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1. UVOD

Pro eukaryotické bunky je charakteristicka kompartmentalizace,
neboli rozdéleni jejich obsahu do oblasti obklopenych
membranami. Velkd vétSina proteini je kdédovana v jadie a
syntetizovana v cytosolu. Priblizné polovina z nich musi byt
transportovana alespon pres jednu bunéénou membranu do mista,
kde nasledné plni svou funkci (Schnell a Hebert, 2003; Wickner a
Schekman, 2005; Neupert a Herrmann, 2007).

Cilem této prace je prispét k naSemu porozuméni mechanismu
umoznujicich import proteinti do mitochondrie parazitického prvoka

Trypanosoma brucei.

1.1. Kinetoplastida
Rad Kinetoplastida patfici do kmene Euglenozoa obsahuje volné Zijici prvoky i
dilezité parazity lidi, zivoCichG a rostlin (Vickerman, 1989). Mezi medicinsky

nejvyznamnéjsi patfi rod Trypanosoma.

1.1.1. Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei je nejlépe studovany trypanosomatid a puvodce spavé nemoci
lidi (poddruhy T. brucei gambiense a T. brucei rhodesiense) a nagany, smrtelného
onemocnéni dobytka (T. brucei brucei). Pfiblizné 500 000 lidi, pfinejmenSim v
rozvinutych zemich stfedni Afriky, je roCné postizeno touto nemoci. Parazit je
pfenasen mezi sav€imi hostiteli mouchou tse-tse. Procyklicka forma T. brucei se
rozmnozuje ve stfevé hmyziho vektoru a diferencuje do krevni formy, kterd je
nalézana v krvi a tkanovém moku savcich hostiteld. T. brucei netvofi vnitrobunééné
formy (Matthews, 2005).

1.2. Mitochondrie
Mitochondrie T. brucei je stejné jako u vSech eukaryot Zivotné dulezitou organelou,

ktera kromé dalSich funkci hraje kliCovou ulohu v metabolismu, programované
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bunécné smrti a syntéze Fe-S proteini (Kakkar a Singh; 2007). Na rozdil od
ostatnich organismu T. brucei velmi vyrazné reguluje b&hem Zivotniho cyklu stavbu i

funkce své mitochondrie (Matthews, 2005).

Mitochondrie jsou obklopeny vnéjSi membranou a vnitfni membranou vytvarejici
kristy, které zakladaji mezimembranovy prostor a matrix. Mitochondrie obsahuji okolo
1000 (u kvasinky) az 1500 (u Clovéka) ruznych proteinu (Sickmann a kol., 2003;
Perocchi a kol., 2006; Pagliarini a kol., 2008). Z téchto proteint je pfiblizné 1%
vytvafeno na ribosomech v matrix mitochondrie, zbytek je syntetizovan na
ribosomech v cytosolu. Proteiny kddované v mitochondrialni DNA jsou pozUstatkem
po prokaryotickém pFfedchudci mitochondrie a vétSina z nich predstavuje klicové
slozky aparatu oxidativni fosforylace. Mitochondrie také obsahuje stovky proteinQ
prokaryotického puvodu, které jsou vSak vytvareny v cytosolu, protoze prislusné
geny byly v pribéhu evoluce eukaryotické bunky pfeneseny do jadra. DalSi kategorii
pFedstavuji mitochondrialni proteiny, které jsou Cisté eukaryotického puvodu a které

jsou rovnéz do organely importovany z cytosolu.

U vétSiny eukaryot hraje mitochondrie kliCcovou ulohu v bioenergetice bunky. U
organismli schopnych fermentace vSak nejsou proteiny dychaciho fetézce a
mitochondrialni ATP syntaza pro Zivot esenciélni. Import a zrani mitochondrialnich
proteinl a procesy biosyntézy Fe-S protein v matrix mitochondrie jsou naopak
nezbytné pro vSechna dosud studovana eukaryota (Neupert a Herrmann, 2007; Lill a
Muhlenhoff, 2008).

Pavodné se myslelo, Ze vSechny mitochondrialni prekurzorové proteiny jsou
importovany prostfednictvim jediného mechanismu, tzv. presekvencni cestou. Tato
cesta zahrnuje vng&jSi a wvnitfni membranové translokazy s N-koncovymi
presekvencemi, které maji u prekurzorovych proteint funkci klasickych targetovacich
signalll fidicich proteiny do mitochondrie. Postupem Casu se ukazalo, Ze existuji
dalS$i mechanismy mitochondrialniho importu proteint jako napf. prostfednictvim
proteinovych prfenasecu. Mezi nejnovéjSi mechanické principy importu proteinu patfi
redoxné stabilizovany import, tvorba superkomplexti s dychacim fetézcem a

dvoumembranové propojeni translokaz (Chacinska a kol., 2009).
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vhitfni membrana

vnéjsi membrana

obr. 1.1 Struktura mitochondrie (http://cellular-biology.blogspot.com/; upraveno)

1.2.1. Mitochondrialni procesovaci peptidazy

Mitochondrialni procesovaci peptidazy jsou enzymy, které hraji dllezitou roli
v biogenezi mitochondrie rozpoznavanim a odstépovanim N-koncovych signalnich
sekvenci jaderné kodovanych mitochondrialnich proteint (Yaffe a kol., 1985).
VétSina proteind importovanych do matrix a mnoho proteind sméfujicich do
mezimembranového prostoru a vnitfni mitochondrialni membrany jsou syntetizovany
jako velké prekurzorové polypeptidy obsahujici N-koncovou signélni sekvenci, ktera
musi byt pro spravné sbaleni a funkéni stabilitu proteinu od$tépena (Mukhopadhyay
a kol., 2007). Kdyz proteiny dosahnou svého cilového umisténi je signalni sekvence
odstépena specifickou procesovaci peptidazou. Stépitelné presekvence se oby&ejné
skladaji z 20-60 zbytku pozitivné nabitych matrixové-cilenych aminokyselin, ¢asto
nasledovanych dalSim intramitochondrialnim ,tfidicim“ signalem (von Heijne a kol.,
1989). Vétsina proteind vnéjSi membrany a pfenasecové proteiny vnitini membrany
jsou syntetizovany bez S§tépitelnych presekvenci a spiSe nesou N-koncové, C-

koncové a/nebo vnitfni signalni sekvence.



Studium mitochondrialnich procesovacich peptidaz u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

UvoD

Jsou znamy tfi typy mitochondridlnich procesovacich peptidaz, které jsou
zodpovédné za proteolytické Stépeni jaderné a mitochondrialné kdédovanych
prekurzorovych polypeptidi cilenych do rdznych subkompartmentd mitochondrie.
Mitochondrialni procesovaci peptidaza (MPP) $tépi vétSinu mitochondrialnich
proteinl, zatimco vnitfni membranova peptidaza (IMP) a mitochondrialni stfedni
peptidaza (MIP) procesuji specifické podskupiny prekurzorovych polypeptidu.
VSechny tfi enzymy jsou strukturné a funkCné konzervované napfiC¢ eukaryoty a
posledni vyzkumy ukazuji, Zze jejich poruchy mohou pusobit néktera mitochondrialni

onemocnéni u Clovéka (Gakh a kol., 2002).

