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1 Uvod

1.1 Zakladni informace o Trypanosomé brucei

Trypanosoma brucei je paraziticky prvok patfici mezi bi¢ikovce fadu Kinetoplastida,
kam se také tadi 7. cruzi a druhy rodu Leishmania. Rozeznavame tii poddruhy 7. brucei: T.
b. brucei, T. b. gambiense a T. b. rhodesience. T. b. gambiense a T. b. rhodesience jsou
odpovédné za africkou spavou nemoc v 36 zemich v zépadni a centralni Afriky, coz jsou
nejchudsi rozvijejici se staty. T b. gambiense je zodpovédna za vice nez 90% onemocnéni.
Spava nemoc ma devastujici vliv na lidské zdravi. Kazdy rok se nakazi 0,5 miliont lidi a
70 000 zemie na nasledek této nemoci, piestoze jsou 1éCeni. T. b. brucei napada skot i divoka
zvitata a zpluisobuje nemoc zvanou nagana. Tato nemoc zpiisobuje zna¢né hospodarské skody
a ekonomické ztraty na skotu, protoze v oblastech, kde se vyskytuje, se témét skot neda

chovat, a lidé v této oblasti pak trpi nedostatkem masa a mléka. (http://www.who.int/en/)

Ve svém zivotnim cyklu stiida 7. brucei odlisna prostiedi. Tento parazit ma dva hostitele,
savce a mouchu tsetse (Glossina spp.). Diky obrovskym rozdiliim mezi hostiteli prochazi 7.
brucei bunécnymi zménami jak v morfologii, tak v metabolismu. V mouse tsetse se usadi
v gastrointestinalnim traktu jako procyklické stadium. Odtud piechézi do slinnych zlaz, kde
se pripravi na pienos do nového sav¢iho hostitele. U savcu se vyskytuje volné€ v krvi jako
krevni stddium, které je schopno se vyhnout imunitni odpovédi pomoci proménlivych
povrchovych glykoproteinit (VSG) (McCuloch, 2004), (Pays et al., 2004). Toto stddium je
s postupnym rozSifenim infekce nahrazovano neproliferacnim kratkym stddiem, které je

nachystano na nasati mouchou tsetse a cyklus se uzavira (obr. 1.1) (Mathhews ef al., 2004).


http://www.who.int/en/
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povrchu rozdilny povrchovy plast’ z procyklind. Po ustaleni je 7. brucei uvéznéna v déleni a ptesouva se do
slinnych 7zlaz, které dosdhne jako stddium epimastigota. Tyto proliferujici buniky se nakonec preméni
v neproliferativni metacyklické formy, které znovu ziskaji VSG plast’ a jsou piipravené k prenosu do nového
hostitele (Matthews, 2005).

Dosavadni 1écba je zatim neefektivni, protoze 1éky maji nizkou Gc¢innost a jsou vysoce
toxické (Croft et al., 2005). Proto je potfebné najit 1€k, ktery vyléci tuto nemoc. Slibnou
metodou se zda byt zablokovani 6-oxopurin ribozyltransferazy, kterd je soucésti purinové

zachranné cesty (Berg et al., 2010b).

1.2 Purinova zachranna cesta (Purine salvage pathway, PSP)

Purin, ktery je na obrazku (obr. 1.2), je dulezity pro Zivot vSech organismi. Purinové
nukleotidy slouzi jako prekurzory nukleovych kyselin, moduldtory enzymové aktivity, je
soucasti koenzymi jako jsou ATP, GTP, NADH, koenzym A a slouzi jako prekurzor druhého
posla (cyklicka AMP) (Berg et al., 2010b).

NH2 o] '|C|> Q H
H
J\ ) g | \> j\
/k )\ %N @) N
H H
adenin guanin H hypoxantin xantin

Obr. 1.2: Purinové nukleobaze.

Purinové nukleotidy mohou byt syntetizovdny dvéma cestami: pomoci de novo
biosyntézy nebo pomoci ,,zachranné“ cesty. Cestou de novo vznikd inosin monofosfat z

jednoduchych prekursort jako je glycin (Berg et al., 2010b). Zachranna cesta vyuziva



endogenniho nebo exogenniho zdroje purinovych bazi a jejich nukleosidi z okolniho
prostiedi. Skoro vSichni jednobunécni parazité, véetné¢ 7. Brucei, jsou na rozdil od savcii
neschopni syntetizovat puriny de novo, a protoze jsou puriny nezbytné pro jejich preziti, jsou
zcela zavisli na purinové zachranné cesté (purine salvage pathway - PSP). Proto je o PSP
hovofeno jako o potencidlnim cili 1éCiv proti jednobunéénym parazitim. Purinové
nukleobéze jako je hypoxantin a xantin jsou neustale produkovany u lidi a ostatnich savci
pii katabolismu purinovych nukleotidi. Parazit¢ dokaZzi vzit, pteménit a zabudovat rizné
formy purind, ale i mezi parazity a jimi pfijimanymi molekulami jsou zna¢né rozdily. Pro T.
brucei a T. cruzi, coz je parazit Jizni Ameriky zpusobujici Chagasovu chorobu, a ktery je
ptenasen plosticemi rodu Rhodnius, je poradi zdchranné ucinnosti adenin > hypoxantin >
guanin > xantin. Stejné potadi je ziskano pro nukleosidy (Berg et al,. 2010a). Hlavni zdroj
purini v krvi je hypoxantin, adenosin se tu objevuje ve znaéné¢ menSich koncentracich

(Vodnala et al., 2008).

Zachrana hostitelovych purind zacind pfesunem pies plazmatickou membranu parazita
(" brucei), nebo je-li parazit intracelularni (7. cruzi, Leishmania spp, Plasmodium)
pies parazitoforni membranu vakuoly a hostitelovu plazmatickou membranu. Puriny do
parazita vstoupi bud’ jako nukleobaze, nebo jako nukleosidy. Ackoliv je prostad difuze purinu
moznd, ¢astéji je prendsSen aktivné pomoci prenasect (de Koning and Jarvis, 1997).

Ptitomnost PSP je nutnd pro vSechna stadia 7. brucei. Potiebné enzymy PSP u 7. brucei
jsou na obrazku (obr. 1.3).
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spole¢né rysy: pienaseji purin z nebo na ribézu popiipadé deoxyribozu. NH a MTAP jsou
povazovéany za §tipaci enzymy, které ke své praci pouzivaji nukleofil. Stipaji glykosidické
vazby mezi nukleovou bazi a cukrovym zbytkem ribozylem. U T. brucei byly objeveny 2
typy NH: specificka k purinovym nukleosidiim (IAG-NH), ktera preferuje inosin, adenosin a
guanosin jako substrity a 6-oxopurin specificka IG-NH s vétsi afinitou ke guanosinu a
inosinu (Versees et al., 2001). Aktivita NH nebyla objevena u sav¢ich bunék, a proto mize
byt NH dobry cil pro vyvijeci se 1é¢iva proti trypanozomam (Berg et al., 2010a). PRT je
spojovaci enzym a nasleduje po aktivit¢ NH a MTAP. Pienese katalytickou aktivitou
fosforibdzovou jednotku na volnou nukleobézi jako je adenin, guanin, hypoxantin a xantin.
PRT byly objeveny u mnoho paraziti a také u savéich bunék. Rozdily specifity téchto
enzymu jsou ale odlisné u rtiznych druhd. Jediny xantin neni substratem sav¢i PRT, ale
zaroven je vyhodnym substratem pro ne€kolik parazitickych PRT enzymil vcetné 7. brucei, a

proto miiZe byt tento enzym inhibovan selektivnim 1é¢ivem (Berg ef al., 2010a).

PSP je potencidlni cil pro vyvijici se l1éky proti parazitim. Navrzené inhibitory jsou
nejcastéji zamifeny proti IAG-NH, MTAP a AK, ackoliv inhibice téchto enzyml miize byt
obejita pfijmem nukleobazi. Tyto purinové baze (xantin, hypoxantin, guanin, adenin) mohou
byt pozménény do odpovidajicich nukleotidli pomoci APRT, HGPRT a XPRT (fosforibozyl
transferazy). Podle této hypotézy muze parazit prezit na jednoduchém zdroji purinu jako je
adenin nebo hypoxantin, protoze tyto puriny mohou byt pfeménény v odvétveni IMP.
V tomto oddé€leni mohou byt vytvoieny vSechny dal$i nukleotidy, jako jsou AMP, XMP,
GMP. Zda se, Ze purinovy zachranny systém 7. brucei je zna¢né vSestranny a inhibice
jednotlivého enzymu nebude dostate¢na k zabiti parazita a bude nutné zavést kombinovanou
inhibici n€kolika inhibitory (Berg et al., 2010b). Tato prace se zabyva studiem 6-oxopurin
fosforibozyl transferaz (HGPRT a XPRT) u krevniho stadia 7. brucei.

