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Anotace:

The aim of this work was to characterized seconatpue homolog (TbIF2) of the eukaryotic
inhibitory peptide in the bloodstream stagelnfpanosome brucei. TbIF2 was localized into the
cytosol of the parasitic cell and its over-expressdid not cause a growth arrest of the
bloodstream stage cells. All together this datayssts TbhIF2 is not a funcional homolog of the
inhibitory peptide, since this protein is localizetb the mitochondrion and inhibits the essential

activity of the BF, ATPase complex
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1. Uvod

1.1 Trypanosoma brucei

Rod Trypanosoma pgatdo podadu Trypanosomatidaadu Kinetoplastida a kmene
Euglenoza a zahrnuje jednadi- dvouhostitelské parazitické prvoky. U dvouhodsikgch
trypanozOm jsou hlavnimi hostitefizni obratlovci, na které je parazitegmasSen pomoci krev
sajiciho dvoukidlého hmyzu,¢i plostic. Hmyzi penasSé je pro trypanozomy idezity,
protoZe v 8m dochazi k mnozeni a diferenciaci stadii, kteoé jschopna nakazit hostitele.
Trypanozéma je heterotrofni organismus, ktery marakteristickou stavbu &ku, a
v dlouhé mitochondrii se nachazi unik&tstrukturovana mitochondrialni DNA, tzv.
kinetoplast. Mame it skupiny trypanozom, Salivaria (zastupde brucei), Stercoraria
(T.cruzi) a a trypanozémy ryb a obojzivelikVolf et al., 2007).

Trypanosoma cruz se vyskytuje v Americe a #pobuje Chagasovu chorobueRaséem
této trypanozomy je krev sajici ploStice zékee. Do ran hostitele se zanasi trypomastigoti a
v hostiteli se mnozi se jako intracelularni amadtig stadium. Stadium amastigotéelpyva
v riznych organech jako je srdce, mozek nebo jatrgpaitgzomy se potée uvalji do krve,
kde jsou naséti jako trypomastigoti plostici (Vetfl., 2997).

Jednim poddruhem j@rypanosoma bruce brucei, druhym jeT. b. rhodesiense a tetim
poddruhem j&. b. gambiense. Tyto druhy trypanozém Zigobuji spavou nemaoc.

Trypanosoma brucel brucei je pouze parazit zkdt aclovék se tomuto parazitu dokaze
ubranit, protoZe je tento parazit lyzovan lidskymavnim sérem, ve kterém je toxicky HDLs
(high density lipoproteins). Tato trypanozomaspbuje nemoc zvanou nagana (Volf et al.,
2007). Nagana jeipnasena mouchou tse-t€&dssina sp.). Nemoc zfisobuje ekonomické
ztraty u domaciho dobytka v Africe.

Trypanosoma brucei rhodesiense je schopna nakazitovéka spavou nemoci, jelikoz je
odoln& wici lidskému séru. KdyZ se spava nemoc &ielidk korgi smrti nakazeného jedince.
Tento poddruh trypanosomy se nachazi ve vychodnicé\f gedevsSim v oblasti savan.
T.b.rhodesiense je prenaSena savanovymi glosinamii.b.rhodesiense zpisobuje akutni
spavou nemoc, ktera rychle postupuje, a snitemastat &hem nésiai. Tato trypanozéma
piredstavuje pouze 10%ipadi spavé nemoci.

Trypanosoma brucel gambiense se vyskytuje v zapadni afetini Africe v oblasti

velkychtek. Hlavnim hostitelem jé&lovek, ale hostitelem mohou byt i domaciiata. | tato
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trypanozéma zjsobuje spavou nemoc, ktera je smrtelna, pokud Ig&inErenaséem jsou
glosiny v okoli vodnich tok (Schmidt & Roberts, 2009).

Trypanozémy se dostavaji ddéat prenasSée @i sani hmyzu na nakazeném hostiteli.
Procyklicka stadia (procyclic stage PS) se mna#rebach traviciho traktu a pocité doke
pronikaji do slinnych Zlaz mouchy tse-tse, kde phole transformace v epimastigotni a
nasleds trypomastigotni stadia, ktera jsodgsavena na fenos do hostitele. #em sani
hmyziho penasSée se trypomastigotni trypanozomy dostavaji &da hostitele a v jeho
krevnim olghu se dli jako krevni stadia (bloodstream stage, BS).kdélije v krvi velmi
silnd imunitni odpo¥d’ hostitele, BS trypanozomy ji unikaji diky 2né svych povrchovych
antigeri. Po rgjaké dol parazit pronika f&s mozko-misni bariéru do mozkové tk@ndo
mozkomiSniho moku, kde vyvolava hlavriizmaky spavé nemociinaky spavé nemoci
jsou opakujici se hotky, malatnost, bolest hlavy, mozkovéizmaky a poruchy spanku
(Schmidt & Roberts, 2009). V Africe se spavd nemygskytuje v samostatnych ohniscich,
kde se nachaziétsi patet much tse-tse a tato ohniska propukavaji v epidgtide & Tait,
2009).

S e amino st kness Abe

Tsetse fly stages Human stages
Tsalsa fiy lakes
3 : : a blood meal
Epimastigoles multiply {injects metacyctic
in salivary gland. Thay Irypomastigotes) Injected metacyclic

transfarm into metacycic trypomastigoles transform
rypomastigotes, "‘" . % - k. into bloodstream

e = trypomastigotes. which
24
S

are carmed o olhar sites.

oo K

Procyche trypomastigoies
leave the midgut and transform
into epimastigotes.

Trypamastigotes muliply by
binary fission in various
body fluids, e.g., blood.
Iymiph, and spinal fluid,
Taetse fly takes
a biood meal

\ (bloodsiream
trypomastigotes
are injested)

Bloodsiream !rypuma-s:igmh—- ! ;

“-—W\ A

fransform into procyclic }\ ; ;
trypomastigotes in tsetse fiy's 1 aTwpomasilgotes in blood
midgut. Procyclic trypomastigoles P :

mulliply by binary fission \;; A = Infective stage

ﬁ = Diagnostic stage
Obr.1: Zivotni cyklus trypanozémy.
(Prevzato:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3382f6@ire/F2)
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1.2 Mitochondrie

Mitochondrie jsou ileZitou organelou u eukaryot, jelikoZz v nich vznikaergeticky
bohaté ATP (adenosinrifosfat), které sertwdiky proceém burééného dychani a toto ATP
se poté vyuziva pro fip¢h jinych reakci v biice. Diky svému endosymbitickémuvyodu
ma mitochondrie dvfosfolipidové membrany, \&8i a vnitni. Vre¢jSi membrana je hodn
porovitd a volg propustnd pro malé molekuly, oproti tomu ymitmembrana je té#n
nepropustna pro ionty a je ze¢lma v kristy, na kterych probihajitlézité metabolické
pochody jako je nagklad redukce molekul kysliku za vzniku molekul ygebmoci enzyr
dychacihotetézce, ¢i syntéza ATP oxidativni fosforylaci. Viiti membrana propousti
molekuly jen velice selektivh Jsou na ni umi&ty jiz zmirgné enzymy dychacihietzce,
FoF1ATP syntdza a ATP/ADP translokator, ktery urge export ATP, finalniho produktu
oxidativni fosforylace do cytosolu. Proteinovy kdep TIM je také umisin na vnitni
membrag a slouzi k penosu bilkovin do mitochondrie (Albemrtsal., 2008).