COOH

Cytosol
R
OM TOM
IMS
—d TIM e
IM
CH .
R 4
PR <s
I
|}

+
Matrix

obr. 1.2 Proteolytické procesovani prekurzorl mitochondrialnich proteind (Gakh a
kol., 2002)

CH, cytoplasmatické a mitochondrialni chaperony; R, vnéj§i membranové receptory spojené s TOM,
translokazou vnéjSi membrany; TIM, translokdza vnitini membrany; OM, vnéj8§i membrana; IMS,
mezimembranovy prostor; IM, vnitfni membrana; MPP, mitochondridlni procesovaci peptidaza; MIP,
mitochondrialni stfedni peptidaza; IMP, vnitini membranova peptidaza; mtDNA, mitochondrialni DNA;
OXA1, OXA1l komplex
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1.2.1.1. MPP

Mitochondrialni procesovaci peptidaza se skldda ze dvou podjednotek; vétsi
podjednotky a-MPP a mensi podjednotky -MPP (Kalousek a kol., 1993). MPP
urostlin je jednou z vyjimek ztohoto obecného pravidla, protoze zde je enzym
zacClenén do komplexu cytochromu bcl. U riznych rostlin obsahuje tento komplex 2-
4 ,core" proteiny, které jsou totozné s a-MPP a 3-MPP (Glaser a kol., 1999). a-MPP
je zahrnuta v rozpoznavani substratu, f-MPP ma katalytickou funkci.

MPP ze Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa a zivoCisnych bunék jsou
heterodimery o velikosti 100-110 kDa. Zatimco kvasinkovy a potkani heterodimer
MPP je stabilni (Yang a kol., 1988; Kleiber a kol., 1990), obé podjednotky MPP z N.
crassa mohou byt snadno béhem purifikace oddéleny jedna od druhé (Hawlitschek a
kol., 1988). Podjednotky jsou samy neaktivni, ackoliv MPP z N. crassa funguje jako
heterodimer (Arretz a kol., 1994), podobné jako kvasinkové a Zzivoclisné ortology
(Geli, 1993; Saavedra-Alanis a kol., 1994; Adamec a kol., 1999).

MPP z rznych zdroju vykazuji optimalni aktivitu pfi pH 7-8 a jsou inaktivované pfi
nizsim pH. Enzym je inhibovan v pfitomnosti EDTA nebo o-fenantrolinu a stimulovan
dvojmocnymi kovy, pfevazné Co®* a Mn** (McAda a kol., 1982; Miura a kol., 1982;
Conboy a kol., 1982; Schmidt a kol., 1984). Ackoliv pocCateéni studie neodhalily
Zadné kovové ionty pridruzené k vycisténému enzymu (Yang a kol., 1991), mirng&jsi
purifikacni podminky pozdéji odhalily Zn/MPP a Zn/B-MPP v molarnim poméru 1,05 a
0,86. Pokud jsou k apoenzymu pfidany nizké koncentrace kovd, je aktivita obnovena
v potadi Zn?** > Mn** > Co®" (Luciano a kol., 1998). Podobné jako u jinych zinkovych
metalopeptidaz (Auld a kol., 1995), blokuje nadbytek Zn** &innost MPP, zatimco
prebyteéné Mn?* nebo Co?* nikoliv (Adamec a kol., 1999; Luciano a kol., 1998).

Sekvenéni analyzou mitochondrialnich prekurzorovych proteind byly odhaleny ftfi
hlavni znaky spole¢né pro vétSinu presekvenci, které jsou procesovany MPP: 1.
celkovy kladny naboj, 2. schopnost formovat amfifilicky a-helix (von Heijne a kol.,
1989; Allison a Schatz, 1986; Roise a Schatz, 1988) a 3. pfitomnost argininového
zbytku v pozici -2 a -3 od Stépiciho mista (R-2 a R-3 motiv) (von Heijne a kol., 1989;
Hendrick a kol., 1989).
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Podobné jako vSechny ostatni importované proteiny vyzaduje i import MPP
procesovani stejnymi proteiny. Doposud charakterizované podjednotky MPP jsou
syntetizované jako vétSi prekurzorové proteiny s matrixové-cilenymi presekvencemi,
které vyzaduji pfitomnost aktivni MPP v mitochondrii k tomu, aby byly zpracovany do
zralé formy (Gakh a kol., 2002).

Glycin-bohata
oblast

obr. 1.3 Struktura kvasinkové MPP (Gakh a kol., 2002; upraveno)

MPP zahrnujici katalyticko@@ -MPP podjednotku, ktera vaze zineCnaty kationt s vyuzitim
aminokyselinovych zbytkd konzervovaného motivu HxxEHx;cE a regulaérd -MPP podjednotku
s ohebnou glycin-bohatou oblasti, ktera je dllezita pro rozpoznavani substratu. Obé podjednotky

spolu tvofi zaporné nabitou dutinu, ktera odstrariuje presekvence béhem procesovani.

1.2.1.2. MIP

Mitochondrialni stfedni peptidazy jsou monomery o velikosti 70-75 kDa (Isaya a kol.,
1994; Isaya a kol., 1995; Chew a kol., 1997; Kalousek a kol., 1992). Enzym neni
hojny (tvofi okolo 0,04% celkovych mitochondrialnich proteind v pfipadé potkani
MIP) a je nestabilni (Kalousek a kol., 1992). Purifikovana potkani MIP vykazuje pH
optimum mezi 6,6-8,9 a je silné inhibovana v pfitomnosti 0,01 mM EDTA a piné
reaktivovana pfidanim 0,1-1 mM Mn?*. Jiné kovové ionty bud stimuluji (Mg** nebo

Ca?") nebo UpIné potladuji (Co**, Fe**, nebo Zn?*) enzym pfi koncentraci kovd 1 mM.

6
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MIP jsou obohaceny o cysteinové zbytky, které ovliviiuji funkci MIP dvéma zpusoby:
formovanim jedné nebo vice S-S vazeb, které mohou byt duleZité pro stabilitu MIP,
nebo tvorbou jednoho nebo vice Mn?* vazebnych mist, které patrné& hraji Glohu
v aktivité MIP (Gakh a kol., 2002).

Poprvé byla MIP izolovana z potkana jako protein tvofeny 710 aminokyselinami
s presekvenci dlouhou 33 aminokyselin (Isaya a kol., 1992). Na N-konci byl nalezen
typicky R-2 motiv a in vitro procesovani ukazalo, ze MIP prekurzor je $t€pen do zralé

formy proteinu pomoci MPP.

Mnoho mitochondrialnich prekurzorovych proteinl cilenych do mitochondrialni matrix
nebo vnitini membrany je procesovano ve dvou krocich MPP a MIP. Tyto prekurzory
jsou chrakterizovany R-10 motivem na C-konci signalni sekvence (Hendrick a kol.,
1989; Gavel and von Heijne, 1990). MPP nejprve odstépi R-2 motiv a zbyly tzv. N-
koncovy oktapeptid je odsStépen MIP za vzniku zralé formy proteinu.

VSechny znamé oktapeptidy obsahuji velké hydrofobni zbytky (fenylalanin, leucin
nebo isoleucin) v pozici -8 a maly hydroxylovany zbytek (serin nebo threonin) nebo
glycin v pozici -5, pfibuzné MIP Stépicimu mistu (Hendrick a kol., 1989; Gavel and
von Heijne, 1990).