1.3 6-oxopurin fosforibosyltransferazy

6-oxopurin PRTazy patfi do skupiny 10 enzymi, které jsou odpovédné za syntézu
purinovych nukleotidid, pyrimidinovych nukleotidi, NAD a u bakteriich a nizSich eukaryot
histidinu a tryptofanu. Reakce, které katalyzuje 6-oxopurin PRTéza, jsou ukazany na
obrazku (obr. 1.4). Pro katalytickou reakci musi byt pfitomen dvojmocny kovovy iont,
vétsSinou hoi¢ik Mg**. Mechanismus ptsobeni lidského HGPRT je v poradi: Prib-PP. Mg** se
vaze prvni a poté nasleduje purinova baze. Pyrofosfat se potom z komplexu odlouci a objevi
se nukleosid monofosfat v pfechodném kroku. Je velice pravdépodobné, ze takto funguji

vSechny 6-oxopurin PRTézy (de Jersey et al., 2011).
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Obr. 1.4: Reakce katalyzovany pomoci 6-oxopurin PRTazami. Ptirodné vyskytujici baze jsou guanin (R je
-NH,), hypoxantin (R je -H) a xantin (R je -OH).

Spole¢ny rys ve struktuie 6-oxopurin PRTéazy je ptfitomnost velké flexibilni smycky,
ktera je sloZzena z 10-20 zbytkli aminokyselin a ktera se uzavira kolem aktivni strany béhem
katalytické reakce. Podle jedné z hypotéz je role této smycky pomoci stabilizovat pfenos a

ochranit vazbu Prib-PP (Krahn et al., 1997).

6-oxopurin PRTézy z riznych organizml miizou byt rozdéleny podle rozdilné specifité
ke tfem pfirodné se vyskytujicich bazim: guanin, hypoxantin a xantin. Nékteré enzymy
mohou vyuzivat vSechny tfi baze, nékteré jen dvé a nékteré maji specifitu jen k jedné (de
Jersey et al., 2011). Mnoho organismit mé jen jednu 6-oxopurin PRTézu, ktera se ukazuje

dostacujici k syntéze vSech potfebnych nukleosidii monofosfatl, které potiebuji k preziti.

Vyvoj 1é€iv proti 6-oxopurin PRTazdm muze byt dokazano dvéma postupy. Prvni je
pouziti katalytickych vlastnosti enzymt k pfeméné exogennich analogh bazi na
mononukleotidy toxické pro parazity. Druhd mozZnost je inhibovat samotné enzymy (de
Jersey et al., 2011). 6-oxopurin PRTaza existuje ve vSech organismech a ma u vSech
organizmu spole¢né strukturni a katalytické rysy, ale jsou tu zna¢né rozdily mezi
substratovou specifitou, katalytickou ucinnosti a dilezitosti v Zivotnim cyklu urcitého
organismu. Je mozné, ze by inhibitory 6-oxopurin PRTazy mohly plsobit na jednobunééné
¢i bakteridlni ptivodce riznych onemocnéni, a proto inhibitory 6-oxopurin PRTaz maji
potencial stat se u€innym léCivem. V ptipad¢€, ze by inhibitor ptsobil i na lidskou PRTazu,
neni se tieba obavat letalnich G¢inkl na lidskou buiiku, protoze lidé, ktefi zdédili ¢astecny
defekt v aktivit¢ HGPRT, vedou normalni Zivot, i kdyz aktivita enzymu klesne na 3% (Yu et
al., 2012). Proto by castecna inhibice lidského HGPRT pomoci 1€k proti prvokiim neméla

vyrazn€ ovlivnit Zivot nakaZzeného Clovéka.

V bunice Leishmania donovani, prvoka zpusobujici visceralni leishmanidzu, jsou stejné



enzymy jako u trypanozomy: HGPRT, APRT a XPRT (Boitz and Ullman, 2006a). Enzymy
HGPRT a XPRT byly u leishmanie ptekvapivé lokalizovany do glykozomu (Shit et al.,
1998), subbunécné organely jedinecnou pro leishmanie a podobné prvoky vcetné
trypanozomy (Michels ef al., 2006). U leishmdnie bylo také prokézéno, Ze HGPRT a XPRT

jsou esencidlni (Boitz and Ullman, 2006a), coZ je mozné i u 1. brucei.

6-oxopurin PRTé4za byla prostudovana u ptivodce malarie, coz je nejzavazné&jsi lidskeé
parazitické onemocnéni na svété. Toto onemocnéni zpiisobuji paraziticti prvoci rodu
Plasmodium (Schmidt and Roberts, 2009). Genom Plasmodium falciparum obsahuje stejné
jako T. brucei tii kliCové enzymy: adenosin deamindzu (ADA), purin nukleosid fosforylazu
(PNP) a hypoxantin-guanin-xantin fosforibozyltransferazu (HGXPRT) (6-oxopurin PRTéza)
(Zhao et al., 2012). U P. falciparum je rozhodujici zdroj purinu hypoxantin (Abdelwahab et
al., 2012), jenz je substratem pro reakce katalyzované HGXPRT (Abdelwahab et al., 2012).
Produktem této reakce jsou purinové nukleosidy monofosfaty, a proto byly navrZeny a
prozkoumany tfidy nukleotidovych analogli fosfanaty acyklickych nukleosidii (ANPs) jako
potenciondlni inhibitory tohoto enzymu (Keough et al., 2009).

1.4 Fosfanaty acyklickych nukleosidia (acyclic nucleoside
phosphonates, ANP)

ANP jsou 2-(fosfonoalkoxy)alkylové derivaty purinovych a pyrimidinovych bazi
obsahujici ¢ast izopolarniho éteru fosfometylu misto esteru nukleosidové fosfatové skupiny.
Chemické a farmaceutické vlastnosti ANP jsou objektem intenzivnich studii, protoze by

mohly plisobit jako antivirotika (Holy, 2005).

ANP maji stejn¢ jako mononukleotidy GMP a IMP purinovou bézi a fosfatovou skupinu
napodobujici 5'- fosfatovou skupinu napojujici se na ribéozu. ANP se 1i$i od mononukleotidti
ttemi zdkladnimi charakteristikami. Prvni vlastnosti je, ze ester kysliku je ve fosfatové
skupin€é nahrazen uhlikem. Timto se vylouci enzymaticka defosforylace nebo chemicka
hydrolyza. Druhym rozdilem je fakt, Ze atom kysliku v acyklickém fetézci je posunut.
Klasické uspotradani atomi je u nukleotidi C-O-P, kdezto a u ANP je to O-C-P, a tudiz
uspotadani ANP je ve srovnani s normalnim nukleotidem mnohem vice odolné vuci
degradaci. Posledni rozdil je v absenci glykosidické vazby, coz jesté¢ zvySuje odolnost vici
biologické degradaci. Dalsi vyhoda je ve flexibilni struktufe, kterd umoznuje zmény
konformace, aby co nejvice vyhovovala aktivnimu mistu enzymu (De Clerq and Holy,

2005).



KdyZ se mononukleotid vznikly katalytickou reakci navaze na aktivni misto enzymu 6-
oxopurin PRTazy, smyc¢ka umoziujici navazani znaén¢ zméni strukturu enzymu, coz umozni
navazani 5’- fosfatové skupiny. Stejnd zména nastane, kdyz se na ni navazi fosfanaty
acyklickych nukleosidl, které utvoii stejnou vodikovou vazbu mezi atomem kysliku a
enzymem jako mononukleotid vznikly katalytickou reakci. Nicméné zména konformace

zpusobi nefunkénost enzymu (Keough et al., 2009).

ANP jsou v soucasné dobé intenzivné studovany diky jejich cytotoxickym uc¢inkiim
k bunikkam plazmdédia (Hockova et al., 2009) (Keough et al., 2009). V minulosti bylo také
ukdzano, Ze n€které typy ANP (napi. S HPMPA) také inhibuji riist bun¢k 7. b. rhodosiense,
T. b. gambiense a T. b. Brucei (Kaminsky et al., 1998), (Kaminsky et al., 1996). S rostouci
védomosti ohledné zpisobu vazby ANP na enzymy PSP a moznosti geneticky modifikovat
buiiky 7. b. brucei jsme se rozhodli obnovit tyto studie. ANP jsou syntetizovany byvalou
laborato#i Prof. Holého v Ustavu organické chemie a biochemie. Do soudasné chvile jsme
otestovali vice nez 50 rznych ANP, z nichZ nékteré vykazovaly cytotoxickou aktivitu vici
krevni formé 7. brucei v nanomolarnich ¢i nizkych mikromolarnich koncentracich. V této
praci byly blize studovany tfi typy fosfanath acyklickych nukleosidii obsahujici guanin
(Obr. 1.5).
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Obr. 1.5: Fosfanaty acyklickych guanosint pouzité v této praci.
PMEG - 2-(fosfonometoxyetyl)guanin

S HPMPG (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfonylmetoxypropyl)guanin

R PMPG (R)-9-(2-fosfonometoxypropyl)guanin



2 CILE:

1. Metodou RNAi umlcet expresi genit TbOHGPRT a TbXPRT v jedné bunécné linii krevniho
stadia 7. Brucei.
2. Lokalizovat overexprimované proteiny TOHGPRT v5 a TbXPRT v5 v bunikach krevniho
stadia 7" Brucei.

3. Otestovat inhibi¢ni aktivitu tfi fosfanati acyklickych nukleosidi (PMEG, S HPMPG,
R PMPQG) v buiikéch exprimujicich TboHGPRT v5 a TbXPRT vS5.