ATP se ve &Sir¢ savich burtk vytvéri pomoci mitochondrialni oxidativni fosforylace
FoF1 syntazou. Syntéza ATP je isgena s elektrochemickym protonovym gradientem na
vnitini mitochondrialni membr&nktery je vytvden aktivitou proteinovych kompléx, 11l
a IV respirgnihotetzce, které funguji jako protonové pumpy. Tento @motry gradient je
vyuzivdn komplexem J&ATP syntazy pro syntézu ATP, ktery uniioje navrat protoin
zpet do matrix mitochondrie (Alberts et al., 2008).

ATP je poté exportovano z mitochondrie do idhal€asti bugk, kde je nezbytné pro
esencialni buxtné procesy napDNA replikace, transkripcej translace, buftné migrace,
anebo udrZzovéani iontového gradientu, ktery jdekzity pro membranovou drazdivost.
Mitochondrie maji také nezbytnou rolfipudrzovani vapenné (€3 homeostaze a funguiji
jako hlid& burg¢né smrti tim, Ze ukryvaji pro- a anti-apoptickétpioy. Proton motivni sila
zaji¥uje mitochondrialni transport, ADP fosforylaci, akulaci C&" a import proteid,
které jsou kédovany v jéd a dalSich proteinnachazejicich se v mitochondriich (Alberts et
al., 2008).

Mitochondrie procyklickych forem (PS) jsou mieblicky velmi podobné &Sine
eukaryotickych bugk. Tyto mitochondrie jsou pévyvinuty s kristy, kompletnim dychacim
fettzcem, enzymy Krebsova cyklu a s vysokou urovni Ashiatazy. U PS buk ma
klicovou roli v energetickém metabolismu elektron-tporni fettzec. Krong klasického
respir@&niho fettzce obsahujiciho komplexy I, II, Il a IV, mitochdme procyklickych

burgk, také obsahuje alternativni drahu, ktera je snhopienést elektrony z redukované
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molekuly NADH na kyslik pomoci dvou enzwnalternativni dehydrogenazy a alternativni
oxidazy. Nicmés je nutno pipomenout, Ze tato draha neni spjata s translgkaxton a
tudiz neni vytven membranovy potencial (Obrazek 2) (Besteira., 2005).

Mitochondrie krevni formy (BS) trypanozémy ingouze malou roli v energetickém
metabolismu a chybi jim&Sina komplex dychacihoretézce. Mitochondrie BS maji také
komplex BFATP syntazy, nicméhvtomto gipad tento komplex nevytida ATP, ale
spotebovava ho zadlem tvorby transmembranoveho protonoveho gradig@thnaufeet
al., 2005)(Obrazek 2). Tyto mitochondrie si udrzujpsvesencialni funkci a tudiz stéle
obsahuji proteinové komplexy, které jsouileZité pro import protein a klicovych

metaboliti z cytosolu.

H+
A ADP ATP
FADH, FAD+
NADH, NAD+ NADH, NAD: O, HO F,
Matrix M\ 1 |
Fo
IM
He Gly-3-P DHAP H+ He
ATP ADP
B FADH, FAD+
NADH: NAD+ @ s NADH, yap+ O, HO F,

Matrix 2/ Q7 |
e . @ v .

H+

Gly-3-P  DHAP

Obr. 2: Mitochondrialni respira ¢éni retézec vT. brucei. (A) hmyzi stadium, procyklicka
forma (B) krevni stadium . Komplexy ilustrovandark jsou aktivni a zasadni prdgiiti
parazita. Komplexy zobrazené 8gdou @itomny v parazitické mitochondrii, avSak jejich
funkce 4Zistdva nevyuzita. Komplexy v bilé barvzcela chybi. Complex 1 -
NADH:ubiquinone dehydrogenaza, Il - sukcinat delogdnaza, 11l - cytochrom c reduktaza,
IV - cytochrom ¢ oxidaza, c - cytochrom ¢, UQ -aiibnone, AOX - alternativni oxidaza,
alt DH - alternativni dehydrogenaza, gly-DH - glsae3-fosfat dehydrogenaza,
FoF1 ATPsyntata / B, ATPaza, IM - vnitni mitochondrialni membrana.

Strana 4



1.3 RF,ATP syntaza/ FoF1ATPaza

Komplex RFATP syntazy je umish na vnitni membraa mitochondrie a je schopen
syntetizovat ATP diky elektrochemickému potenciditery je vytvden kEhem respirace
respir&nimi komplexy I, 1l a IV (Alberts et al., 2008).efito proces se nazyva oxidativni
fosforylace. Komplex - ATP syntazy je slozen ze dvou hlavnich podkomiplésteré se
nazyvaji k a k. F, podkomplex je hydrofilniho charakteru @i snérem do matrix
mitochondrie. Ik ¢ast je pipojena k hydrofébnimu podkomplexu, pomoci centralniho
stonku a periferniho ramerfeodkomplex I- je sloZzen z podjednotek B, vy, 6 as. Celkem
Sest podjednotek. a B vytvéareji katalytické misto komplexu, kde dochazi k syatéi
hydrolyze ATP. Podjednotky, & a & vytvéreji centrdini stonek, ktery navazuje na
membranovouast komplexu i Podkomplex Fje slozen z podjednotek(9-12 kus, paset
zalezi na typu organismu) (Wadt al., 2010), které vytv& kruhovitou strukturu pevn
ukotvenou v membr&n Podjednotkac vytvai spolu s mitochondriatn kédovanou
podjednotkoua protonovy por, fes rthoz dochazi kigsunu protoi z mezimembranového
prostoru do matrix mitochondrie. Pohyb prai@pisobuje rotaci podjednoteka tato rotace
se revadi na podjednotky, jenZz se ot mezi podjednotkami a p a tim n&ni jejich
konformaci. V disledku této konformimi zmeny pak dochazi k syntézé, hydrolyze ATP

na podjednotcg (Boyer, 1997).