1.3. Import proteinGi do mitochondrie u trypanosom

Mnoho trypanosomovych mitochondrialné cilenych proteind obsahuje signalni
sekvence, které jsou mnohem kratSi, nez u mitochondrialnich proteina Zzivodich,
rostlin a hub (Priest a kol., 1993; Hausler a kol., 1997; Priest a Hajduk, 1996; Priest a
Hajduk, 2003; Tasker a kol., 2001; Uboldi a kol., 2006; Berriman a kol., 2005). Tyto
kratké sekvence mohou byt pouzity k fizeni proteinli do mitochondrie u kvasinky
(Hausler a kol., 1997), coz dokazuje, Ze kratké signalni sekvence obsahuji ,hlavni*
informaci uvnitf delSich sekvenci, které se pfirozené vyskytuji u kvasinkovych a

lidskych proteinu.

V genomu T. brucei bylo anotovano nékolik vysoce konzervovanych slozek

mitochondrialniho importniho aparatu (Berriman a kol., 2005).
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Protelns translated

in cymsol SAM complex
TOM ccmplex‘? @
Stop-transfer
sorting?

OXA complex e

@ |

Proteins translated TIM complex

in matrix

‘ Matrix proteins ‘

TRENDS in Cell Biology

obr. 1.4 Model importu proteini do mitochondrie u trypanosom (Schneider a kol.,

2008; puvodni obrazek) Outer membrane = vnéj§i membrana; Intermembrane space =

mezimembranovy prostor; Inner membrane = vnitfni membrana
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SLOZKY MITOCHONDRIALNIHO kvasinka &lovék Trypanosoma brucei
IMPORTNIHO APARATU

Cytosolické chaperony Hsp70 Hsc70 --
Ydjlp DjAL =
-- AIP --
-- Hsp90 --

TOM Tom40 Tom40 ?
Tom22 Tom22 ?
Tom70 Tom70 ?
Tom20 Tom20 ?
Tom7 Tom7 ?
Tom6 -- ?
Tom5 -- ?

SAM Sam50 Sam50 Th927.3.4380 (GeneDB = Sam50/Tob55)
Sam35 - Metaxin (Schneider a kol.)
Sam37 - Metaxin (Schneider a kol.)
Mdm10 - -

Rozpustné mezimembranové TIM Tim9 Tim9 Th927.7.2200 (Schneider a kol. = Tim9)
Tim10 Tim10 Tb927.3.1600 (Schneider a kol. = Tim10)
Tim8 Tim8
Tim13 Tim13

TIM22 Tim22 Tim22 Tb11.01.4870 (Schneider a kol. = Tim17-Tim22-Tim23)
Tim12 Tim10b -
Tim54 -- --
Tim18 -- --

TIM23 Tim23 Tim23 Tb11.01.4870 (Schneider a kol. = Tim17-Tim22-Tim23)
Tim17 Timl7a Th11.01.4870 (GeneDB = Tim17)
-- Tim17b --
Tim50 Tim50 --
Tim21 -- --

PAM Tim44 Tim44 Tim44 (Schneider a kol.)
mtHsp70 mtHsp70 mtHsp70 (Schneider a kol.)
Mgel mtGrpE GeneDB
Pam18 - Pam18 (Schneider a kol.)
Pam16 -- --

OXA Oxal Oxal Tb11.02.4020 (Schneider a kol. = Oxal)
- - Tb09.211.1580 (Schneider a kol. = Oxa2)

IMP Impl Impl =
Imp2 Imp2 Tb10.70.2630 (Schneider a kol. = Imp2)
Som1l -- --

Matrix Mas1l B-MPP Tb09.160.3110 (GeneDB = B-MPP)
Mas2 a-MPP Th927.2.4110 (GeneDB = a-MPP)
MIP MIP Th927.10.9820 (GeneDB = MIP)
Hsp60 Hsp60 GeneDB
Hspl0 Hspl10 GeneDB
mtHsp70 mtHsp70 mtHsp70 (Schneider a kol.)
Mdj1 Tid -
Mgel mtGrpE GeneDB

tab. 1.1 Slozky mitochondrialniho importniho aparatu (odvozeno od MacKenzie a
Payne, 2007; Schneider a kol., 2008)



Studium mitochondrialnich procesovacich peptidaz u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

UvoD

Vysvétlivky k tab. 1.1:

slozky mitochondridlniho importniho aparatu pravdépodobné se

nevyskytujici u T. brucei

slozky TOM komplexu doposud neidentifikované u T. brucei; mozna

uplna absence TOM komplexu u trypanosom

slozky mitochondrialniho importniho aparatu nalezené v genomu T.
brucei a citované v ¢lanku Schneider a kol., 2008

Tbh11.01.4870 — gen koédujici protein zrodiny Tim17-Tim22-Tim23,

z dlivodu vysoké sekvencni konzervovanosti Tim17, Tim22 a Tim23 neni

ur¢eno o jaky Tim se funk&né jedna

slozky mitochondrialniho importniho aparatu, které nebyly citovany
v ¢lanku Schneider a kol., 2008, ale byly nalezeny v genové bance
GeneDB

1.3.1. Frataxin

Frataxin je jaderné kédovany mitochondrialni protein, ktery je velmi konzervovany u
vSech eukaryot (Puccio a Koenig, 2000). Import frataxinu a jeho spravné procesovani
jsou dulezité pro vnitrobunééné déje. Frataxin hraje tlohu v metabolismu Zeleza, jako
je biogeneze hemu (Yoon a Cowan, 2004), tvorba Fe-S klastri (Stehling a kol.,
2004), vazebnost/uchovavani Zeleza (Cavadini a kol., 2002) a aktivita ,Zelezného"
chaperonu (Bulteau a kol., 2004).

Prekurzorovy protein lidského frataxinu je tvofen 210 aminokyselinami (Bencze a
kol., 2006), které na N-konci vytvareji signalni sekvenci pro transport proteinu do
mitochondrie. Nedostatek frataxinu zpusobuje Friedreichovu ataxii coz je
autozomalné recesivni neurodegenerativni onemocnéni, které je charakterizovano
napfiklad ataxii koncetin, ztratou propriorecepce, dysartrii, kosternimi abnormalitami,

hypertrofickou kardiomyopatii a zvySenym vyskytem cukrovky (Pandolfo, 2003).
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Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

CILE PROJEKTU

2. CILE PROJEKTU

1. Priprava polyklondlnich protilatek proti mitochondrialni procesovaci peptidaze (a-
MPP, B-MPP)

2. Testovani protilatek proti a-MPP na bunéc¢né linii MPP, testovani protilatek proti
B-MPP na bunéé&né linii hFTX+MPP (viz Material, Organismy)

3. Sledovani rlstového fenotypu a charakterizace bunécnych linii MPP, MIP a
hFTX+MPP (viz Material, Organismy)

4. Sledovani procesovani lidského frataxinu v bunécné linii hFTX+MPP (viz

Material, Organismy)
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MATERIAL