3 Materialy a Metody

3.1 NavrzZeni oligonukleotidii pro amplifikaci useku genu
TbHGPRT a celych ¢tecich ramca genit ThHGPRT a
TbXPRT.

TbXPRT sekvence (Th927.10.1390):

pT XPRT FW
—_—
ATGCACTCGGGCCATCCTCTCAAACCGAACTTTGTTGGCAGGGATGCTGACGGAAATGTTACGGTTGATGGCAGATC

ATATCCCATGGCGGRAAGTGTTGTCGCCACGGAGAGCACAATTCACCGAAGCATGAAGGAAATGGCACAGACGLTTG
CCAACGCTTACAAGACACTTAAGCACCGCGATACCCACAATAAGGGTAATAGCGCATTGGCCCCAATCACCGATGAA
AATCCACTAATTATTATTTCTGTCCTGAAGGGCAGTTATATTTTCACGGCAGACATGGTTCGTTACCTTGGAGACTG
TGGGCTACCTAACGITGTGGACTTTATACGCATTACTTCATACAGGGGAACCACGAAAAGCAGTGGCACCGTGCAGG
TGCTGGATAACCTGCGCTTCACTGAATTAACGGGGAAACATGTACTTATTATGGAAGACATTGCCGACACGGGGCGT
ACAATGAAGCTTTTGGTGGAGARGATCCGCCGGEAGTACCGACCTGCCAGTTTGAAGGTGTGCGTACTTGTGGACAA
GCCCGGTGGETCGCGTTGTGGACTTTAAGCCCCGAATTTGTTTGCCTGACTGCACCAACTAGATACGTGGETTGGTTACG

GqTEqﬁAEGTGAATGACAGGTACAGGAACTACCGTCACGTCTTTGTTTTAAAACCGGAGTATGCGAAACGGTACCCG
T ¥EPR e —_—
-_—

AGCAAATTGTAA

Primery pro zaklonovani genu do pTv5 vektoru jsou vyznaceny cervené, modie je
vyznacena oblast genu, kterd byla zaklonovéna do vektoru p2T7-177 v ramci jiné prace

(Martina Aistleitner, bakalarska prace, 2012).

TbHGPRT sekvence (Th927.10.1400):

pT_HGFRT FW R TbHGPRT DEC :-";'."
ATGGAACCAGCTTGCAAATACGACTTCGCAACGAGTGTCCTCTTTACAGAGGCAGAACTACACACTCGCATGCGCGG

TGTGGCGCAGCGTATTGCCGATGACTACAGCAACTGCAATTTGAAGCCACTTGAAAATCCTCTGGTAATTGTGTCTG
TATTGAAGGGCAGCTTCGTICTTCACTGCTIGACATGGTTCGCATTCTTGGTGATTTTGGCGTCCCCACACGTGTGGAA
TTCCTACGGGCCTCGTCATATGGTCACGATACTARAAGTTGTGGTCGAGTTGACGTGAAGGCTGACGGTCTTTGTGA
CATCCGCGGCAAACATGTCCTTGTTTTGGAGGATATACTTGATACTGCGCTGACGTTGAGGGAAGTGGTGGACAGCT

TbHGPRT DKO Rev

TGAAAAAGAGCGAACCCGCGAGCATTAAAACCCTCGTGGCTATCGACAAACCCGGTGGACGTAAARTACCTTTCACT

GCGGAATACGTTGTGGCGGATGTTCCCAATGTGTTCGTGGTTGGCTACGGGTTGGATTACGACCAATCATACCGTGA

GGETGCGTGATGTTGTAATCCTAARACCGAGCGTGTATGAARCATGGGEARAGGAACT TGAGCGGAGGARAGGCCECTG
pT HGPRT Rev

L et n TevV
GAGARAGCCARAGCGGTARA

Cervené jsou vyznaleny primery pro zaklonovani do expresniho vektoru pTv5. Modie

jsou oznaceny primery, které byly pouzity pro zaklonovani TbHGPRT do vektoru



p2T7-177/TbXPRT. Pro namnoZeni genu pomoci PCR byly navrZzeny nasledujici primery
(tab. 3.1 2 3.2).

Tab. 3.1: NavrZené primery genu TOHGPRT pro potiebu RNA interference.

Jméno primeru Sekvence
TbHGPRT DKO Fw (HindIIl) 5" AAGCTTACGACTTCGCAAC
TbHGPRT DKO Rev (HindIIl) 5' AAGCTTGTCGATAGCCACG

Tab. 3.2: Navrzené primery genii ThOXPRT a TbOHGPRT pro potiebu overexprese.

Jméno primeru Sekvence

TbXPRT Fw (Hind IIT) AAGCTTATGCACTCGGGCCATC
TbXPRT Rev (BamHI) GGATCCCAATTTGCTCGGGTAC
TbHGPRT Fw (Hind III) | AAGCTTATGGAACCAGCTTGC
TbHGPRT Rev (BamHI) | GGATCCCCGCTTGGCTTCT

Tucné jsou oznacena restrikéni mista.

3.1.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

3.1.1.1 Princip
Polymerazova tetézova reakce je rychla a snadnd metoda slouzici k namnoZzeni usekt

DNA, ktera vyuziva vzajemné komplementarity bazi.

3.1.1.2 Postup
Reakce probihala v 50 pl (tab. 3.3).
Tab. 3.3: PCR reakce.

Genomickd DNA (50 ng) 3 ul

10x PCR pufr 5l
DNTPs (10 nM) 1 pl
Fw primer (10 pM) 1 ul

Rev primer (10 pM) 1 pul
Taq polymeraza (1 U/ul) |1 pl
MiliQ H,O 38 ul

10



Program:

1. Denaturace 96°C 5 minut

2. Denaturace 94°C 1 minuta

3. Nasedani primerd  55°C 1 minuta 30x
4. Polymerace 72°C 1,5 minut

5. Polymerace 72°C 10 minut

3.1.2 1zolace DNA z gelu

Velikost PCR produktu byla zkontrolovana na agar6zovém gelu, ktery byl pfipraven
smichanim 0,8g agar6zy a 80 ml pufru TAE (2 M Tris-base, 5,71 % ledova kyselina octova,
5 mM EDTA ph 8), zahfatim v mikrovinné troubé a po vychladnuti pfidanim 2 pl etidia
bromidu (5 mg/ml). Z gelu byl nasledn¢ produkt vyizolovan podle protokolu kitu
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN)).

3.1.3 Ligace do pGEM-Teasy plazmidu
Prenosny systém pGEM®-T easy (Promega) byl pouZit podle firemnich instrukci. Mapa

plazmidu je na obrazku (obr. 3.1).

Xmnl 2009
17 1 2
- Oy iy R 1 slarl
Scal 1820 Mael 2707 Apal | 14
; Aatll 20
1 ori Sphi 9%
BstZl K1l
Mool 37
- BstZl | 43
np Mol 43
H‘E EM*“-T Eﬂsi lacs Sacll 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel B4
EcoRI 70
Matl T
BstZl 77
: Pstl 88
afl Sall L]
Mdel a7
Sacl 102
Bst¥l |118 %
Msil 127 g
141 =
T spe B

Obr. 3.1: Mapa komer¢niho plazmidu pGEMP®-T easy (Promega).
Ligace probihala v 10 pl (tab. 3.4).
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Tab. 3.4: Ligac¢ni reakce.

T4 DNA 2x pufr S5ul
Insert 3ul
Plazmid pGEM-T easy |1 ul
T4 DNA ligaza I ul

Reakce byla inkubovéana hodinu na stole.

3.1.4 Transformace do XL1-Blue Esterichia coli

Kompetentni buiikky (XL1-Blue E.coli) byly ponechany 10-20 minut na ledég, aby Setrné
rozmrzly. Bylo pfidano 5 pl liga¢ni reakce k 50 pl kompetentnich bunék. Buniky byly znova
10-20 minut inkubovany na led¢ a jemn¢ promichany. Poté nasledoval tepelny Sok pii 42°C
a 45 sekundach ve vodni ldzni. Nasledné byly buniky umistény na 2 minuty na led. K nim
bylo ptfiddno 250 pl sterilnho SOC (2 % tryton, 0,5 % kvasnicovy extrakt, 10 mM NacCl,
2,5mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM glukoézy) a bunky byly inkubovany
jednu hodinu pti 37°C v tfepacce. Mezitim bylo na ampicilinovou misku (100 pg/ml)
naneseno 50 pl IPTG (100 mM) a 30ul X-galu (200 mg/ml), protoze plazmid pGEM®-T easy
nese geny pro modrobilou selekci, a poté byly rozetfeny vSechny bunky na misku. Miska

byla inkubovana 16 hodin v 37°C.

3.1.5 Izolace plazmidové DNA

Miniprep: Jedna narostld kolonie byla pfenesena do 3 ml LB média (1 % trypton, 1 %
NacCl, 0,5 % kvasny extrakt) s ampicilinem (100 pg/ml). Poté byla ponechdna v tfepacce pii
37°C 15 hodin, aby narostla. Nasledn¢ byla plazmidovda DNA vyizolovdna podle kitu
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN).