p~mp (M
|c;sc:;'| 'I[j%',r;x \ 3 ATP Obr. 3: Schematické znazorgni
F, ' C ADP + Pi kvasinkové  mitochondrialni  ATPazy.
s : Zobrazeny jsou vSechny znamé podjednotky
) \f 8;\* e F, a R dasti. Centralni stonek se sklada z
Fo{ : TH podjednoteky, & €. Periferni rameno je
k zobrazeno tak, aby obsahovalo OSCP
\I_g‘: IMS spoléné s podjednotkami b a d s moZnym
zahrnutim podjednotek 8 a f. Podjednotka Kk,

je jedna zeit podjednotek, které mohou byt
zapojeny ve vzniku dimeru ATP syntazy (jako podm#lg e a g). Podjednotka k je
periferni membranovy protein, ktery je lokalizovda vnitnim povrchu membrany ¥gné
blizkosti podjednotek e a g. Katalytické misto ASintazy se vyskytuje na rozhrani
podjednotela ap (Velours a Arselin, 2000).
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KdyzZ je elektrochemicky potencial ohroZen fifkdpd pfi nedostatku kysliku nebofip
poSkozeni respitmich komplex nebo i vzniku mutaci mitochondriatn kédovanych
respir&nich proteir, dochazi ke snizeni respirace, ke snizeni pH xoai v tomto fipac
thermodynamicka rovnovaha igainostiuje op&nou aktivitu enzymu, kdy enzym ibe
fungovat jako proton motivni ATPaza spsiujici ATP a pemigujici protony
z mitochondrialni matrix (Campanellet al., 2008). JelikoZz je tento proces spojen se
spotebou dilezitého buscného ATP (St-Pierrest al., 2000), je hydrolyticka aktivita
komplexu regulovana inhitmim faktorem 1 (IF1), proteinem kdédovanym vigdProtein
IF1 se vaze na Fpodkomplex a inhibuje jeho ATP&zovou aktivitu. @anhhibice je
podmiréna snizenim pH (6.5 — 6.7) v mitochondrii (Camplanetlal., 2009). Ve chvili kdy
je respirace obnovena a respita komplexy I, 1l a IV ot pumpuji protony fes
mitochondrialni membranu, dochazi ke zvyseni pHatrix mitochondrie, IF1 je uvolm
z komplexu a fF; ATP syntaza zd8na ot syntetizovat ATP (Gledhilt al., 2007a).

Inhibice hydrolytické aktivity §F; ATP syntazy pomoci inhitiniho peptidu IF1 byla
podrobré studovana v haizich buikach srdce. Haszi F-ATPaza je inhibovana dimerickou
formou inhib&niho proteinu IFICabezoret al., 2003). @lezitou vlastnosti tohoto proteinu
je jeho schopnost zalitavat pouze ATP hydrolyze, nikoliv syntéze ATP. Exjsrizné
ionty a @irodni produkty, jenZ inhibuji rotory ATP syntdzymitochondriich tim, Ze se
vazou na specifické misto v jehq Katalytické domé# nicmért tyto inhibitory obvykle
inhibuji oba smry katalyzy — syntézu a hydrolyzu. Napantibiotika efrapeptins a
aurovertins inhibuji ATP syntdzu a hydrolyzu zalsrdm rotace centralniho rotoru ve &mn
hodinovych rdicek i v protisnéru hodinovych raicek, jelikoz gekdzeji v uzavirani a
otevirani katalytického rozhrani mezi podjednotkanai  (Gledhill et al., 2007b, Gledhill
& Walker, 2006, Gledhill & Walker, 2005).

KvasinkaSaccharomyces cerivisiae ma ve své mitochondrikitinhibujici proteiny (If,
STR a STFR), které reguluji ATP syntdzu. i{Fa STk jsou proteiny, které se poji
s podkomplexem 4 zatimco STEse poji s doménou,fa tento protein sdm o sbhema
inhibi¢ni aktivitu. Funkci STEje usnadnit navazanidf& STk na podjednotku | Cabezon
et al., 2002).

Krevni formaT. bruce je absolutt zavisla na hydrolytické funkcisFiATPazy, jelikoz
béhem této faze Zivotniho cyklu parazita se v mitoxho nevyskytuji respiréni komplexy
Il a IV, které by udrzovaly mitochondrialni memhavy potencial. Snizeni exprese
podjednotky o F,F-ATP syntazy metodou RNA intereference bylo letagmd krevni
staddium T. brucei. Tento letalni efekt byl Zsoben selhanim mitochondridliniho
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membranového potencialu, ktery je f@dtny pro spravnou funkci mitochondrie a jeji
biogenezi (Schnaufer et al., 2005).

Jelikoz je BFATPaza esencialni pro parazitickouiku a zarové ma jinou aktivitu nez
FoF1ATPsyntaza biky c¢lovéka, je tento enzym moznym cilem pro vyvoj speciio&
inhibitoru s medicinskym vyuzitim, ktery by specky inhiboval ATP hydrolytickou
aktivitu tohoto komplexu.

1.4 Inhibiéni peptid TbIF1 a jeho homolog TbIF2

Uplna sekvence genoriiubrucei (El-Sayedet al., 2005) umoznila identifikaci blizkého
homologa bovinniho a kvasinkového IF¥it@mnostT. brucei inhibicniho proteinu (TbIF1)
znamena, Ze tento maly protein i@ byt zapojen vregulaci parazitické
FoF ATPsyntazi/ATPazy, dvrizné aktivity, které se §tlaji mezi deéma Zivotnimi stadii
parazita. Over-exprese TbIFITvbruce buikach jednoznéné ukazuje, Zze exprese tohoto
proteinu je letdlni pro krevni stadia trypanozomale neni letalni pro PS trypanozémy.
Letalita BS stadia byla #igobena snizenim mitochondrialniho potencialu, poujka na
fakt, Ze TbIF1 inhibuje - ATPazu. Dale bylo ukazano, Ze rekombinantni Tbi#iikbuje
hydrolytickou aktivktu GF,ATPazyin vitro. Tudiz specificka inhibice hydrolytické aktivity
FoFiIATPazy vede ke smrti krevnich foref brucei. Tento inhibéni peptid TbIF1 byl
lokalizovan v mitochondriich (Panicucci, Zikova, maakript v gipraw).

Hi podrobném zkoumani genomli brucei byl odhalen také druhy dorély FoF:-
ATPazovy inhibéni kandidat, TbIF2.

bIF1 GEESGDMNVRSSAGRVRDAGGAFGRREQAFEERYFRARAFEQLA AT FFHHENE ISHHAFET
TbIFZ -METVAELROQLET LEKRN GDE—— IAQATREVERLOKELEDTAATTEPTIERKE INELQRQC
bIF1 ERLO¥ETERHF QS —————— TFELEQSEDDD—————

TbIFZ MPGRENENDSK S SNSEAS T LENVHLGLVDPHNDGECERER

yvIF1 ML.PRSATARSLOIORGVAL RFY SEGST GTPRGS-GEEDSFVERERATEDFEVRORERE QL.
TbIFZ MSTVAEIRQOLETLEFRNGDE IA0A TREVERLQFELEDTAATTEPTERE INELQRQCHMPG
vIF1 RHLEEQLEKCREFIDSLENKIDSMTE-——————-

TbIFZ RENERNDSKSSN5GEASTLSN VMLGLVDPNDGECEER

& L

Obrazek 4: Srovnani aminokyselinovych sekvencigmdtTblF2, bIF1 (bovinni IF1), yIF1
(kvasinkovy IF1) pomoci programu CLUSTAL W (1.83).
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K definovani inhibénich viastnosti TbIF2n vivo, byl tento protein over-exprimovan v BS
bunkachT. brucel. Westernovy fenos byl pouzit k posouzeni expresni UroVbIF2 v BS
T. brucel burgk. Metoda IFA (mmunofluorescence assay) byla pouZzita k lokalizaci tohoto
proteinu.