3. MATERIAL

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, MPP (klon 2), procyklické stadium
- transgenni kmen odvozeny od kmene 29-13, obsahuje RNAI vektor p2T7-
177/B-MPP s rezistenci proti phleomycinu
- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu, neomycinu (G418) a

phleomycinu

Trypanosoma brucei brucei, MIP (klon 2), procyklické stadium
- transgenni kmen odvozeny od kmene 29-13, obsahuje RNAi vektor p2T7-
177/MIP s rezistenci proti phleomycinu
- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu, neomycinu (G418) a

phleomycinu

Trypanosoma brucei brucei, hFTX+MPP, procyklické stadium
- transgenni kmen odvozeny od kmene 29-13, obsahuje RNAI vektor p2T7-
177/B-MPP s rezistenci proti phleomycinu a zaroven expresni vektor
pABPURO/hFTX s rezistenci proti puromycinu (hFTX, gen pro lidsky frataxin)
- kultivace pod antibiotikovou selekci hygromycinu, neomycinu (G418),

phleomycinu a puromycinu
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MATERIAL
3.2. Vektory
p2T7-177
- plasmid navrzeny pro expresi dsRNA a pouzivany pro snizeni exprese gen
mechanismem RNA interference (RNAI)
- obsahuje dva protismérné tetracyklinem indukovatelné T7 promotory
- nese rezistenci proti phleomycinu

Puull (1123)

p2T7-177
(6034 bp)

dal (1567)
20l (1628)

bal (1800)
indill (1808)

TTprom, _;§'= al (1215)
- Il (1823)
hal (18207
Aatll (A047).
e Stul (3218) Aatll (28H) Heol (2793)
pABPURO
- plasmid navrzeny pro konstitutivni expresi protein(
- nese rezistenci proti puromycinu
pABPURO
P \ IIIII /__ - | -
— —{PUROL———
'y 'y A A
constitutive EP 3'UTR Bacterial
EP promoter intergenic tubulin backbone
I region (and (PSK)
targeling
sile)
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MATERIAL

3.3. Média

3.3.1. Médium pro kultivaci procyklickych stadii T. brucei brucei

Procyklickd stadia T. brucei brucei se kultivuji v médiu SDM-79 (Brun a
Schonenberger, 1979) s pfidavkem hygromycinu a neomycinu (G418) (divoky typ) a
hygromycinu, neomycinu (G418), phleomycinu, pfipadné puromycinu (transgenni

kmeny).

3.3.1.1. Antibiotika

buriky antibiotikum zasobni finalni
.. roztok ____________koncentrace

kmen 29-13 hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pyg/ml
neomycin 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
(G418)
phleomycin - -- --
tetracyklin -- -- --
neindukované hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pyg/ml
kmeny MIP, MPP | neomycin 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
(G418)
phleomycin 2,5 mg/ml | 1000x 2,5 ug/ml
tetracyklin -- -- --
indukované hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pug/ml
kmeny MIP, MPP | neomycin 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
(G418)
phleomycin 2,5 mg/ml | 1000x 2,5 ug/ml
tetracyklin 1 mg/ml | 1000x 1 pg/ml
neindukovany hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 pyg/ml
kmen hFTX+MPP | neomycin 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
(G418)
phleomycin 2,5 mg/ml | 1000x 2,5 ug/ml
puromycin 1 mg/ml | 1000x 1 pug/ml
tetracyklin -- -- --
indukovany hygromycin 50 mg/ml | 1000x 50 ug/ml
kmen hFTX+MPP | neomycin 15 mg/ml | 1000x 15 pg/ml
(G418)
phleomycin 2,5 mg/ml | 1000x 2,5 yg/ml
puromycin 1 mg/ml | 1000x 1 pg/ml
tetracyklin 1 mg/ml | 1000x 1 pg/ml
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MATERIAL

3.4. Roztoky a pufry

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

3.4.1. SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

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

Milli-Q voda 3,3ml
30% akrylamid (AA) (AppliChem) 4 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5ml
10% SDS 100 pl

pfed nalévanim pfidat:
10% peroxosiran amonny (APS) 100 pl
TEMED (Amresco) 4l

5% SDS polyakrylamidovy gel (zaostfovaci gel) (hodnoty pro 2 gely)

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

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

5x elektrodovy pufr

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

- doplnit do 1 litru destilovanou vodou
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MATERIAL

2x vzorkovy pufr

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,24 ml
50% glycerol 2 ml
10% SDS 0,8 ml
2-mercaptoethanol 0,2 ml
1% bromphenol blue 0,4 ml
Milli-Q voda 6,36 ml

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

3.4.2. Westernova analyza

Semi-Dry prenosovy pufr

Tris-HCI (Amresco) 11,64 g
glycin (Serva) 5,86 g
SDS (Serva) 759
methanol (LAB-SCAN) 400 ml

- doplnit do 2 litra destilovanou vodou

Ponceau S

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

10x PBS

NaCl (Lach-Ner) 804¢g
KCI (Lachema) 29
Na,HPO, (Lach-Ner) 14,4 g
KH,PO,4 (Lachema) 2,449

- doplnit do 800 ml destilovanou vodou
- upravit pH na 7,4

- doplnit do 1 litru destilovanou vodou
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MATERIAL

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
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MATERIAL

3.5. Ostatni chemikalie

antibiotika: Hygromycin (Sigma), Neomycin (Sigma), Phleomycin (Sigma), Puromycin
(Sigma), Tetracyklin (Spofa); APS (peroxosiran amonny — Lachema), Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad), Isoflow™ (Beckman), proteinové standardy: Precision Plus
Protein™ Standards - All Blue (Bio-Rad); PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(Fermentas); TEMED (N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin) p.a. (Amresco),
Freundovo adjuvans nekompletni (Sigma), Freundovo adjuvans kompletni (Sigma)
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METODY

4. METODY (Poliak, 2008; upraveno/doplnéno)

4.1. Kultivace procyklickych stadii T. brucei

Kmen 29-13 kultivujeme v médiu SDM-79 (Brun a Schonenberger, 1979) s
pridavkem 5@Ql/ml hygrom ycinu a 15 pl/ml neomycinu (G418). V pfipadé
transgennich kmenu pouzivame k selekci bunék s integrovanym plasmidem rizna
selekéni Cinidla. Nej¢astéji pfidavame do média 2,5ul/ml phleomycinu . Proces RNAI
nebo expresi studovanych genu (pokud nejde o expresi konstitutivni) spoustime u
prisluSnych bunéénych linii pfidanim 1 ul/ml tetracyklinu. Pfi dosazeni koncentrace

2x10" buné&k/ml preockujeme kulturu do &erstvého média.

4.2. Stanoveni pocétu bunék T. brucei v kulture

Stanoveni koncentrace bunék procyklickych stadii T. brucei v kultufe provadime
pomoci pfistroje Z2 Coulter® Particle Count and Size Analyzer (Beckman Coulter)
(dilution factor = 200, Tl = 3,5 ym, Tu = 7,7 ym, count = between). Pfistroj urCuje

koncentraci na zakladé méfeni vodivosti suspenze bunék.

4.3. Sledovani rastového fenotypu

Po indukci RNAI sledujeme u pfisludného transgenniho kmene 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
pMg/ml tetracyklinu, ¢imz dojde ke spusténi RNAI. V pravidelnych 24 hodinovych
intervalech stanovujeme po dobu 14 dnl koncentraci bunék v kultufe. Pro vSechna
mérfeni pouzivame kultury neindukovanych a indukovanych bunék a kulturu bunék
kmene 29-13.