Midiprep: Byl pouzit stejny postup jako u miniprepu, akordt bylo pouzito 100 ml LB
média a plazmidova DNA byla vyizolovana pomoci kitu GenElute ™ HP plazmid Midiprep
kit (Sigma).

3.1.6 Restrikéni reakce

Restrikce probihala podle schématu v tabulkach (tab 3.5 a 3.6).
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Tab. 3.5: Restrikéni reakce ThOHGPRT Tab. 3.6: Restrikéni reakce ThbXPRT a

ro potieby RNAI. TbHGPRT pro potieby overexprese.
Plazmidovd DNA 20 pl Plazmidova DNA 20 ul
10x pufr 5nul Enzym BamHI 1 pl
Enzym HindIIl |1 pl Enzym HindIII |1 ul
MiliQ H,O 24 ul 10xPufr 3 ul
MiliQ H,0 5l

Reakce probihala 1,5 hodin pti 37°C. Cela reakce byla ovéfena na 1 % agar6zovém gelu.

Gen byl z gelu vyizolovan podle protokolu kitu QIAquick Gel Extraction (QIAGEN).

3.1.7 Ligace do plazmidi p2T7-177 a pTv5
Mapy pTv5 plazmidu (Flaspohler et al., 2010) a p2T7-177 plazmidu (Wickstead et al.,
2002) jsou na obrazku (obr 3.2).

A. B.

rDNA spacer 177-targeting T7 terminator

T7 promoter

Amp Amp

pTv5

o p2T7-177
\ 5917bp interest \ 6034bp

Hindlll

puro \ phleo

3xv5tag

rDNA promoter T7 terminator

Obr. 3.2. Mapy vektoru pTvS (A) a p2T7-177 (B).

Pted pouzitim byl plazmid p2T7-177, do kterého jiz byl zaklonovan usek genu TbXPRT,
rozstithnut pomoci restikéniho enzymu Hind III (tab. 3.7). Plazmid pTv5 byl Stipan pomoci

restikénich enzymii HindIIl a BamHI (tab. 3.8).

Tab. 3.7: Restrikce p2T7-177. Tab. 3.8: Restrikce pTv5.
P2T7-177/TbXPRT |10 pul pTvS 10 pl
10x pufr S5ul Enzym BamHI |1 pl
Enzym HindIII 1 ul Enzym HindIIl |1 pl
MiliQ H,O 34 ul 10xPufr 3ul

MiliQ H,O 15 pul
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Reakce probihala 1,5 hodin pifi 37°C. Po restrikéni reakci byl plazmid
p2T7-177/TbXPRT oSetfen pomoci enzymu alkalické fosfatazy (CIP, Fermentas), aby se
piedeslo religaci plazmidu v dalSim kroku. Reakce probihala 1,5 hodin pii 37°C. Nasledné
byla spolu s restrikci pTv5 ovéfena na agar6zovém gelu. Z n€ho byl produkt vyizolovan
podle protokolu kitu QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). Nasledovala ligace v 10 pl
(tab. 3.9, 3.10, 3.11).

Tab. 3.9: Liga¢ni reakce pro TOHGPRT do plazmidu P2T7-177.

ligace kontrola
T4 DNA 10x pufr Lul |1ul
Insert (12,8 ng/pl) 4ul Opl
Plazmid P2T7-177/TbXPRT 4ul 4ul
(75 ng/ul)
T4 DNA ligaza Il [1ul
MiliQ H,O Oul 4l

Tab. 3.10: Ligac¢ni reakce pro TbDXPRT do pTv5. Tab. 3.11: Ligacni reakce pro TOHGPRT do pTvS.

Ligace Kotrola LigaceKotrola
T4 DNA 10x pufr [1pl |1 pl T4 DNA 10x pufr [T ul 1 pul
Insert (8 ng/pl) 7ul  0pul Insert (59,6 ng/ul) 2,5 ul |0 pl
Plazmid pTv5 Lul  |1ul Plazmid pTv5 2ul 2ul
(222,7 ng/ul) (222,7 ng/ul)
T4 DNA ligaza Lul 1 ul T4 DNA ligaza 3ul 3l
MiliQ H,O Opl [7ul MiliQ H,O 3,5ul 6 ul

Pro transformaci do bakterii bylo pouzito 5 pl z liga¢ni reakce a transformace probihala
dale podle ptfedchoziho schématu. Zaklonovani bylo ovéfeno pomoci PCR, i restrikéni

analyzy.

3.1.8 Lineralizace plazmidu p2T7-177/TbHGPRT/TbXPRT a
pTv5/TbHGPRT a pTv5/XPRT pro potieby elektroporace

Pred elektroporaci byl plazmid naStipdn pomoci enzymu Notl. Tento enzym Stipe
v oblasti rDNA spaceru (u plazmidu pTvS5), ¢i v oblasti minichromozomut 177 (u p2T7-177).
Tato linearizace je nezbytnd pro cilenou homologni rekombinaci do téchto tsekli DNA

v genomu 7. brucei. Bylo pouzito 1,5 pl enzymu pro 6 ul DNA (ptiblizné 20 pg). Cela
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reakce probihala v 50-ti pl a pii 37°C pfes noc. Linearizovany konstrukt byl piecistén
pomoci 5 ul 3 M sodium acetatu (pH 5.3) a 125 ul 96 % etanolu. Reakce byla protfepana a
ponechana v -20°C po 2 hodiny. Po stoceni byl pelet promyt pomoci 70 % etanolu, sterilné

vysus$en na vzduchu a rozsuspendovan v 25 pl MiliQ H,O.

3.1.9 Elektroporace linearizovaného plazmidu
p2T7-177/TbHGPRT/TbXPRT a pTv5/TbHGPRT a pTv5/XPRT do
krevnich stadii T. brucei

Byla pouzita linie single marker (SM), ktera ma pod G418 selekci ve svém genomu
vneseny dva geny: T7 polymerazu a tetracyklinovy represor. Tyto geny umoziuji inducibilni
expresi at’ uz dsRNA (v ptipad€¢ p2T7-177 plazmidu), nebo tagovaného protein (v ptipadé
pTv5 plazmidu). Tento kmen roste pod selekci na G-418 o koncentraci 2,5 pg/ml (HMI 9/G).

3x10” bun&k krevniho stadia SM T, brucei bylo Setrné sklizeno pomoci centrifugace
(1300xg po 10 minut). Pelet byl promyt v 20 ml sterilntho PBS-G (5,6 mM
Na,HPO;x12H,O, 3,6 mM NaH,PO,x2H,O, 0,145 M NaCl, 3,3 mM glukézy) a
rozsuspendovan v 100 pl v AMAXA lidském T-bunééném roztoku. K bunkdm bylo poté
pfidano 10 pg lineralizovaného plazmidu. Smés buné€k a plazmidu byla pfenesena do kyvety
a elekroporovana pomoci pftistroje ECM650 v nastaveni X-001. Buiiky byly pfeneseny do
30 ml HMI-9/G média, 3 ml média bylo pfeneseno k 27 ml média a tento proces byl jesté
jednou zopakovan (obr. 3.3). Vysledkem byly tfi kultury ozna¢ené A, B, C o hustoté 1x107,
1x10° 1x10° bunék/ml. Kazdé fedéni bylo rozd&leno po 1 ml na 24 jamkovou misku a

inkubovano 16 h pii 37°C.
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Obr. 3.3: Schéma Fedéni bunék po elektroporaci.

3.1.10 Selekce pomoci antibiotik

Po 16 hodinach bylo do kazdé jamky ptidano 1 ml HMI-9/G média s phleomycinem, aby
jeho konecna koncentrace byla v jamce 2,5 pg/ml (HMI-9/G/Ph) pro plazmid p2T7 177 a
s puromicinem o kone¢né koncentraci 0,1 pg/ml (HMI-9/G/Pu) pro plazmid pTv5. Misky
byly inkubovany pti 37°C, dokud neprobéhla selekce pomoci antibiotik. V bunikéach, které
prezily, doslo Gspésné k homologni rekombinaci linearizovaného plazmidu do genomu, a

proto byly rezistentni na selekcni antibiotikum..

3.1.11 Kultivace 7. brucei
Krevni forma buné¢k rostla v HMI-9 médiu v 37°C a pod 5 % CO, (Hirumi et al., 1997).

3.2 Riistové krivky

3.2.1 Princip
Tato metoda se pouzivd k porovnani rGstu bunck, ve kterych byla spuSténa RNAi
s buiikkami neindukovanymi. Pokud je rust indukovanych bun€k zpomalen, ¢i zastaven, gen

se povazuje za esencialni.
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3.2.2 Postup

Bunky s plazmidem p2T7 177 byly nechany rist v Sml v HMI-9/G/Ph médiu a jejich
hustota byla métena kazdych 24 hodin pomoci Beckham Coulter Z2 Particle Coulter.
Startovaci kultura méla hustotu 1x10° bunék/ml a buiiky byly roziedény kazdy den na
zaCinajici koncentraci 1x10° bunék/ml. Bylo pocitano celkem Sest bunéénych linii RNAi

DKO TbHGPRT/TbXPRT, tfi indukované a tfi neindukované. Buiiky byly pocitany po 8 dni.