Cilem této bakataké prace bylo objasnit, zda tento maly proteintae® vaze na
FoFiATPasovy komplex a inhibuje jeho aktivitu a zda Zehrnut v regulaci aktivity
FoF1ATPazyT. brucei.
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2. Cile bakalérské prace

1. Zaklonovat TbIF2 gen do expresniho vektoru pBb7_v
2. Overexprimovat TbIF2_v5 protein v BSbrucel

3. Lokalizovat ThIF2_v5 v ramci jednéidty BST. brucel
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3. Metodika

3.1 Navrhovani PCR primeni

Primery byly navrzeny pro zmnoZeni genu Thit&odou PCR (Tab ).
Tab I: Navrhované primery.

Primer Sekvence
Tb TbIF2 Fw (Hindll) 5AAGCTT ATGTCGACTGTGGCG
Tb TbIF2 Rev (Bglll) SAGATCT TCGCTTTTTGCATTTCC

3.2 Polymerazovéatetézova reakce (PCR)

PCR nam umadilije ziskat specifické sekvence geonomové DNA.

Princip Zakladem PCR je replikace nukleovych kyselin. Enava syntéza novych
fetzal se cyklicky opakuje ve sfru 5= 3' za pomoci DNA-polymerazy. Usek DNA,
ktery chceme namnozit, musi byt ohggm primery, coz jsou kratké oligonukleotidy DNA.
Primery se navazuji na protilehiéttzce DNA tak, Ze 3‘-konce s¥fuji proti solk. Kdyz
piidame DNA-polymerazu a nukleotidy, tak se nova milsyntetizuji protisgrné. DNA-
polymerazy museji odolat teplotanii kterych DNA denaturuje. To je dobré, aby se syaté
DNA mohla opakovat. &taji se ti kroky. Prvnim krokem je denaturace. V tomto kroku
dojde k uvolgni vodikovych nistki a rozvol@ni dvousroubovice. Tento krok probiha za
teploty 96° C. Druhym krokem je nasedani prinkrodclenym fettzcim DNA. Probiha
pii teplot 30-65° C. Poslednim krokem je syntéza noviettizci DNA za pomoci DNA-
polymeréazy pi teplot 65-75° C.

Na 5Qul reakce bylo pouzito:

Genomicka DNA ( 100ngll) 1ul
Primer Fw 1M (m
Primer Rew 10M (m
dNTPs (10mM kazdy) dl
10x PCR pufr bl
Taq polymeraza (1Wl) 0,3ul
MiliQ H,0 40,7
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Program:

Denaturace 96° C 5 minut
Denaturace 94° C 1 minuta
Nasedani primér 55° C 1 minuta
Polymerace 72° C 1,5 minut
Polymerace 72° C 10 minut

3.3 Agarézovy gel

Gel byl gipraven tak, Ze bylo smichano 450 mg agarozy a bpuinu TAE (2M Tri-
base, 5,7% kyselina octov4d, 50mM O,5M EDTA pH 8)mikrovinné trouk se agaréza
nechala rozpustit v pufru. Po vychlazeni na cca@@ylo gidano Qul ethidium bromidu.

Pomoci tohoto agarézového gelu byla zkontrolovaiikaest PCR produktu.

3.4 1zolace z gelu
DNA byla vyizolovana z gelu podle protokoltukQIAquick Gel Extraction (QIAGEN).
3.5 Klonovani DNA

Klonovani DNA je proces, ip kterém vznikaji klony DNA. Klon DNA je soubor
identickych molekul, které vznikly mnoZzenim moleKDNA v hostitelské biicein vivo
nebo pomoci PCR vitro. Molekula DNA je genaSena klonovacim vektorem, ktelijrpe

cizorodou DNA, spoji se s ni a replikuje v hossik&l buice.

3.5.1 Ligace do pGEM-T easy plazmidu
Vektor pGEM-T easy (Promega) byl pouzit pddkrukci firmy. Plazmid je na Obr 4.
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Obr.5: Vektor pGEM-T easy.

Na 1Qul reakce bylo pouzito:

T4 DNA 2x pufr qul
Insert Tb IF2 (6,4ngal) 4,5ul
Plastid pGem-T easy Qb
T4 DNA ligaza 1l

Reakce se inkubovala hodinu na stole.

3.5.2 Transformace do XL1-BluekE.coli

Kompetentni hiky XL-1 Blue se nejprve nechaly stat po dobu 20 unina led, aby
rozmrzly. Do gedchlazené&sisté Ependorfovy zkumavky bylo smichano goburek se 3u
ligace. Poté se lsly nechaly stat 30 minut na kdPo ficeti minutach byl proveden tepelny
Sok, kdy buky byly dany na 45 sekund do 42° C vodi &zRo vodni lazni se nechaly stat
2 minuty na led. Pak se fidalo 30Qd SOC (2% tryton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 10mM
NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCl 10mM MgSQ, 20mM glukézy) a boky se nechalyiepat
ve 37° C po 45 minut. Mezitim byl&ipravena ampicilinova miska na modrobilou selekci,
kam bylo gidano 5QI IPTG (100mM) a 20l X galu (200mg/ml), potom bylo rozeno
50ul burek. Miska se nechala inkubovaigs noc ve 37° C.
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3.5.3. Izolace plazmidové DNA z miniprepu

Vybrana, narostla kolonie byléemesena do 3 ml LB média (1% trypton, 1% NacCl, 0,5%
kvasny extrakt) a bylyidany Ju ampicilinu (100mg/ml). Miniprepy se inkubovalygs
noc ve 37° C. lzolace plazmidové DNA byla provedpndle QlAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN.

3.6. Restrikéni analyza plazmidové DNA pGEM-Teasy obsahujici
TbIF2 inzert

Na 15u reakce bylo pouzito:

10x pufr 1,5
Plazmidova DNA Wl
Enzym Bglll/Hindlll 0,2 +0,2l
MIiliQ H,0 6,3ul

Reakce probihala 1 hodinti feplot 37° C.
Restrikni analyza byla attena na 0,75% agar6zovém gelu.

3.7 Ligace do pT7v5

rDNA spacer

tet op
T7 promoter
Amp
pTVS Gene of
\ 591 7bp interest
puro 3xv5tag
\\\

Obr. 6: Plasmid pT7v5 (Flaspohleral., 2010).

Plasmid byl nejprve rozgtinut restriknimi enzymy BamHI a Hindlll (Fermentas).

Strana 13



Na 5Qul reakce bylo pouzito:

pTv5 (1Qu9) 15u

10x pufr Sul

MiliQ H,0 29
Enzymy BamHlI, Hindlll 0,pl, 0,5l

Reakce probihala 3 hodiny ve 37° C.
Pozitivni pPGEM-T_TbIF2 byl naStipan enzymy BglIHandlll (Fermentas).