4.4. Priprava krali¢ich a potkanich polyklonalnich protilatek
Pro pfipravu polyklonalnich protildtek pouzivdme kraliky a potkany. Imunizacni

schéma, pfiprava proteinu a odebirani séra vypada nasledovné.
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METODY

Pfed prvni imunizaci odebereme kralikovi/potkanovi krev z ucha/ocasu a ziskame
tzv. preimunni sérum. Poté pouZijeme protein smichany s Freundovo adjuvans
(Sigma) a v intervalech 14 dn0 imunizujeme. Imunizaéni schéma obsahuje celkem
Ctyfi imunizaCni davky, poté jsou zvifata vykrvena. Ziskana séra uchovavame pfi
teploté -20°C.

4.4.1. Priprava proteinu a imunizace

Prouzek polyakrylamidového gelu obsahujici protein (0,5 mg v pfipadé imunizace
kralika; 0,1 mg v pfipadé imunizace potkana) — v pfipadé, Ze protein neni mozné
purifikovat jako nativni — rozmélnime pomoci homogenizatoru, pfidame 1x PBS a
Freundovo adjuvans v poméru 1:1. Pro prvni imunizaci pouzivame kompletni
Freundovo adjuvans, pro vSechny dalSi imunizace potom nekompletni Freundovo
adjuvans. Maximalni imuniza¢ni davka je 1 ml. U kralikl provadime imunizaci
podkozné, obvykle do tfi rGznych mist. V pfipadé potkanu se prvni davka aplikuje
mezi prsty, dalSi do svalu. Kazdou imunizaéni davku je nutné pfed aplikaci radné

protrepat.

4.4.2. Odbér séra
Dva tydny po posledni imunizaci zvifata vykrvime. Ziskanou krev nechame nékolik
hodin stat pfi pokojové teploté a poté stoCime (3000 rpm, 20 minut). Sérum

uchovavame pfi -20°C.

4.5. Priprava lyzata T. brucei

Objem kultury obsahujici 5x10” procyklickych stadii T. brucei sto&ime 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 ul 2x PBS afigame 50ul 2x vzorkoeho pufru pro SDS

polyakrylamidové gely. Takto pfipravené lyzaty uchovavame pfi teploté -20°C.
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4.6. SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS PAGE)

Proteiny rozdélujeme pomoci vertikalni SDS polyakrylamidové gelové elektroforézy.
Polyakrylamidovy gel obsahuje dvé faze (zaostfovaci a separacni). Nejprve
pfipravime 12% separacni gel, ktery nalijeme mezi dvé dobfe odmasténa skla
umisténa ve stojanku tak, aby hladina dosahovala pfiblizné 1 cm pod hroty
zasunutého hfebenu. Poté nality gel prevrstvime n-butanolem (100 pl). BE€hem 20-30
minut separacni gel zpolymeruje a mezi nim a vrstvou n-butanolu se vytvofi ostré
rozhrani. Po dokon&eni polymerace n-butanol odsajeme filtraénim papirem a
nalijeme 5% zaostfovaci gel. Mezi skla vsuneme hieben a nechame ztuhnout.
Béhem 15 minut gel 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). Vytvoifené
jamky a vnitfni (katodovy) prostor naplnime elektrodovym pufrem. Spodni (anodovy)

prostor rovnéz naplnime elektrodovym pufrem.

Vzorky proteint pfed nanesenim na gel zdenaturujeme (10 minut, 95-100°C) a kratce
sto€ime. Do jamek nanaSime 10 ul lyzatu . Spolu se vzorky nanaSime takeé ,barveny*
proteinovy standard (Precision Plus Protein™ Standards - All Blue (Bio-Rad)). Vlastni
elektroforéza probiha pfi napéti 90V v zaostifovacim gelu, po prfechodu do

separacniho gelu pak pfi 140 V.

4.7. Westernova analyza

4.7.1. Western blot

Vzorky rozdélené SDS polyakrylamidovou gelovou elektroforézou pfeneseme z gelu
pomoci Semi-Dry blotu (Trans-Blot® Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) na
nitrocelul6zovou membranu (BioTrace® NT Pure Nitrocellulose Membrane, Pall
Corporation Life Sciences). Blotovaci sendvi€ je vytvofen nasledovné: blotovaci papir

Whatman, membrana, gel, blotovaci papir Whatman.

21



Studium mitochondrialnich procesovacich peptidaz u procyklickych stadii Trypanosoma brucei

METODY

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
blotovaciho sendvi¢e odsajeme ubrouskem prebyteCny pufr a nechame blotovat 1
hodinu pfi napéti 20 V. Po pfenosu proteint 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.

4.7.2. Hybridizace s protilatkami, vizualizace signalu

Pfed inkubaci oplachneme membranu v PBS-T. Vlastni hybridizace probih&
v roztoku PBS-TM, s primarni protilatkou 2 hodiny a sekundarni protilatkou 1 hodinu;
v obou pfipadech pak pfi pokojové teploté a za stalého tfepani. Po kazdé inkubaci
promyjeme membranu v PBS-T (5x 5 minut). Pro westernovou analyzu pouzivame
rzné druhy primérnich protilatek, jejichz fedéni se pohybuje v rozmezi 1:200 —
1:2000. Sekundarni protilatkou je praseci protilatka proti krali¢im protilatkdm znacena
peroxidazou SwaR/Px (Sevac) popfipadé protilatka proti mySim nebo potkanim
protilatkhm. U sekundarnich protilatek pouzivame fedéni 1:1000 - 1:2000.
Specifickou vazbu zviditelfiujeme pomoci vyvolavaciho kitu PIERCE ECL Western
Blotting Substrate (PIERCE) a signal detekujeme pomoci pfistroje FUJIFILM
Luminescent Image Analyzer LAS-3000 (FUJIFILM Life Science).
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5. VYSLEDKY

5.1. Sekvence genu s vyznac¢enymi RNAIi primerovymi misty

Sekvence genl 3-MPP a MIP byly ziskdny z genové banky GeneDB (obr. 5.2 a 5.3).
Pro oba geny byly navrzeny primery, podle nichz byly pomoci PCR zmnozZeny
fragmenty, které byly posléze zaklonovany do RNAi vektoru p2T7-177 a
elektroporovany do procyklickych stadii T. brucei. Po vyselektovani transformantu
byly kultury transgennich kmenu T. brucei rozklonovany a zamrazeny v tekutém

dusiku.