3.3 SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS PAGE) a
Westernovy prenos

3.3.1 Princip

Westernovy pienos je analytickd metoda, kterd se pouziva k zjiSténi urcitého proteinu.
Prvné se proteiny rozdéli polyakrylamidovou elektroforézou a poté jsou proteiny pomoci
elektrického pole preneseny na membranu. Na membrané jsou hledané proteiny oznaceny
specifickymi protildtkami. Na rozdil od DNA jsou proteiny vice riznorodé¢ co se tyce tvaru,
naboje a velikosti. Proto se proteiny denaturuji pomoci SDS-PAGE. Takto se rozpadnou
komplexy slozené z vice proteinl, vSechny proteiny dostanou diky SDS-PAGE zaporny
naboj a budou se pohybovat v elektrickém poli podobné jako DNA na zaklad¢é velikosti.
Rozdélené proteiny miizeme oznalit specifickymi protilatkami, ale ty bohuZel nefunguji
v polyakrylamidovém gelu. Proto rozdélené proteiny pieneseme elektrickym pfenosem na
nitrocelul6zovou membranu. Poté membranu promyvame v roztoku specifické protilatky pro
naS hledany protein. Po vymyti primarni protilatky je navazand protilatka spojend
s antigenem oznacena sekundarni protilatkou, kterd se navaze na antigen primarni protilatky
a nese specificky enzym. Protein je pak zviditelnén barevnou reakci pomoci enzymu

sekundarni protilatky.

3.3.2 Postup

Bylo sto¢eno 5x107 bunék dvou linii, exprimujici TbXPRT v5 a TOHGPRT v5 pfi 4°C a
1300xg. Médium bylo odstranéno a k buitkam byl ptfidan 1ml PBS-G. Buiky s PBS-G byly
sto¢eny pii 4°C a 1300xg. Supernatant byl odstranén a buniky byly rozpustény ve 100 pl
PBS (5,6 mM Na,HPO.,x12H,0, 3,6 mM NaH,PO.x2H,O. 0,145 M NaCl). Poté, co k nim
bylo pfidano 50 pl SDS-PAGE loading dye (63 mM Tris Hel, 10 % Glycerol, 2 % SDS,
0.0025 % Bromophenol Blue, pH 6.8), byly povafeny 7 minut pfi 97°C, aby se jim
rozpustily bun&né stény. Pak bylo 30 pl lyzatu (1x107 bunék) od kazdého vzorku naneseno

na 12 % polyakrylamidovy gel. VSechny vzorky vcetné markeru projizdély gelem soucasné.
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Proteiny byly pfeneseny na membranu pomoci elektrického pole. Membréna s proteiny byla
pres noc uchovéana v 5% roztoku mléka v IxPBS-T (5,6 mM Na,HPO4x12H,0O, 3,6 mM
NaH,PO.x2H,0, 0,145 M NaCl, 0,05% Tween) pies noc. Dalsi den byla membréana
inkubovéna hodinu pii pokojové teploté s komercni primérni protilatkou, mys$i anti-V5
s rozfedénim 1:2000 v PBS-T. Poté byla 3x10 minut promyta v PBS-T. Déle byla membrana
inkubovana se sekundéarni protilatkou anti-mys spojenou s peroxidazou s roziedénim 1:2000
v PBS-T po jednu hodinu pfi pokojové teploté a poté byla znova promyta 3x 10 minut
v PBS-T. Po promyti byl signal zjistén pomoci zaznamového zafizeni pro chemiluminiscenci

LAS 3000. Cely postup byl zopakovan n¢kolikrat a nejlepsi signal byl pouzit k dokumentaci.

3.4 Bunécéna sublokalizace tagovanych proteini
Ukolem této prace bylo zjistit lokalizaci proteinti vzniklych expresi TbXPRT a
TbHGPRT.

3.4.1 Digitoninova frakcionace

3.4.1.1 Princip

Digitonin je rostlinny glykosid a zaroven se da pouzit jako detergent, ktery spolehlivé
rozpusti tuky, nejvice cholesterol. V nizkych koncentracich rozpousti bunécné membrany
bohaté na cholesterol (napfiklad plazmatické membrany) tim, Ze vyvola velké pory.

Ve vétsich koncentracich funguje jako klasicky detergent a rozpusti vSechny membrany.

Krevni stddium 7. brucei obsahuje mitochondrii a glykozém. Pomoci digitoninu jdou
tyto organely snadno oddé¢lit od cytozolu a zbylych organel. Touto metodou ale ov§em nejde
urcit, jestli je hledany protein v glykozomu nebo mitochondrii. Proteinové frakce jsou

nasledné¢ oveéifeny SDS PAGE a Westernovym pifenosem.

3.4.1.2 Priprava frakce celych bunék

Bylo sto¢eno 1x107 indukovanych bunék exprimujicich TbBXPRT v5 a HGPRT v5 pfi
4°C a 1300xg po dobu 10 minut. Po odebrani média byly nechany buniky na led¢. Bunky
byly rozsuspendovany v 1 ml PBS-G. Bunky s PBS-G byly stoc¢eny pii 4°C a 1300xg po
dobu 10 minut. Supernatant byl opatrné odstranén. Buiiky byly rozsuspendovany v 100 pl
PBS. Poté, co k nim bylo pfidano 50 pl 3xSDS-PAGE loading dye, byly povafeny 7 minut
pii 97°C.

3.4.1.3 Priprava mitochondrialni a cytozolické frakce

Bylo stoceno 1x10® bunék pii 4°C a 1300xg po dobu 10 minut. Po odebrani média byly
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nechany buiiky na led¢. Bunky byly rozsuspendovany v 5 ml PBS-G a poté k nim bylo
pridano PBS-G do objemu 14 ml. Bunky s PBS-G byly stoceny pii 4°C a 1300xg po dobu
10 minut. Médium bylo opatrné odstranéno. Buiiky byly rozsuspendovany v 1 ml PBS-G.
Bunky s PBS-G byly sto€eny pii 4°C a 1300xg po dobu 10 minut. Médium bylo opét opatrné
odstranéno. Pelet byl rozsuspendovan v 500 pl SoTE (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,6 M
sorbitol, 0,4% EDTA) a poté bylo ptidano 500 ul SoTE s 0,03% digitoninu. Buiiky byly
inkubovany 5 minut na led€¢ a sto¢eny pii 4°C a 3000xg po dobu 3 minut. Supernatant
(cytozolicka frakce) byl opatrné ptfenesen do nové ependorfovy zkumavky. 200 ul bylo
odebrano do nové zkumavky a bylo k nim pfiddno 100 pl 3x SDS-PAGE loading dye.
Organelovy pelet byl rozsuspenodvan ve stejném objemu PBS, jako bylo odebrano
cytozolické frakce, a 200 pl (mitochodrionalni frakce) bylo odebrano a k nim bylo pfidano

100 pl 3x SDS-PAGE loadin dye. Oba vzorky byly povareny 7 minut pii 97°C.

3.4.1.4 Westernovy pi‘enos

Frakce byly naneseny na 12 % polyakrylamidovy gel a déale postup probihal stejné, jako
je popsano vySe. Primarni protilatky byly pouzity anti-V5, anti-enoldza, anti-hexokinaza
(vSechny fedéni 1:1000) a anti-Hsp70 (fedeni 1:500). Sekundarni protilatky byly pouzity

anti-kralik (anti-enoldza, anti-hexokinaza) a anti-mys (anti-Hsp70, anti-V5).

3.4.2 Lokalizace proteini v butice metodou imunofluorescence (IFA)

3.4.2.1 Princip

Imunofluorescence je metoda svételné mikroskopie. Tato technika vyuziva specifitu
protilatky k jejimu antigenu a je vizualizovana pomoci fluorochromu, nej¢astéji fluorescein a
rhodamin. Fluorochromy absorbuji svétlo urcité délky a emituji svétlo o vyssi vinové délce.
K vyhodnoceni pokusu se pouziva fluorescenéni mikroskop se zdrojem UV zafeni a

excitacnimi filtry.

Tato metoda se da vyuzit na tkan€, bunééné kultury i jednotlivé bunky a miize slouzit
k prozkoumani rozmisténi proteinli, glykani a malych biologickych 1 nebiologickych
molekul. Jsou dva zékladni typy: pfima a neptima. Pfima vyuziva jednoduchou protilatku.
Neptima vyuziva primarni a sekundarni protilatku. Primarni se navaze na cilenou molekulu
nebo protein. Sekundarni, ktera nese fluorochrom, rozpozna primarni a navaze se na ni. Na
jednu primarni protilatku se muze navazat nékolik sekundarnich, ¢imz se signal vyrazné

zesili.
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3.4.2.2 Postup

Do kazdé jamky 24 jamkové misky bylo umisténo kryci skli¢ko, na které bylo naneseno
20 pl poly-L-Lysinu v fedéni 1:10 v MilliQ H,O. Miska byla nechana v 37 °C po 1 hodinu,
aby se roztok vypafil. Poté byla kryci sklicka promyta 3x v 1xPBS.