Na 5Qul reakce bylo pouzito:

pPGEM-T/TbIF2 145

10x pufr qu

MiliQ H,O 28,5
Enzymy Bglll, HindllI ul, 0,5ul

Reakce probihala 3 hodiny ve 37° C a spravmeakce byla osena na 0,75%
agardézovém gelu.
DNA byla poté vyizolovana z gelu pomoci kitu QIAgkiGel Extraction, byla z#tena

koncentrace DNA pomoci Nanodrop spektrofotometnarmichana ligani reakce.

Na 1Qul ligace bylo pouzito:

Plasmid pT7v5 (62 ngil) | 3ul

Insert Tb IF2 (20 ngal) 1,3ul

T4 DNA ligaza 0,nl
T4 DNA 10x pufr 2l
MiliQ H,O 3,4

Pak bylo bl z ligace transformovano do btk podle gedchoziho schématu. Izolace

z miniprep dle gredchoziho schématu.

3.8 Sekvencovani DNA

Pomoci sekvencovani se zjistitgui nukleotid v molekulach DNA. Sekvencovani

probihd za pomoci PCR prinderPlasmidy pGEM-T_ThbIF2 byly sekvencovany pomoci
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komegnich primed T7 a SP6. Plasmidy pTv5 TbIF2 byly sekvencovanyngo PCR
primeri  Metodou sekvenovani byla &ena spravnost inzertu, vyloéeny mutace

v nukletotidech a posuny v ramiteciho ramce.

3.9 Lineralizace plazmidu pT7v5_TbIF2

Plasmid byl roz8pen enzymem Notl (Fermentas).

Na 5Qul reakce bylo pouZzito:

10x pufr 3 ul

Plasmidova DNA (2(g) 17
100x BSA 0,
Notl 1,51
MiliQ H,0 26ul

Reakce probihala ve 37° Gep noc. DalSi den bylarggiSténa 2,5 objemu (1238)
etanolem a 0,1 objemu B sodiem acetatu. Reakce byla inkubovana v -2@o@obu 30
minut. Poté byl pelet promyt 70% etanolem, stérilgsuSen na vzduchu a resuspendovan
30ul MiliQ H 20.

3.10 Kultivace BST. brucei

Krevni forma bugk rostla v HMI-9 médiu v 37° C. Biky ,single marker* (SM) rostly
pod selekci na G-418 (24§/ml) (HMI-9/G). Vyselektované hiky pro transfekci
pTv5_TbIF2 rostly pod selekci na G-418 (@hnl) a puromycin (100ng/ml) (HMI-
9/G/PURO).
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Na 1l HMI-9 média je pdeba:

Sodium bicarbonat 39
IMDM 17,79
Hypoxantin 0,1369g
Sodium pyruvat 0,110g
Thymidin 0,039g
Batocuproin sulfat 0,028¢g
L-cystein 0,182¢g
MiliQ H,0 0,8l
Upravit pH 7,4
Streptomycin 10 ml
MiliQ H,0 Doplnit do 1l

3.11 Transfekce linearizovaného plazmidu pT7v5_TbIE do BS

T. brucei

Nejprve bylo sklizeno 3xTtharostlych buek pomoci centrifugace (1300x g, 10 minut).
Pelet byl promyt 20 ml steriiniho PBS-G (0,01M ,NRO, x 12H0O, 0,01M
NaH,PO;x2H,0, 0,15M NaCl, 0,45M glukozy). Do bék bylo pridano 1@ug linearizované
DNA. Poté byl pelet resuspendovan v fDBMAXA lidském T-bunééném roztoku. Biky
s plazmidem byly feneseny do kyvety a elektroporovarisfrojem ECM650. Biky byly
pieneseny do 30 ml HMI-9 media, tim byla ziskanaukalto koncentraci 1x IMursk/ml.
Pak byly gidany 3 ml do 27 ml media, poté byl procesdgstdnou zopakovan. Tim byly
ziskany kultury B a C o koncentraci 1x°801x 16 bursk/ml. Kazdéiedsni bylo rozaleno
po 1 ml na 24 jamkovou misku a inkubovano 16 hedd7° C.

Po 16 hodindch byltiddn do kazdé jamky 1 ml HMI-9/G/PURO. Misky bylald
inkubovany ve 37° C az do té doby, nez gidé selekce.

3.12 SDS page elektroforéza a westernovygnos

Princip SDS page elektroforé&2DS page elektroforéza slouzi k separaci protpotle

jejich elektroforetické pohyblivosti. Ke vzaikn je gidavano SDS, které slouZzi k denaturaci
proteinu a vzhledem k jeho molekularni hmotnosgtnudany protein zdpornym. Dale jsou

vzorky zaltivany alespt na 60° C, coz také podporuje denaturaci prote@el. se tvoi
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z akrylamidu, bisacrylamidu, SDS a ze zarovnavaggia, ktery ma zg#nméné pH. Temed je
piidavan proto, aby zahdjil polymeraci. Akrylamidok@ncentrace fize byt v rozmezi od
5%-25%. Vysoké molekularni hmotnosti proteise rozdluji na nizko procentnich gelech.
Kdyz je gel zpolymerizovan,igld se pufr a nanesou se vzorky do gelu. Paigenbyt
elektroforéza zpuéha.

Princip westernovéhoignosu: Western blot je analyticka metoda, ktera se pouziva

k detekci specifického proteinu ve &n s dalSimi proteiny. V této metdbde vyuzivana
gelova elektroforéza k separaci protepodle jejich velikosti. Poté jsou proteinjepeseny

z gelu na povrch membrany, kde jsou detekovanyimzspecifickych protilatek. Prvnim
krokem je rozdleni antigenu podle své molekulové hmotnosti, kdy Hanesen do
polyakrylamidového gelu a separovan v elektrickémli pza pouziti SDS-PAGE
elektroforézy. Jednotlivé proteiny vyiggi v gelu bandy. Druhym krokem jeigmos
proteinu z gelu na nitrocelulosovou membranu pomdofovaciho z#izeni misobenim
elektrického proudu. Blotovaci #aeni se skldda z anody, na ni se poklada v pufru
namaena houlika, na ni pijde filtracni papir, ktery je také narden v pufru, na ten se
polozi gel-membrana-filttani papir-houhlika a nakonecifjde katoda. Po uka®ni genosu
piichazi teti krok a to je blokovani. Povrch membrany mudi zablokovan, aby nedoslo
k interakci mezi membranou a pd@jidpridanymi protilatkami, které se pouZzivaji k detekci
proteinu. Blokovani se provadi untisin membrany do iedkného roztoku é&akého
levného proteinu n&pBSA nebo do netiného suchého mléka v PBSisdavkem slabého
detergentu jako je Tween20 (PBST). Proteiny z taztee navazou na vSechna mista, kam
se dosud nenavazaly proteiny prenosu. K detekci proteinu se pouziva specifickenami
protilatka (obvykle mysSi, nebo kréi) proti tomuto proteinu. Po blokovani je tudiz
membrana fenesena doiedného roztoku primarni protilatky v pufrovaném rdaidBSA