ATGCTTCGTCCATCCTTTTGCAGATGTCTTCCCGTGCTGAACTGCACGCT 50
GAGCGCTCCTCAATGTGCTGCTGCGATTGACCGTTGCACACCGGTTGTTT 100
ACTCTTCACTTCCCAACGGATGTCGTGTGGCCACCGAATATTTGCCAAAT 150
TGTCAGTTTGCCACCGTTGGGGTGTGGATTGACGCAGGCAGTCGCTTCGA 200
GGATATTAACAACAACGGCGTTGCGCACTTTCTTGAACACATGAACTTCA 250
AAGGCACTGCAAAGTACTCCAAGCGTGCCGTGGAAGATCTCTTCGAGCAT 300
AGGGGGGCCCACTTCAATGCATACACTTCGCGTGACCGAACAGCATATTA 350
CGTGAAGGCGTTCAAATATGATGTGGAGAAAATGATTGATGTTGTCTCGG 400
ATTTACTGCAAAACGGCAGATACGACCCAAGCGATGTCGAGTTGGAGAGG 450
CCGACAATCCTAGCCGAGATGCGGGAGGTGGAGGAGCTGGTGGATGAAGT 500
GCTCATGGATAACCTCCATCAGGCAGCTTATGACCCGGCACACTGCGGGC 550
TTCCGCTCACTATTCTAGGCCCTGTGGAAAACATTTCCTCCCGCATAAAC 600
CGTGACATGATACAGGAGTTTGTTCGGGTGCACTACACCGGCCCGCGCAT 650
GTCTTTCATTAGTTCCGGTGGCATCCATCCAGAAGAAGCACATAGGCTTG 700
CCGAGAAGTTCTTTGGAAACCTCCCTGCAGCGAACAACTCCCCACTGCTG 750
CAGTCACAATACCGGGGTGGTTACACCGTGATGTGGAACGAACAAATGGC 800
CACGGCAAATACCGCTTTCGCGTATCCTATATGCGGGGCCATACACGACG 850
ACAGCTACGCACTACAGTTAGTTCATAACGTTATTGGGCAAGTGCGTGAA 900
GGACAACATGACCAATTTGCTCATCAGCGACTGAACCCGCGGCTCCCGTG 950
GGAAAAGTTGTCAAACCTGGTCCAGCTGCGACCTTTCTATACTCCATACA 1000
AAGAGACTAGTCTCCTTGGGTATCAGTTAGTTACTATGCGCACGGCAGTC 1050
GCTGACGCCAACGGCGGTGTTCAGCGAGATGAGAGCCAGACTGTGTTGCT 1100
GGATCACATGCTAAAGTTGTTTAATGAGCTGTCTACCAAAGCTGTTGACG 1150
CTGCACTCCTCGAGGAGGCAAAAAGTGAGTATAAGTCATCGGTTATGATG 1200
ATGCGAGACAGCACAACAAATAGCGCGGAGGACTTGGGTCGGCAGATGAT 1250
TCACCTTGGCCGACGCGTGCCTCTGCGGGAGGTGTTCGAGCGAGTGGATG 1300
CCGTCACTCCAGCAGTGTTTCGTGACACATTAGCGAAGTACGTACAAGCG 1350
GTTCAACCTACAGTTTCGTACATTGGTTCGGCCTCCGCTGTCCCTCGATT 1400
TGACGCCCTCACACAAGTAAAGCACATACTTTGA 1434

obr. 5.1 Sekvence genu B-MPP s vyznacenymi RNAIi primerovymi misty
Sekvence ziskana z genové banky: Th09.160.3110, velikost genu: 1434 bp
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ATGTTGCGGCGTGTCACCCCCTTCACACTGTGTGCTTCAGGCTTCACTGC 50
CTGCCGTTGGGCCGGACGAGTGCGTCATGGTGCGACGATTTGTTCAGCTG 100
TCAGTGATGCAACCGCTGGGAAGCAAAAAAGCGCTTGTGTCACCGACGTG 150
GAGGAAATACCCACACTTTCTTTCCTTTCGTCAAAGTCCATATTGTCGGA 200
GACAGTTGATCGAACCATTGAGGTGTGTGACGCACTTCTAAACGAAATTC 250
CAAAGGCCAAGAGCATAAAAGAAAAACACGACCTTATTGACTCAACTAGT 300
AACGTTCTATGTCTTCTTCTTGACCCCTGTGAGTTTGTGCGCCAGGTTCA 350
CCCTGATGCGGAGTACAAGCAGCATGCCTCGTACGCATTTCAAAAGGGAT 400
ATGAGTACATGAGTAAAGTCAACTCCCGAAGGGATTTGTACGATGTTGTC 450
CTTCAGCTTGACAGCACTGAGGGACACAAGGAACTCAGTAGTGAAGAAAT 500
TAAAAACGTGGCCCAACTTAGGCGGGACATGGAAAGTAACGGCATCCATC 550
TCCCCGACAAACTACGTGAGAAGGTAACTGAAATGAACATTGAAAAGGAG 600
GAACTCGCCATGCGCTTCCTGACGGAGCAGGGTTCGAAGAATCCCTTTGC 650
AACACTCCGTTATCTTCTTCAGTGCCGTTACGAACTCTCGCAACTGCTGG 700
GGTTTGAGAGCTTCGCAGAACAACAACTTCGAGGGACAATGCTGGAAAAT 750
CAGCAGCGTGTTTGGCATTTCTTGTGTGGAATTGCCCATAAGTACCGGAG 800
AGAGGCCGAGAAGGAGATGGATATCATACGGAGCAACGTTGGAGAAGTAC 850
GTAATCGACAAAACATTACAGACGATGTCCGAGCTCGAGTGGCTCATTCA 900
CTAAGACGTGATGCGGAGCCGGAAACAGCGGCTGAGTATTTCTCCGTTGC 950
AAACTGCATACGCGGTATTCAGTGCCTCTGTTTGGAGGTTTTTGGCGTGC 1000
GGTTGGAGGAAGTGCAGTTCGACAAAGATGAGATCTTCAACAACGACGCC 1050
AAAAAGTATCACGTGTATGACGAGAATAAGGCGTTTCTTGGAGTTATCGT 1100
ACTCGATTTGTACGCGAGTGAAATGAAATATTGCCAAGCTGGCCACCTTA 1150
CGTTGCAGCTTGGTTGTATACCCCACCAAGAGGCCTTGGCAAAGGTGGGG 1200
CTAAAGTTACCGAAACGCCAGTATCCCGTTGTTGTTTTAACGTGCAATGT 1250
TGGAGCCTGCTCGCCCGTGCAGCGACTCCCTAATGGTAGGTTTGACGATG 1300
AGTCTACGCTTATGCACCCCAATGAAGTGACAACAGTTTTTCACGAGTTT 1350
GGTCATGCGATGCACACCATTTTTGGCCAGACGAAGGTACAGAACCTCGC 1400
TGGAACACGTGCTAGTATCGATTTTGTAGAGACATTCTCGCAGCTCTTTG 1450
AGCAATTCCTCACCTCCCATGAGTTTCTGCAGTTGTGGGCACACCGTATC 1500
AGCACGCGGGAACCCATCTCATTTGACATGGTCATGAAACGGAACGCAGC 1550
TGCTGACATGTTCAAGCACCTTGACATGATGGATCAAGTAGTTCTTTCGG 1600
CGGTAGATCAGACCCTTCATGGTCCTCAGCCATACACTGTGTACTTTCCT 1650
CGTGGAGACCAGGGGAACCTTGGGAAACGTACACTTGGAGATATCGGCGA 1700
CTACGGACGCGGTACGTACAACTTAGCAAAGGTCCTTATCGACATATGTA 1750
CTCCTCTTTCTATTGTGACACCGACGGAAACAGGCGTTTTGGGTACTCTT 1800
TCGTTTGAACACCTCTCCGGTTACCCAGCAGGTTACTACGGTTACCTTTA 1850
CAGTCTTTCCATTGCTCGTCGCATATGGGCGAAGAAGTTTATGAAGGACC 1900
CGCTTAACCGTGACGCAGGGAGGGAGCTGGTGCAAAAAGTAATGCGCCAC 1950
GGGGCTGCATGTAACCCTGTTGATGTCATTGAGAACTATCTGGAGGACAA 2000
ACTCGATGAAATCGACATATGGGTGTGA 2028

obr. 5.2 Sekvence genu MIP s vyznaCenymi RNAI primerovymi misty
Sekvence ziskana z genové banky: Th927.10.9820, velikost genu: 2028 bp
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5.2. Sledovani rustového fenotypu
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obr. 5.3 Rastové kfivky