Bunky exprimujici TbXPRT v5 a TbHGPRT v5 byly indukovany tetracyklinem 24
hodin. Neindukované bunky byly pouzity jako negativni kontrola. Bylo sto¢eno 7,8x10’
indukovanych bun¢k a 1,9x10” neindukovanych bunék po dobu 10 minut a pii 1300xg a 4°C.
M¢édium bylo opatrné odstranéno a buiky byly rozuspendovany v 1 ml PBS-G. Bunky
v PBS-G byly ptfeneseny do ependorfovy zkumavky. Buiiky byly znovu stoceny 10 minut
(1300xg a 4°C), poté bylo PBS-G opatrn¢ odstranéno, buiiky byly resuspendovany v 200 pul
1xPBS a fixovany pomoci 200 pl 7,4 % formaldehydu v 1xPBS. Na kazdé sklicko bylo
naneseno 40 pl bunék ve formaldehydu a po 15 minutach byl formaldehyd odstranén.
Nanesené buiky byly 3x promyty ve 100 pl 1xPBS. Poté k bunkam bylo pfiddno 100 pl
01 % Tritonu X-100 v 1xPBS na 10 minut. Po 10 minutach bylo médium odstranéno a bunky
promyty 3x v 100 pl 1xPBS. Nasledné¢ bylo ptfiddno 100 pl 5,5% FBS v 1xPBS-T
blokujiciho roztoku. Buniky byly inkubovéany s pufrem 45 minut. Pufr byl odebran a bunky
byly promyty 2x ve 100 ul 1xPBS. Bunky byly inkubovany 1 hodinu se 40 pl roztoku 3%
BSA v IxPBS-T s primarnimi protilatkami. Kazda linie byla inkubovéna s anti-V5 a anti-
hexokinazou respektive s anti-V5 a anti-enolazou. VSechny protilatky byly fedény 1:200.
Poté byly bunky promyty 3x ve 100 ul 1xPBS-T a 2x ve 100 pl 1xPBS. Sekundéarni
protilatky byly fedény 1:400 v roztoku 3% BSA v 1xPBS-T. Pouzité protilatky byly
komeréni, kozi anti-mysi znacend Texas Red®-X (Molecular Probes, Invitrogen) proti mysi
anti-V5 protilatce a kozi anti-kralik znac¢ena FITC (Sigma) proti polyklondlnim protildtkam
anti-hexokindzy a anti-enoldzy. K bunikdm bylo pfiddno 40 pl tohoto roztoku a inkubace
trvala opét hodinu ve tm¢. Poté byly buniky promyty 3x ve 100 pl 1xPBS-T a 2x ve 100 pl
1xPBS. Sklicka byla nasledné prohlédnuta fluorescenénim mikroskopem a nejlepsi obrazky

byly zdokumentovany. Fotky z mikroskopu byly upraveny ve photoshopu.
3.5 Alamar blue esej

3.5.1 Princip
Bunééna proliferaci je méfitelnd pomoci alamar blue eseje. Tato metoda zahrnuje
specidlni oxida¢né-redukeni indikétor resazurin, ktery je indikator bunééného metabolismu.

Resazurin jako takovy neni fluorescentni, nicméné muze byt zredukovan na silné
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fluorescentni resofurin. Tato esej je pravé zaloZzena na schopnosti zivych, metabolicky
aktivnich bun¢k pfeménit resazurin na fluorescentni resofurin. Intenzita fluorescence je
tak pfimo imeérna poctu metabolicky aktivnich bun¢k. U 7. brucei je tato esej velmi Casto

vyuzivéana ke skriningu potencidlnich farmak (Raz et al., 1997).

3.5.2 Sklizeni bunék

Pro kazdy gen byly pfipraveny pTvS/TbHGPRT a pTvS5/TbXPRT dvé bunétné linie,
jedna indukovana tetracyklinem (IND) a druhd neindukovana (NON). Pro kazdou misku
bylo pfipraveno 2x10° bun&k/ml tak, aby v kazdé jamce bylo 1x10* bunék.

3.5.3 Inkubace s fosfanaty acyklickych nukleosidii

Byly pouzity 96 jamkové misky (Pro kaZzdou linii jedna). Do kazdé z jamek 2-12 bylo
napipetovano 100 pl média. Do jamky 1 bylo napipetovano 75 pl média. Do jamky 12 bylo
napipetovano 25 ul ptisluSného ANP o koncentraci 1 M. 25 pl média spolecné¢ s ANP bylo
postupné pieneseno do kazdé jamky, ¢imz vzniklo fedéni 5. Do kazdé jamky bylo pfidano
100 pl bun€k. Schéma postupu je na obrazku (obr. 3.4). Buiiky byly inkubovany 24 hodin
v 37°Capod5 % CO..

25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 gl

L pMmEG
J
|

S HPMPG
J
| RPMPG
J

Obr. 3.4: Schéma fedéni fosfanati acyklickych nukleosidi.
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3.5.4 Inkubace bunék s resazurinem

Po inkubaci bylo do kazdé jamky ptiddno 20 pl sterilnitho roztoku resazurinu
(100 ug/ml). S roztokem resazurinu byly bunky inkubovany 12 a 24 hodin. Fluorescence
vzorkl byla piectena pomoci Tecan Infinite za pouziti fluorescencni excitac¢ni vinové délky

540-570 nm (vrchol 570 nm) a fluorescen¢ni emise v rozmezi 580-610 nm (vrchol 585 nm).

3.5.5 Zpracovani dat
Ziskana data byla zpracovana pomoci softwaru GraphPad Prism za pouziti nelineralni

regrese a sigmodidlni dose-response analyzy.
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4 Vysledky

4.1 Identifikace genti pro HGPRT a XPRT v genomu 7. brucei.
Gen pro TbHGPRT (Tb927.10.1400) byl anotovan v genomu 7. Brucei

(www.genedb.org), jelikoz tento gen byl jiz v minulosti identifikovan a charakterizovan
(Allen and Ullman, 1993). Gen pro TbXPRT (Tb927.10.1390) byl identifikovan pomoci
homologniho vyhledavani (BLAST search) za pouziti XPRT proteinové sekvence
z L.donovani a L.major (Jardim et al., 1999) (obr. 4.1).

Ld ——-MLPTHSCKGFVDAQGRVEFVDGREYPMASGIVATEDVIQTNIKAMAHTIAKDYKSLSH
Lm -—--MLPNHSCKGFVDAQGRVEVDGREY PMASGIVATEDVIQANIKAMANTIAKDYKSLSH
ThXPRT MHSGHPLKPNFVGRDADGNVTVDGRSY PMAESVVATEST IHRSMKEMAQTLANAYKTLKH
*oo. Kok ek ok ockkkk kkohk | ekkkk W Lk kk ek ke Rk ek ok
Ld RDARLSPSTAETAEAAEAREAPISYDNPLITIISVLKGSYIFTSDFIRYLGDCGLPHVVDE
Lm RDVRLSPG---TAATAEAARAPISYDNPLITISVLKGSYIFTSDFIRYLGDCGLPHVVDE
ThXPRT RDTHNK-—-———-——- GNSALAPITDENPLITISVLKGSYIFTADMVRYLGDCGLPNVVDF
'k*‘: . Lk w-k*: :**i-*i-*i-*i-*i-***-}e*:*::-k**i-*i-*i-*:-ki-*-}e
Ld VRLASYNSGTKSTGOQISMLAGLRFENLRGKHVLIVEDVCDSGRTLRFLRDY IMEKFQPEKS
Lm VRLASYNSDTTSTGOISMLAGLRFENLRGKHVLIVEDVCDSGRTLRFLRDY IMEKEFQPKS
ThXPRT IRITSYRGTTKSSGTVOVLDNLRFTELTGKHVLIMEDIADTGRTMKLLVEKIRREYRPAS
sk e ackdk ok kek e ek kkk wk kkkkkk e kk e ek e e ek e ke e e K
Ld ITKTLVMVNEEQAARKVDFDPEY FCLAGPNKY IVGYGFEVINDRYRDLRHILILRDGEATRY
Lm VETLVMVNKEQAARKLDFDPEYFCLAGPNKY IVGYGFEVNDRYRDLRHIFILRDGEATRY
ThXPRT LEVCVLVDKP-GGRVVDFKPEFVCLTAPTRYVVGYGFEVNDRYRNYRHVEVLKPEYAKRY
sk ke ke L K ek kw e kk e ok ek ek kb ok ko k e ok k e ek *hk
Ld PAKL
Lm PAKL
ThXPRT PSKL
ke kK

Obr. 4.1: Alignment proteinovych sekvenci pro enzym XPRT z 7. brucei (Tb), L. donovani (Ld) a L.
major (Lm). Alignment byl vytvotfeni pomoci programu CLUSTAL W (1.83).

