. coli a Uspésné doséahla nadprodukce proteind. Naslednou zkouSkou rozpustnosti
jsem zjistila, Ze proteiny jsou v bakterii sbaleny v inkluznich téliskach, a proto bylo
nutné provést jejich purifikaci za denaturaénich podminek. Po pfecisténi proteinu a
analyze na SDS-PAGE gelu se bohuZel ukdzalo, Ze overexprese proteina je velmi
slaba a ziskani Cistého proteinu pro pfipravu protilatek neefektivni. Proto jsme se
rozhodli nechat vyrobit komeréni protilatky proti syntetickému oligonukleotidu. Po
ovéfeni specifiCnosti pfipravenych sér a optimalizaci jejich fedéni pro westernovou
analyzu, byly protilatky pouzity pro vyhodnoceni glycerolovych gradientu.

Mezitim jsme ,vypinali“ dalSi podjednotky komplexu MRB1 pomoci metody
RNAI a sledovali dopad ,vypnuti“ genl na rastovy fenotyp bunék. Vysledky ziskané

pro geny helikazy a hydrolazy ukazuji zménu rdstu mezi indukovanymi a

38



neindukovanymi kulturami. Zatimco neindukované buriky rostly stejné rychle jako
kontrola, indukované buriky pfestaly po indukci RNAI rast, ¢imz se prokézala potfeba
obou proteint pro preziti T. brucei ve formé procyklického stadia. Proto jsme pro
analyzu glycrolovych gradientd vybrali i tyto dva geny.

Mitochondrie vyizolované z vySe popsanych indukovanych a neindukovanych
bunék, jsem rozdélila pomoci ultracentrifugace na glycerolovém gradientu a rozdélila
je na fadu frakci, které byly vyhodnocovany westernovou analyzou. Touto metodou
jsem chtéla blize specifikovat strukturalni funkci jednotlivych proteind v komplexu.
Jako kontrolu jsem pouzila specifické smésné monoklonalni protilatky proti ¢tyfem
podjednotkam editosomu., které sedimentuji pfi 20S. V mnou pfipravenych
gradientech to byly frakce 13-17, coZ je o néco vySe nez u dfivéjSich pozorovanich
v naSi laboratofi (VondruSkova et al., 2005; Hashimi et al., 2008). Vyznamnym
zjisténim je, Ze signal pro zahl a zah2 prostupuje vSemi frakcemi gradientu, pficemz
u lyzatd z neindukovanych bunék mizeme vidét dva vrcholy. Prvni vrchol v nizSich
frakcich pravdépodobné predstavuje volné proteiny, zatimco druhy vrchol
reprezentuje proteiny vazané v komplexu. Rozptyl signalu po celé Sifi gradientu
muazeme vysvétlit tak, ze komplex je velmi dynymicky, nebo Ze jsou proteiny zahl a
zah2 soucasti nékolika rdznych kompuexd, které jsme metodou glycerolového
gradientu detekovali. Tento nazor potvrzuje prace (Entheridge et al., 2008), kde byly
obé zahady nalezeny v dalSim proteinovém komplexu.

U bunék s vypnutym genem pro helikazu se proteiny zahl a zah2 v ramci
gradientu presouvaji do vySSich frakci. Tento posun znamena, Ze v neindukovanych
burikach jsou zdhady soucasti komplexu MRB1, zatimco kdyZ je gen pro helikdzu
vypnuty, proteinovy komplex se pravdépodobné rozklada a proteiny se patrné
vyskytuji ve volné formé.

Vzhledem k tomu, Ze vysledky tykajici se hydrolazy jsou pfilis predbézné,

nechci z nich prozatim délat Zadny zavér.
V kazdém pfipadé ale dosazené vysledky ukazuji, Zze proteiny zahl a zah2 se
pravdépodobné podili na formovani celého komplexu a jeho stabilita je zavisla na
jejich pfitomnosti. Podobny vysledek z glycerolového gradientu je uveden v praci
(Vondruskova et al., 2005) pojednavajici o MRP komplexu, ktery je sloZzen pouze ze
dvou podjednotek (MRP1 a MRP2). Obé tyto podjednotky jsou zodpovédné za
stabilitu MRP komplexu.

39



Zavérem si dovolim konstatovat, Ze vysledky v pfedkladané praci pfispivajici
k naSemu poznani zdhadného komplexu MRB1. Pevné doufam, Ze se mi v dalSi
praci podafi objasnit jeho funkci pfi editovani a dalSich Upravach mitochondrialnich

RNA u trypanosom.
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