Analyza riistového fenotypu bunécnych linii:

MPP, MIP, hFTX+MPP
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Nejprve byly pfipraveny transgenni linie procyklického stadia T. brucei, které
obsahuji RNAI vektor p2T7-177 se zaklonovanym 480 bp dlouhym fragmentem genu
B-MPP nebo s 560 bp 5° oblasti genu MIP. Dale byl do bunécné linie, kterd obsahuje
p2T7-177 s vySe uvedenym fragmentemf -MPP vnesen pABPURO vektor nesouci
gen kodujici 210 aminokyselin dlouhy prekurzor lidského frataxinu (linie hFTX+MPP).
Z kazdé linie byl vybran jeden klon (v pfipadép -MPP klon 2, v pfipadé MIP klon 2, u
hFTX+MPP se jednd o nerozklonovanou kulturu), u néhoz byl po indukci RNA
interference (RNAI) sledovan rlstovy fenotyp. Rustové kfivky byly zkonstruovany na
zakladé 14 denniho méfeni hustoty bunék u neindukovanych a indukovanych kultur.
Mé&reni bylo provadéno v pravidelnych 24 hodinovych intervalech. Pokud pfesahla
koncentrace bunék v kultufe hustotu 2x10° bunék na 1 ml média, byly buriky
preoCkovanim do Cerstvého média 10x nafedény. V bunkach byla RNAi spusténa
pridanim tetracyklinu o vysledné koncentraci uig/ml . Jako kontrola byly pouzity
buriky rodiCovského kmene 29-13. Z grafll je patrné, ze pfiblizné 5. den po indukci
RNAI dochazi u v8ech buné&nych linii k vyznamné zméné rychlosti déleni bunék, coz
znamena, ze prislusné geny jsou pro bunku esencialni (obr. 5.3A a B). U bunék
nesoucich lidsky frataxin a zarover fragment T. brucei B-MPP genu je rustova kfivka

totozna s linii obsahujici pouze uvedeny MPP konstrukt (obr. 5.3C).

5.3. Priprava polyklonalnich protilatek

Proteiny obou podjednotek MPP pro pfipravu polyklonalnich protilatek byly
poskytnuty Mgr. Janem Machem (PfF UK). JelikoZ nebylo mozné ziskat proteiny
v nativni formé&, byly pro imunizaci kralikd/potkant  pouzity  proteiny
v polyakrylamidovém gelu, ktery byl rozmélnén a smichan s Freundovo adjuvans.
Polyklonalni protilatky ve formé& séra byly ziskany po kompletni imunizaci vykrvenim

zvirat. Krev byla sto€ena a sérum uchovano pfi teploté -20°C.

5.3.1. Testovani polyklonélnich protilatek

Polyklonalni protilatky proti a-MPP byly testovany na bunééné linii MPP (viz Material,
Organismy) pomoci westernové analyzy. Cilem bylo zjistit, zda u bunék
s eliminovanym proteinem B-MPP dochazi ke zménam exprese a-MPP proteinu.
Proto byly pfipraveny celkové lyzaty z neindukovanych a indukovanych bunék MPP

(1-6 dni po indukci RNAI). Vzorky byly rozdéleny na 12% polyakrylamidovém gelu
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(obr. 5.4) a preneseny na nitroceluldzovou membranu (BioTrace® NT Pure
Nitrocellulose Membrane, Pall Corporation Life Sciences). Membrana byla
hybridizovana se specifickou polyklonalni protilatkou proti a-MPP proteinu.

Protein a-MPP (Tbh927.2.4110) ma molekulovou hmotnost 52,07 kDa a jeho exprese
neni ovlivnéna RNA interferenci proti 3-MPP (Tb09.160.3110) (obr. 5.4).

MPP MPP

kDa

obr. 5.4 Westernova analyza — testovani protilatek a-MPP

NI — neindukované buriky; 11-61 — indukované buriky linie MPP
obrazek vlevo, protilatky: anti-a-MPP — 1:500, kralik — 1:1000;
obrazek vpravo, protilatky: anti-a-MPP — 1:500, potkan — 1:2000

5.4. Procesovani lidskeho frataxinu v T. brucei

Bunécna linie hFTX+MPP byla pouzita pro sledovani procesovani lidského frataxinu
za ucCelem zjistit, zda je lidsky frataxin v burfikach T. brucei procesovan stejnym
zpusobem jako v burikach lidskych. Byly pfipraveny celkové lyzaty z neindukovanych
a indukovanych bunék hFTX+MPP (1-6 dni po indukci RNAI), dale pak z bunék hFTX
(29-13 bunky obsahujici expresni vektor pABPURO se zaklonovanym genem pro
lidsky frataxin) a z rodiCovského kmene 29-13. VSechny vzorky byly rozdéleny na

12% polyakrylamidovém gelu a pfeneseny na nitrocelulézovou membranu.
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Membrana byla hybridizovana s komeréné dostupnou monoklonalni protilatkou proti
lidskému frataxinu (frataxin monoclonal antibody, MitoSciences® - v obr. 5.5A

znacena jako anti-hFTX).

Zraly lidsky frataxin (M — maturovany protein) ma molekulovou hmotnost 17 kDa.
Westernovou analyzou bylo zjiSténo, Ze v burfikach hFTX+MPP dochazi po eliminaci
proteinu B-MPP k ur€itym zménam v procesovani lidského frataxinu. Od druhého dne
po indukci RNAI se zacCinaji objevovat dalSi formy proteinu (P — prekurzor; 11 —
intermediat 1; 12 — intermediat 2) a pfedevSim dochazi k pfibyvani prekurzoru
(neprocesovaného proteinu). U drahy oznacené 5I (obr. 5.5A) bylo pravdépodobné
naneseno VvétSi mnozstvi proteind, takze se muze zdat, ze dochazi k akumulaci
vSech forem proteinu. Ve skuteCnosti jde pouze o pfibyvani prekurzoru; s poctem
dnl od indukce RNAI se vyskyt intermediatnich forem snizuje (dobfe patrné v draze
6l).