4.2 Priprava konstruktii za iicelem o umlé¢eni ThHGRPT a
TbXPRT genové exprese a za ucelem overexprese ThHGPRT
a TbXPRT v krevnim stadiu T. brucei

Pomoci PCR reakce byly namnozeny celé oteviené Cteci ramce enzymtt TbHGPRT a
TbXPRT pro ucely overexprese a ¢ast genu TbOHGPRT pro ucely RNAi. VSechny produkty
byly nasledné ovéfeny na agar6zovém gelu. Z n¢ho byly nasledné vyizolovany pomoci kitu
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), =zaklonovany do pGEM-Teasy plazmidu a
transformovany do XLI1-Blue E.coli. Z narostlych bunéénych kolonii byla vyizolovéna

plazmidova DNA pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN. Uspé&nost klonovéni
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byla ovéfena restrikénim enzymem HindIII pro plazmid pGEM-Teasy/ TbOHGPRT (RNAI) a
enzymy HindIIl a BamHI pro plazmidy pGEM-Teasy/TbXPRT a pGEM-Teasy/TbHGPRT
(overexprese). Elektroforéza v agar6zovém gelu ukazala velikost ¢asti genu HGPRT okolo
400 bp pro klonovani do RNAi vektoru a velikost celych ¢tecich ramct (okolo 600 bp) pro
XPRT a HGPRT za ucelem klonovani do pTv5 vektoru. Tyto velikosti odpovidaly
oc¢ekavanym velikostem. Produkty byly opét vyizolovany z gelu pomoci kitu QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN). TbHGPRT byl zaklonovan do plazmidu p2T7-177, ktery jiz
obsahoval ¢ast genu pro TbXPRT (Martina Aistleitner, bakaldiska prace, 2012). Timto byl
vytvofen plazmid p2T7-177/HGPRT/XPRT pomoci né¢hoz bude moZno umlcet expresi obou
genu zaroven. TbOHGPRT a TbXPRT byly jednotlivé zaklonovany do plazmidu pTv5 pro
tiely overexprese. Uspé&$nost klonovani byla ovéfena sekvenaci. Plazmidy byly nasledné

lineralizovany pomoci enzymu Notl a elektroporovany do krevniho stadia SM 7. brucei.

4.3 Double knock-down (DKQO) RNAi pro TbHGPRT/TbXPRT
geny

4.3.1 Analyza rustového fenotypu u DKO RNAi bunécné linie

Rustovy fenotyp indukovanych a neindukovanych linii nesoucich RNAi vektor
s fragmenty genu pro HGPRT a XPRT byl sledovan po 8 dni. Po indukci tetracyklinem do
vysledné koncentrace 1 pg/ml byla mnozstvi bunék pravidelné méfeno pomoci pfiistroje
Beckham Coulter Z2 Particle Coulter. Startovaci kultura méla hustotu 1x10° bunék/ml a
buiky byly rozfedény kazdy den na zacinajici koncentraci 1x10°. Z naméfenych hodnot byl

sestaven graf (obr. 4.2).

TbXPRT/HGPRT c2

101 35
10"
)%'01 14
5 10,
2107
5109_
>S1084
=
=107
106+
108

-o- DKO TbXPRT/HGPRT c2 NON
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Obr. 4.2: HGPRT a XPRT geny jsou esencialni pro krevni stidium 7. brucei. NON neindukované buiiky,
IND indukované buiiky.
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Ristové kiivky linii nesoucich RNAi konstrukty pro oba cilové geny ukézaly
pokles rustu jiz druhy den po RNAi indukci, nicméné ctvrty den se rust indukovanych

bunék jiz obnovil a riistovy fenotyp posléze zanikl.

4.4 Pilotni exprese vS-tagovanych ThHGPRT a TbXPRT
proteint

Overexprese genti pro HGPRT a XPRT byla spusténa pomoci tetracyklinu a buniky byly
sklizeny po 24 hodinidch. Bunécné lyzaty indukovanych a neindukovanych linii byly
rozdéleny pomoci SDS-PAGE gelu a tagované proteiny byly ovéfeny pomoci Westernového
pfenosu a reakci s protilatkou proti v5 konci. Timto zplisobem bylo ovéfeno, Ze cilené
TbHGPRT v5 a TbXPRT v5 proteiny jsou v buiice syntetizovany po piidani tetracyklinu do

média. Vysledky westernovych pienosti jsou na obrazcich (obr 4.3 a 4.4).
TbXPRT/1 TbXPRT/2 TbXPRT/3

TbHGPRT/1 TbHGPRT/2 TbHGPRT/3
NON IND NON IND NON NON IND NON IND NON IND

72 kDa — ..lﬂD ——— e — T2KDA = | s rmmmmm— et e mam—

26 kDa — - e i 26 kDa — . P —

Obr. 4.3: Westernova analyza nadprodukce Obr. 4.4: Westernova analyza nadprodukce
proteinu genu TbXPRT po 24 hodinich. Lyzaty byly proteinu genu TOHGPRT po 24 hodinach. Lyzaty
nanesené na 12% polyakryl amidovy gel. Velikost byly nanesené na 12% polyakryl amidovy gel. Velikost
proteinu odpovida ocekavané velikosti, coz je 26 kDa. proteinu odpovida ocekavané velikosti, coz je 23 kDa.
Monoklonarni protilatka proti mitochonnridlnimu Monoklonarni protildtka proti mitochonnridlnimu

proteinu Hsp70 ukazuje rovnomérné naneseni na gel.  proteinu Hsp70 ukazuje rovnomérné naneseni na gel.

Ze vSech obrazkli je patrné, Ze naneseni lyzati na polyakrylamidovy gel bylo
rovnomeérné a ze tudiz vysledky nejsou zkreslené Spatnym nanesenim na gel a overexprese
obou gent probéhla uspésné. Klony TbHGPRT/1 a TbXPRT/1 byly ponechany na dalsi
pokusy.

4.5 Vnitrobunéc¢na lokalizace TOHGPRT _v5 a TbXPRT v5
proteint

U T brucei je lokalizace PSP nezndma. Z tohoto diivodu jsme pouzili geneticky

modifikované linie exprimujici TbDBHGPRT v5 a TbXPRT v5 proteiny ke zjiSténi jejich
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vnitrobunééné lokalizace. K tomuto ucelu jsme pouzili dvé metody: digitoninovou

frakcionaci bunky a detekci proteinu pomoci imunofluorescence.

4.5.1 Digitoninova frakcionace

Tato metoda byla pouzita ke zjisténi lokalizaci enzymtt HGPRT a XPRT. Touto metodou
se da zjistit, jestli se nachdzi protein v cytozolu nebo v organelach, jako je mitochondrie
nebo glykozoém, protoze digitonin rozpusti plazmatickou membranu, ale subbunécné
membrany, jako je membrana mitochondrie nebo glykozomu, zstanou neporusené. Takto se
daji jednotlivé bunétné frakce oddélit. Vysledky digitoninovych frakcionaci jsou na

obrazcich (obr. 4.5 a 4.6).

TbXPRT/1
Cyto
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26 kDa — I

TbHGPRT/1
Cyto Mito
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Obr. 4.5: Digitoninova
TbXPRT _v5/1.

frakcionace Kklonu
blot enolaza (47 kDa,

druhy  blot

Prvni
cytozolicky  marker), hexokinaza
(50 kDa,
TbXPRT v5 (26 kDa, cilovy protein), ¢tvrta blot

Hsp70 (71 kDa, mitochodrialni marker). WCL —

glykozomalni  marker), tfeti blot

celkovy bunéény lyzat, Cyto — cytosolicky vzorek,

Mito — vzorek obsahujici membranové proteiny.
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Obr. 4.6:
TbHGPRT v5/1.
cytozolicky marker), druhy blot hexokinaza (50 kDa,
glykozomalni blot TbHGPRT v5
(26 kDa, cilovy protein), ¢tvrta blot Hsp70 (71 kDa,

Digitoninova frakcionace Kklonu

Prvni blot enolaza (47 kDa,

marker), tfeti

mitochodridlni marker). WCL — celkovy bunéény

lyzadt, Cyto — cytosolicky vzorek, Mito -

vzorek obsahujici membranové proteiny.

Enoldza je cytozolicky marker. Hexokindaza je marker glykozému a Hsp70 je
mitochondrialni protein. Srovnanim umisténim tagovanych proteint s hexokinazou, Hsp70 a
enoldzou je vidét, ze cilové proteiny jsou ve stejné frakci jako je enoldza. Proto vysledky
digitoninové frakcionace ukazuji, ze oba tagované proteiny TbXPRT v5 a TbHGPRT v5

jsou pravdépodobné¢ lokalizovany v cytozolu.
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4.5.2 Lokalizace ThOHGPRT v5 a TbXPRT _vS proteinii pomoci
imunofluorescen¢ni eseje

Protoze metodou digitoninové frakcionace nelze rozlisit lokalizaci mezi mitochondrii a
glykozoémem, byla pouZzita metoda imunofluorescence. Touto metodou se da urcit lokalizace
tagovanych proteini v celych neporusenych bunikach. Fotky z imunofluorescen¢ni eseje jsou

na obrazcich (obr. 4.7, 4.8, 4.9 a 4.10).

Burnika DAPI Enolaza TbXPRT v5 Piekryti

Obr. 4.7: Indukované buiiky exprimujici TbXPRT v5, enolaza, Fedéni 1:200. DAPI-4',6-diamidino-2-
fenylindol se silné vaze na DNA, kinetoplast a jadro. Enoldza byla pouzita jako cytozolickd kontrola.
TbXPRT v5 vypada stejné jako enolaza, z ¢ehoz Ize soudit, Ze je tento protein cytozolicky. Prekryti-DAPI +

enolaza + TbXPRT v5.
Bunka DAPI Hexokinaza TbXPRT v5 Prekryti

|

Obr. 4. 8 Indukované buiiky exprimujici TbXPRT_v5, hexokinaza, fedéni 1:200. DAPI-4',6-diamidino-2-

fenylindol se siln¢ vaze na DNA, kinetoplast a jadro. Hexokinaza byla pouzita jako glykozomalni kontrola.
TbXPRT v5 nevypada stejné jako hexokindza, z ¢ehoz lze soudit, Ze je tento protein cytozolicky. Prekryti-
DAPI + hexokindza + TbXPRT v5.