¢i mlééného kaseinu. Pofipani protilatky si molekuly imunoglobulinu musi exgificky
vyhledat swj epitop na peblotovanych antigenech. Inkubace probiha za mirméichani a
muze probihat 1 hodinu, ale i¥gs noc. Po oplachnuti membrany pufrovanym roztokem
detergentu (obvykle PBST) jsou odsttap nenavazané primarni protilatky, a poté je
membrana fenesena do roztoku sekundarni protilatky. Sekumgédatilatky jsou nejasgji
protilatky proti mySimci kréli¢im proteirim a jsou konjugovany sifakym reportérovym
enzymem umailjicim vizualizaci. Jako reportérovy enzym se vetasto pouziva horse-
radish peroxidaza (HRP), kter4 katalyzuje oxidaoniholu 3-aminoftalat na &kolik
meziproduki. Reakce je doprovazena emisi s nizkou intenziwgtlas428 nm, ktera pod

kamerou sviti a tudiz iie byt redukovana.
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Postup:
Hiprava vzork na SDS PAGE elektroforézuBunky byly prelity do 50 ml falkon tak,

aby meli 5x10° bunsk. Centrifugovaly se ve 4° C po 10 minut na 130Q0pgtom bylo
vylito medium a biiky resuspendovany v 1ml nesterilniho PBS-Gienpseny do 1,5ml
Ependorfovych zkumavek. @pbyly dany do centrifugy na 4° C po 10 minut n®Qaxg,
supernantant byl vylit a zbytek vyséat pipetou. Pdlg@ resuspendovan v 100ul 1xPBS,
piidano 50ul 3xSDS PAGE (150mM Tris pH 6,8, 6% SDS® bromfenolova mdg 30%
glycerol, 300mM dithiothreitol) nanasSeci baiky. Vzorky byly dany na 7 minut do heat
bloku na 97° C.

SDS page elpo Mezitim byla gipravena aparaturu na elektroforézu a 12-ti% gel. P

zatuhnuti tohoto gelu, bykian 5-ti% gel, to proto, aby se vzorky dostalystgnou Grov
(slozeni gelu viz. Molecular Cloning, Sambrook d.,kB001). Pak byly naneseny vzorky,
dolit pufr a byl pudtn elektricky proud na 90V a po 30 minutach byl gtawySen na 120V.
Mezitim byla gipravena membrana a dalSi material prenps.

Western blotPo vyjmuti gelu bylo sloZzeno blotovaciizeni: anoda-houtka-filtracni
papir-gel-membrana-filttmi papir-houlika-katoda. K penosu proteinu na membranu
dochazi po dobu 90 minut & mapsti 90V. Poté byla vyjmuta membrana a vloZzena do 5%
mléka (59/100ml PBST) a byla danéep noc do 4° C. DalSi den byla membranu inkubovana
po 1 hodinu v priméarni protilatcefippokojové teplot. Pouzita byla protilatku anti -V5
(1:2000), ktera je monoklonalni, to znamena, Ze&& jen na 1 epitop, a byla vytena
v mySich bukach. Potom byla membrana promyta 3x10 minut v FB®o dalSi hodinu
byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkimua byla anti-mysi (1:2000). A poté
byla membrana ap promyta 5x10 minut v PBS-T a signal byl detekovpomoci

zadznamového z&eni pro detekci chemiluminiscence LAS 3000).

3.13 Digitoninova frakcionace

Postup: Rprava frakce celych buk:
Bylo potteba sklidit 1x10 bunsk a sta@it v centrifuze pi 1300xg po 10 minut aip4° C. Po

odebrani supernatantu bylyiiy nechany na leda pelet resuspendovan v 1ml PBS-G. Pak
byly buiky opdt stateny @i 1300xg po dobu 10 minut afipteplog 4° C. Pelet byl
resuspendovan ve 1001x PBS a bylo fidano 5@l 3x SDS PAGE a nechaly se powa
minut i teplog 97° C.
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Postup: Fprava mitochondrialni a cytosolické frakce
Bylo potteba sklidit 1x 1&bunk a stait v centrifuze pi 1300xg po 10 minut aip4°® C. Po

odebrani supernatantu bylyitky nechany na leda pelet resuspendovan v 5ml PBS-G.
Objem byl upraven na 14 ml s PBS-G. Pak bylikyustaieny i 1300xg po dobu 10 minut
a [i teplot 4° C. Pelet byl resuspendovan v 1ml PBS-G. Polg liyihky opst stateny i
1300xg po dobu 10 minut &igeplot 4° C. Pelet byl resuspendovan v pDB0OTE a bylo
piidano 50@l SoTE/0,03% digitonin. Bitky byly inkubovany 5 minut na léda po 5
minutach stéeny na 7000rpm po dobu 3 minut & feplot 4° C. Supernatant (cytosolicka
frakce) byl genesen do nové zkumavky a z ni bylo odebranqll@0 nové zkumavky a
piidano 5@l 3x SDS PAGE. Mitochondrialni pelet byl nesuspmréh ve 100l x PBS a
bylo pridano 5@ 3x SDS PAGE. Oba vzorky se nechaly paivao dobu 7 minut$ 97° C.

3.14 Lokalizace proteinu pomocimunofluorescence

Postup:Nejprve byla dana kryci skka do 24 jamkové misky. Na kryci skta bylo
naneseno 30 poly-L-lysine a poté byla miska umésa na hodinu do 37° C. Po hoglioyla
sklicka tikrat promyta 100l 1x PBS. Mezitim bylo sklizeno 5x1®ursk, indukovanych i
neindukovanych. Bitky byly stateny @i 1300xg po 10 minut. Pelet byl resuspendovan
v 1Iml media HMI-9/G/PURO. Biky byly pieneseny do nadoby a byldigano 50mi
cerstvého média HMI-79G/PURO. Do indukovanych &ubylo pridano 1Qul tetracyklinu a
do obou nadob s likami bylo gidano 2,%1 500uM roztoku Mitotrackeru. Poté se daly
buiky inkubovat do 37° C po dobu 30 minut. Po 30 macttbyly bulky opit stateny s
1300xg po dobu 10 minut. Pelet byl resuspensovami5®édia s antibiotiky a kiky byly
ve 37° C po dobu 10 minut. Pak byliedny tak, aby bylo neindukovanych i indukovanych
burgk 2x10. V padesati mililitrovych falkonach byly kil staseny gi 1300xg po dobu 10
minut a @ teplog 4° C. Pelet byl resuspendovan 1ml PBS-G #kiwyly prevedeny do
1,5ml Ependerfovych zkumavek a byly&stateny @i 1300xg po dobu 10 minut afip
teplot 4° C.

Fixace buék: Supernatant s PBS-G byl oagtrodstragn a pelet resuspendovan v 200
1x PBS. Potom bylo fidano 20@l 7,4% formaldehydu v 1x PBS. Na kryci skid bylo
dano 4@l fixovanych burgk a nechaly se inkubovat 15 minut. Po 15 minutadh bklicka
promyta 3x 100l 1x PBS.
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Permeabilizace bgk: Buiiky byly permeabilizovany 1Q0 0,1% Tritonem X-100 v 1x
PBS po dobu 10 minut. Po 10 minutach byl pufr @astr a skiéka byla promyta 3x 1Q0
1x PBS.