Uginnost RNAI byla ubuné&éné linie hFTX+MPP ovéfena westernovou analyzou.
Membrana obsahuijici proteiny z neindukovanych a indukovanych bunék (4, 6 a 8 dni
po indukci RNAI) byla hybridizovana se specifickou polyklonalni protilatkou pr@ti -
MPP (obr. 5.5B). Touto analyzou byla potvrzena ucinnost RNAI, nebot’ v drah&ch 4,
6l a 81 dochéazi k uplnému vymizeni proteinuf -MPP o molekulové hmotnosti 53,69
kDa.
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obr. 5.5A Westernova analyza — sledovani procesovani lidského frataxinu
WT - rodi€ovsky kmen 29-13; NI — neindukované bunky; 11-61 — indukované buriky linie hFTX+MPP;
hFTX — linie T. brucei obsahujici expresni vektor pABPURO/hFTX (lidsky frataxin plné procesovany);

P — prekurzor (frataxin1-210); 11 — intermediat 1 (frataxin 42-210); 12 — intermediat 2 (frataxin 56-210);
M — maturovany protein (frataxin 81-210);

protilatky: anti-hFTX — 1:200, my$ — 1:2000

obr. 5.5B Westernova analyza — kontrola u€innosti RNAi v bunikach hFTX+MPP

NI — neindukované buriky; 41, 61, 8] — indukované buriky linie hFTX+MPP
protilatky: anti-B-MPP — 1:250, potkan — 1:2000
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V predkladané praci jsem se zabyval studiem mitochondrialnich procesovacich
peptidaz u procyklického stadia Trypanosoma brucei. Prace byla provadéna na
bunécnych liniich T. brucei, které obsahovaly RNAI vektory se zaklonovanymi geny
kodujicimi mitochondrialni procesovaci peptidazy MIP a 3-MPP. U obou buné&énych
linii byl po indukci RNA interference sledovan rlastovy fenotyp. Na zakladé ziskanych
dat byly sestrojeny rustové kfivky z nichz je zfejmé, Ze u obou linii doSlo pfiblizné 5.
den po indukci RNAI k zastaveni rustu, coz svédCi o esencialnim charakteru
pfislusnych genl pro toto vyvojové stadium trypanosom. Funkéni analyza MIP
nebyla zatim s vyjimkou rustové kfivky realizovana, ale pfisluSné pokusy jsou

planovany pro nejblizSi obdobi.

Byly vytvofeny Ctyfi specifické polyklonalni protilatky proti obéma podjednotkam
mitochondrialni procesovaci peptidazy; dvé proti a-MPP a dvé proti B-MPP. VSechny
tyto protilatky byly testovany na bunécné linii s vypnutou B-podjednotkou MPP a
podafilo se prokazat, ze jedna z protilatek protif3 -MPP je specificka. Déle jsem se
pokusil zjistit, zda je u vySe uvedenych bunék rovnéz ovlivnéna exprese Ci stabilita
proteinu a-MPP, nebot obé podjednotky spolu interaguji a tvofi komplex (Arretz a
kol.,, 1994; Geli, 1993; Saavedra-Alanis a kol., 1994; Adamec a kol., 1999).
Westernova analyza s polyklonalni protilatkou prota -MPP vSak ukazala ponékud
pFekvapivy vysledek. Exprese a-MPP proteinu totiz neni ovlivnéna RNAI proti B-MPP,
nebot ani po Sesti dnech indukce RNAi nedoSlo k ubytku a -MPP proteinu. Diky
polyklonalni protilatce proti B-MPP se mi podafilo prokazat, Ze v bunécné linii

hFTX+MPP je cilovy protein rovnéz ucinné odstranén nékolik dni po indukci RNA..

DalSim cilem predkladané prace bylo prokazat, zda slozité Gpravy lidského frataxinu
v T. brucei popsané v nasi laboratofi (Long a kol., 2008) jsou provadény MPP nebo
jinou procesovaci peptidazou. Po eliminaci proteinu B-MPP v bunééné linii
hFTX+MPP opravdu dochazi ke zménam v procesovani lidského frataxinu, ponévadz
je narusSena draha pro odstépovani N-koncovych sekvenci prekurzorovych proteind.
Naprosta vétSina proteind je procesovana jednordzovym odStipnutim signalni
sekvence béhem jejich importu do mitochondrie (Mukhopadhyay a kol., 2007).

V soucCasnosti se tento nazor ponékud zkomplikoval objevem nové procesovaci
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peptidazy ICP55 oznaCované také jako stfedni Stépici peptidaza (Vogtle a kol.,
2009), ktera odsStépuje jeden destabilizujici aminokyselinovy zbytek proteinu po
procesovani MPP.

Donedavna se predpokladalo, ze kone€nym produktem procesovani frataxinu je
protein, ktery vznikne po Stépeni prekurzoru mezi aminokyselinami 55-56 a také
existoval prfedpoklad, ze procesovani frataxinu je pouze dvoustupnoveé (Cavadini a
v aminokyselinové sekvenci proteinu; konkrétné mezi aminokyselinami 41-42, 55-56
a 80-81(Condo a kol., 2007; Long a kol., 2008).

Z vysledku ziskanych v ramci této prace je ziejmé, ze vSechny tfi kroky procesovani
frataxinu jsou provadény pravé MPP, coz dosud nebylo ukazano. Lze prfedpokladat,
Ze vzhledem ktotoZnému procesovani tohoto lidského proteinu v lidskych a
trypanosomych burikach (Long a kol., 2008) Ize tento zavér extrapolovat i na lidské
bunky.

Rada mitochondrialnich procesti je vysoce konzervovanych (Hausler a kol., 1997;
Kakkar a Singh, 2007). Presto je pfekvapivé, Ze slozité procesovani frataxinu, dobfe
dokumentované u lidi a kvasinek (Cavadini a kol., 2000; Condo a kol., 2006; Condo a
kol., 2007), zlstalo udrzeno u trypanosom, a to navzdory znacné evoluéni
vzdalenosti, vice nez miliardu let (Brinkmann a Philippe, 2007). Vskutku, geny
kodujici a-MPP a B-MPP byly nalezeny v genomu T. brucei (Berriman a kol., 2005),
ackoliv aminokyselinova sekvencéni podobnost s jejich lidskymi homology je docela
nizka (25% u a-MPP a 33% u -MPP).

Predkladana prace je pouze odrazovym mustkem pro podrobnou funkéni analyzu

mitochondrialnich procesovacich peptidaz u trypanosom. NaSim cilem je provést

detailni analyzu in vivo a ve spolupraci s laboratofi prof. Tachezyho také in vitro.
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7. ZAVER

Byly charakterizovany tfi transgenni linie procyklického stadia T. brucei. U dvou linii
byly s vyuzitim RNAIi odstranény proteiny B-MPP nebo MIP. Analyzou ristového
fenotypu bylo zjisténo, Zze oba proteiny jsou pro procyklické stadium T. brucei
esencialni. Funkénost RNAi u bunécné linie MPP byla potvrzena hybridizaci
proteinovych lyzatd s polyklonalni protilatkou prot -MPP. Hybridizaci lyzatd MPP
linie s polyklonalni protilatkou protia -MPP bylo zjisténo, Ze expresea -MPP proteinu
neni ovlivnéna RNAI proti B-MPP. V pfipadé bunécné linie MIP byla uspésnost RNAI

ovéfena pouze rustovymi kfivkami.

U bunééné linie hFTX+MPP bylo sledovano procesovani lidského frataxinu, nebot' u
této linie byl kromé& RNAI proti B-MPP exprimovan jesté gen pro lidsky frataxin. Bylo
potvrzeno, ze prekurzor frataxinu je procesovan na tfech mistech za tvorby dvou

intermediatnich forem a jedné maturované (zralé) formy.
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