Blokovani budk: Blokovani probihalo po dobu 45 minut se 108,5% FBS v 1x PBS-T
(0,05% Tween). Po dokoéani blokovani byl pufr odstrén a skléka byla promyta 2x s 1x
PBS.

Primarni protilatkaBylo pridano 4Ql primarni protilatky v pozadovanémépeni v 3%
BSA v 1x PBS-T a inkubovano po 1 hodinu. Po inkulbsta protilatka odstraima a skifka
promyta 3x ve 100 1x PBS-T a 2x ve 1Q0 1x PBS.

Sekundarni protilatkaNejprve byla pipravena sekundarni protilatka v 3% BSA v 1x

PBS-T. Poté bylo dano na sia 4Qul sekundarni protilatky a nechano inkubovat 1 hodin
ve tme. Po hodig byla protilatka odstrama a skitka promyta v 3x ve 1Q0 1x PBS-T a 2x
ve 10Qu 1x PBS.

Hiprava skléek na prohlizeniKryci sklicka byla dana na podlozni sib a ped

prohlizenim musela byt alesp@4 hodin ve tr.
PouZivané roztoky:
Na 2 ml Formaldehydu Fix bylo peba:

1x PBS 1,6 ml

37% Formaldehyd| 0,4 ml

Na 1 ml blokovaciho roztoku bylo geba:

1x PBS-T | 944l

100% FBS | 5hl

Na 40Qu primérni protilatky (1:200) bylo pouzito:

1x PBS-T | 284l

10% BSA | 120l

Anti-V5 | 2ul

Na 40Qu sekundarni protilatky (1:400) bylo pouZito:

1x PBS-T | 28Ql

10% BSA | 12Ql

Anti-mysi | 1l
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4. Vysledky

4.1 Klonovani genu Tb IF2 do vektoru pT7-v5

Sekvence genu TbIF2 (285 bp):

ATGTCGACT GT GGCGGAGCT CCGCCAACAGT TGGAGACCCT CAAAAAACGCAAT GGGGATGA
AATTGCACAAGCGACAAAAGAGGT GGAAAGGT TACAGAAGGAAT TGGAAGATATTGCCGCCA
TCACTGAGCCCAT TGAGAAGGAAAT CAACGAACT TCAACGCCAAT GCAT GCCGGEGACGCCGT
AACCGCAATGATTCCAAAAGCAGCAACTCGGGAGCTTCCATTTTATCAAATGT TATGT TGGG
TTTAGT CAATGATGGGAAATGCAAAAAGCGATGA

Cervert jsou vyzngeny START a STOP kodony, miad je vyzndena sekvence

restrickniho ezymu BamHI.

Primery:
TbIF2 (Hindlll) Fw: CACAAGCTTATGTCGACTGTGGCG
TbIF2 (Bglll) Rev: CAQ@GATCT TCGCTTTTTGCATTTCC

Restrikni mista jsou vyzrgena podtrzenim.

PoZadovany usek DNA byl zmnozen pomoci pohanavérettzové reakce. Spravnost
délky DNA byla o¥tena pomoci agar6zového gelu. Podiekdwvani byla délka produktu
necelych 300 bp. DNA byla z gelu vyizolovana podgimtokolu kitu QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN) a zaklonovanad do vektoru pGEMHasy. Poté byla DNA
zatransformovana do béin XL-1 Blue. Narostlé kolonie byly vysazeny do nprep: a
z nich vyizolovana plasmidova DNA podle protokolitukQIAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN. Pak byl TbIF2 inzert zaklonovan do vekt@TU7_v5 (Flaspohler et al., 2010).
Zda bylo klonovani usggné bylo o¥ieno restrikni analyzou enzymy BamHI a Hindlll. Po

ovétreni velikosti na agarésovém gelu bylo &, Ze klonovani bylo spravneé.
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Obr.7: Obrazek z gelu restkni analyzy.- Pismenem M je ozmesa marker 1Kb plus marker

(Invitrogen).

4.2 VVytvoreni bunééné linie BST. brucel

Princip linie single marker (SMY7 polymeraza a tet represor je v genombrucei pod

G-418 selekci. Tyto dva geny uniagi inducibilni expresi cilového genu TbIF2.

Burécna linie byla vytvéena transfekci, kdy se za pomoci elektrického puolbidika
otevela na 1 sekundu a linearizovany vektor proSel dihvwiektor se dostava do jadra a je
jim prijiméan na zaklag homologni rekombinace, coZ je vima Usek DNA se stejnou nebo
jen nepatrt jinou sekvenci. Vektor pT7_v5 se integruje do kkuktery obsahuje geny pro
ribozomalni RNA. Pro selekci bgk, jez usgsSre integrovaly linearizovanou DNA

pTv5_TbIF2 do svého genomu, byl pouzit puromycin.

4.3 Ristova kifivka

Princip exprese tagovaného proteinu za pomoci ioglu&tracyklinu: Bunky T. brucei

exprimuji T7 polymerazu a tetracyklinovy represdery se vaze na tet operon v plasmidu
pTv5_TbIF2. V tomto fipact nedochézi k transkripci. Pdigani tetracyklinu do média,
dojde k vyvazani tetracyklinového represoru, tim T8& promotor uvolni a T7 RNA

polymeraza mize nasednout a & prepisovat.
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Pomoci tetracyklinu byla sp@Ba exprese TblF2 v5. \fipad, Ze tento protein
interferuje s ATPazovou aktivitou J;;ATPazy, buiky exprimujici TblIF2_v5 by rostly
mnohem pomaleji zitvodu této inhibice.

Hustota bwk byla neifena kazdych 24 hodiny po dobu 8admiBunky rostly v médiu
HMI-9G/PURO a kazdy den byly kedtny do vychozi koncentrace 2x °LBunsk/ml.
M¢éteny byly dva klony (C1 a Bl), &hoz byl kazdy rozden na indukovany a
neindukovany klon. Do indukovanych hikn byl kazdy den fidavan tetracyklin ve

vysledné koncentraciug/ml.
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1,00E+12 //
1,00E+11 /

& 1,00E410
c
F]
= 1,00E409
kT / —&—pTv5 ThIF2 C1 NON
8 1,00£+08 / —8— pTv5 TbIF2 C1 IND
1,00E+07
1,00E406 -
1,00E405 -
0 24 48 72 96 120 144 168

Obr.8: Ristova kivka pro klon C1.
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Obr.9: Ristova Kivka pro klon B1.

Po dobu 8 dn neindukované a indukované ity rostly stejnou rychlosti. Z tohoto
vysledku vyplyva, Ze exprese genu TbIF2_v5 nema n& fist burgk a pravépodobré
neinhibuje ATPazovou aktivitu.

Aby tento vysledek byl platny, musela bytimna exprese genu TbIF2_v5.

4.4 Owrovani indukce tagovaného proteinu TbIF2 pomoci

western blotu

Na gel bylo nanaseno 1X1®unsk. Pomoci western blotu byl detekovan protein
TbIF2_v5. Jako nandSeci kontrola byla pouZita |até rozeznavajici mitochondrialni
protein Hsp70 (Panigrakt al., 2008).
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Obr.10: Detekce proteinu TbIF2 pomoci western bl@8, C1 a Bl je oziani vzork.
NON — buiky neindukované, IND — kiky indukovane.

4.5 Burééna lokalizace TbIF2_v5 pomoci digitoninove

frakcionace

Pokud TbIF2 je schopen inhibicgFrATPazy, nél by byt lokalizovan v mitochondrii.
Digitoninovou frakcionaci bylo zji®vano, kde gen TbIF2 je umidat jestli v cytosolu nebo
v mitochondriich.

Jako kontrola ip digitoninové frakcionaci byla pouzita enolasa apF0. Enolasa je
cytosolicky protein a Hsp70 je protein mitochoathi.

Nanasené protilatky a jeji¢bdini je zobrazeno v tabulce II.
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Tab II: MnoZstvi busk nanaSené na gekadini protilatek.

Obr.11: Lokalizace TbIF2_v5 digitoninovou frakcaan.

Strana 26

Objem
N vzorku Primarni Redni Sekundarni Redni Subbunéé-na
nanaseného protilatka protilatka frakce
na gel
TbIF2 WCL qul Anti-enolase| 1:1000|  Anti-kréalik 1:2000 Cytosol
TbIF2 Cyto ul Anti-enolase| 1:1000|  Anti-krélik 1:2000 Cytosol
TbIF2 Mito Sul Anti-enolase| 1:1000| Anti-kralik| 1:2000 Cytosol
TbIF2 WCL 1Qu Anti-Hsp70 1:500 Anti-mys 1:2000 Mitochondrie
TbIF2 Cyto 1@l Anti -Hsp70 1:500 Anti-mys 1:2000 Mitochondrie
TbIF2 Mito 1qQul Anti- Hsp70 1:500 Anti-mys 1:2000 Mitochondrie
TbIF2 WCL 3Qul Anti-V5 1:1000 Anti-mys$ 1:2000| Cileny protein
TbIF2 Cyto 3@l Anti-V5 1:1000 Anti-mys$ 1:2000| Cileny protein
TbIF2 Mito 3Qul Anti-V5 1:1000 Anti-mys 1:2000| Cileny protein
\;&@ O 00&\?’
A\S O JPRoN
d’:"\ “ (°<»
17kDa — TbIF2
43KkDa - cnolaza
————
72kDa  — d Hsp/0




Na zaklad kontroly z digitoninové frakcionace vyplyva, ze IFB v5 se vyskytuje
v cytosolu. Z tohoto vysledku lzegici, Ze TbIF2 v5 prawpodobr neovliviiuje
FoF1ATPasovou aktivitu.

Pro o¥teni, zda TbIF2_v5 je opravdu cytosolicky, byla ptau#alSi nezavisla metoda.

4.6 Imunolokalizace tagovaného ThIF2

Pomoci metody IFA byla zji8vana lokalizace genu TbIF2. Tato metoda vyuziva
specifinost protilatek proti svym antigém k zangieni fluoresceéni barvy na konkrétni

cile uvnit bunky.

Burika DAPI Enolase TbIF2_v5 Prekryti

Obr.12: Indukované hiky, DAPI-4',6-diamidino-2-phenylindole se silvaze na DNA, k-
kinetoplast, j-jadro. Enolasa byla pouzita jakoosgticka kontrola. ThIF2_v5 vypada sté&jn
jako enolasa, zehoz Ize soudit, Ze je tento protein cytosolickiek®yti-DAPI + enolasa +
TbIF2_v5.

Burka DAPI Mitotracker  TbIF2 v5

k ]
.

PFekr|t'

Obr.13: Indukované hiky, DAPI-4',6-diamidino-2-phenylindole se silvaze na DNA, k-
kinetoplast, j-jadro. Mitotracker byl pouzit jako itochondrialni kontrola. TbIF2_v5

nevypada stephjako mitotracker, coZz znamena, Ze se nevyskytujgitechondriich, ale
prawpodobr v cytosolu. Pekryti- DAPI + mitotracker + TbIF2_v5.

Z obrazk je vidét, Ze hledany protein je pragpbdobré cytosolicky. Jako kontrola byla
opét pouZzita enolasa, ktera se vyskytuje v cytosalikdz signal pro enolazu a TblF2_v5 se
piekryvaiji, Izefici, Ze TbIF2_v5 je skut@é¢ cytosolicky.
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5. Diskuse a zaer

Parazit T.brucei je zavisly na FF,ATPazove aktivi, jelikoZz pomoci této aktivity
udrZzuje mitochondridlni membranovy potencial. Zatimsa¥i buika syntetizuje ATP
pomoci BFATP syntazy komplexu, tak v Boe trypanozémy je pomoci tohoto komplexu
ATP hydrolizovano. Rozdil aktivit tohoto komplexwem sa¥i a parazitickou formou fize
byt divodem pro vyvoj specifického inhibitoru, jenz bupg&sobit pouze na paraziticky
komplex a inhibovat jeho ATPazovou aktivitu. Z tehvodivodu mize byt paraziticka
FoFiATPaza moznym cilem prodé&a. Hydrolyticka aktivita komplexu e byt specificky
inhibovana diky konzervativnimu proteinu IFlomolog saviho a kvasinkového IF1 byl
identifikovan v genomd. brucei. Tento protein byl v bice trypanozémy ozitan v5 tagem
a over-exprimovan v krevnich tkéch T. brucel. Tento experiment ukazal, Ze tato over-
exprese je letalni pro krevni forny brucei a tento vysledek prokazal moznost specifické
inhibice ATPazoveé aktivity komplexu (Panicucci &@ra, manuskript vifjpraw).

V genomuT.brucel byl objeven druhy domity FoFiATPazovy inhibéni faktor TbIF2.
TbIF2 byl exprimovan v BS hikach. Jak je iejmé z obrazku 10, TbIF2_v5 byl @S
over-exprimovan, nicménjeho produkce je také viditelna i u neindukovanyehek. Je
tedy mozné, Ze represe T7 promotoru pomaoci tetlmoyuého represoru neni 100% a tim
dochazi k slabé expresi cilového proteinu i b&danmi tetracyklinu do média. Uistove
kiivky nebyl viditelny stovy fenotyp, tudiz exprese proteinu TbIF2_v5 nefihdna rist
burgk a tak pravdpodobr neinhibuje BF1ATPazovou aktivitu. Lokalizace genu byla
zkoumana démi na sok nezavislymi metodami a to digitoninovou frakcionadFA. Ol
tyto metody ukazaly na cytosolickou lokalizaci.

Z €chto vysledk vyplyva, Ze TbIF2 nema fughi podobnost s TbIF1l. Role tohoto
proteinu je zatim neznama. K objashjeho biologické role v hice parazita budou peba
dalSi studie.

V této praci jsem népno ukazala, ze peptid TbIF2 neinhibupgt-fATPazu.
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