Bunka DAPI Enolaza TbHGPRT v5 Prekryti

Obr. 4.9: Indukované buiiky exprimujici TOHGPRT _v5, enolaza, Fedéni 1:200. DAPI-4',6-diamidino-2-
fenylindol se silné vaze na DNA, kinetoplast a jadro. Enoldza byla pouzita jako cytozolickd kontrola.
TbHGPRT v5 vypada stejné jako enolaza, z ¢ehoz lze soudit, Ze je tento protein cytozolicky. Prekryti-DAPI +

enolaza + ToHGPRT v5.
Bunka DAPI Hexokinaza TbHGPRT v5 Prekryti

Obr. 4.10: Indukované buiiky exprimujici TOHGPRT _v5, hexokinaza, fedéni 1:200. DAPI-4',6-diamidino-
2-fenylindol se siln€¢ vaze na DNA, kinetoplast a jadro. Hexokindza byla pouzita jako glykozomalni kontrola.
TbHGPRT v5 nevypada stejné jako hexokinaza, z ¢ehoz lze soudit, Ze je tento protein cytozolicky. Prekryti-
DAPI + hexokindza + TOHGPRT vS5.
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Cilovy protein je oznaen Cervené, glykozom a cytozol jsou zvyraznény zelené. Jadro a
kinetoplast (organely obsahujici DNA) jsou oznaCeny modfe. Porovnanim lokalizace
tagovanych proteinii s hexokinazou (marker glykozému) a enolazou (marker cytozolu) je
vidét, Ze tagované proteiny maji stejnou lokalizaci jako cytozol. Pokud fotografie na sebe
ptiloZzime (Piekryti), je vidét spole¢na lokalizace oranZové. Mnohem vice oranzové je vidét
pravé na obrazku se zvyraznénym cytozolem, nez s glykozémem, proto byla lokalizace

urcena do cytozolu.

4.6 Alamar blue esej

Metodou, jak dokédzat, ze fosfanaty acyklickych nukleosidii inhibuji 6-oxopurin
ribozyltransferazu, byla alamar blue esej za pouziti bunécnych liniich pTvS5/TbHGPRT a
pTv5/TbXPRT. Tato metoda je zaloZend na schopnosti Zivych, metabolicky aktivnich
bunék pfemeénit resazurin na fluorescentni resofurin. Mnozstvi zivych bunék se da nasledné
zm¢éftit pomoci fluorescenéni ¢tecky. Pouzité fosfanaty acyklickych nukleosid byly: PMEG,
S HPMPG a R PMPG. Buiiky byly indukovany tetracyklinem a nasledn¢ bylo sledovano,
jak fosfanaty acyklickych nukleosidi pisobi na indukované a neindukované linie. Byla také
zjistovana hodnota EC50 a jeji zména. Pokud by u indukovanych bun¢k zna¢né narostla,
znamenalo by to, ze testovany inhibitor plisobi na dany overexprimovany protein, jelikoz je
potfeba vétsi koncentrace inhibitoru pro stejny cytotoxicky ucinek. Vysledky v podobé grafu

zpracované pomoci softwaru GraphPad Prism jsou na obrazcich (obr. 4.11, 4.12, 4.13, 4.14,

4.15 a 4.16).
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Obr. 4.11: Pasobeni PMEG na enzym HGPRT. Obr. 4.12: Pisobeni PMEG na enzym XPRT.
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Obr. 4.13: Piisobeni S HPMPG na enzym HGPRT.

HGPRT RPMPG

-
A O ®
T 2 2?9

% metabolic activity
N
o
1

o

o
-
N
w

log ¢ [uM]

-o- TbHGPRT NON
-=- TbHGPRT IND

Obr. 4.15: Pisobeni R PMPG na enzym HGPRT.
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Obr. 4.14: Pusobeni S HPMPG na enzym XPRT.
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Obr. 4.16: Pusobeni R PMPG na enzym XPRT.

Srovnani zmény EC50 je ukézano v tabulce (tab. 4.1).

Tab. 4.1:Zmény IC50 pro jednotlivé inhibitory.

Bunécna linie PMEG S HPMPG R PMPG
EC 50 [uM] EC 50 [uM] EC 50 [uM]
pTv5/TbHGPRT NON 2.4+0.5 4.1+0.5 193+11
pTvS5/TbHGPRT tagged IND 7.5+1.1 7+1.2 263+42
pTv5/TbXPRT NON 1.9+1 24+1.4 220+74
pTv5/TbXPRT tagged IND 3.3£1.5 2.5+0.7 180+31

Z grafii a tabulky je patrné, ze tyto tfi fosfanaty acyklickych nukleosidti ptisobily vice na
enzym HGPRT. Toto je pochopitelné, jelikoz zakladem téchto slouceni je guanin,
nikoliv xantin. Z grafil je také patrné, Ze se kiivka u indukovanych linii posunula doprava a
tudiz bunky exprimujici TbHGPRT v5 byly odolngjsi. Nejucingjsi se z fosfanati
acyklickych nukleosidi ukazal PMEG, u néhoz se EC50 dokonce ztrojnésobila po indukci
exprese TbHGPRT v5. V ptfipadé inhibitoru S HPMPG se EC50 u indukovanych
bun&k zvysila dvakrat. Zadné vyznamné zvyseni nebylo pozorovano v piipadé R PMPG.

Nicmén¢ tento inhibitor pisobi na buiiku az pfi vysokych koncentraci, a tudiz nebude dale

ani zkouman.

V dalsich pokusech by bylo dobré zkusit dalsi ANP slouceniny, které maji stejny zbytek,
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ale na misté¢ guaninu by byl xantin. Tyto slouceniny jsou uz pro nasi laboratof dostupné a

budou v budoucnu vyzkouseny na bunééné linii pTv5/XPRT.
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5 Diskuse a zavér

V této praci jsem se zaméfila na dva proteiny, které by mély byt esencidlni pro 7. brucei
diky jejich roli v metabolismu purinti (Berg et al., 2010b). Na zakladé¢ homologie genu
Tb927.10.1390 s L. donovani a L. major XPRT jsme tento gen urcili jako domnélou XPRT.
Gen Tb927.10.1400 byl jiz v genomové databézi T. brucei (www.genedb.org) anotovan jako
HGPRT (Allen and Ullman, 1993). Tyto predikce miizou byt experimentdln¢ podpotfeny,
pokud se ukéze, ze domnéla TbXPRT ma vyssi afinitu vic¢i xantinu, kdezto TOHGPRT ma
vyssi afinitu vici guaninu a hypoxantinu. V ramci jiné bakalafské prace (Martina Aistleitner,
Cytotoxicity screen of the acyclic nucleoside phosphonates against bloodstream stage of
Trypanosoma brucei and validation of their putative target HGXPRT enzymes, 2012) jsme
ukazali, ze jednotlivé umlceni téchto proteini nevedlo k ristovému fenotypu. Tento
vysledek ukazuje na zndmy fakt, ze i kdyz afinita téchto enzymu vi¢i riznym substratim je
riznd, mohou katalyzovat pfeménu vSech 6-oxo purini. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli
pro umlceni obou genti zaroven. Ristové kiivky ukazaly, ze DKO RNAi indukované bunky
vykazovaly jiz od druhého dne riistovy fenotyp, ktery se prohluboval az do ¢tvrtého dne.
P4ty den po RNAI indukci doslo k obnoveni riistu indukovanych bunék, coz je typické pro
RNAI linie krevniho stadia, u kterych je umlcen esencidlni gen. V téchto piipadech buniky
ztraci svou vnimavost vici indukei RNAI (napt. mutaci T7 promotoru, tet represoru apod.) a
prestanou produkovat dsRNA. Nicméné z pozorovaného rustového fenotypu lze usoudit, Ze
oba proteiny jsou esencidlni pro krevni stddium 7. brucei. Podobna situace byla takeé
sledovédna u L. donovani, kdy knockouty jednotlivych genti pro HGPRT a XPRT nevyustily
v rustovy fenotyp, nicméné vypnuti obou genil zaroven bylo letalni pro bunky L. Donovani
(Boitz and Ullman, 2006a), (Boitz and Ullman, 2006b). V ptipad¢ nasi studie RNAi u T.
brucei je nutné zminit fakt, Ze RNAi nebyla ovéfena ani metodou Northern blotingu (detekce
mRNA cilového genu v neindukovanych a indukovanych buiikéch), ani metodou western
blotu, jelikoz specifické protilatky detekujici 7. brucei HGPRT a XPRT nejsou dostupné.

Oveéfteni ucinnosti RNA1 je naplanované do budoucna.

Druhym ukolem této prace bylo zjistit, kde jsou lokalizovany HGPRT a XPRT enzymy.
PSP byla pomérn¢ intenzivné studovéana v bunkach L. Donovani (Shih et al., 1998), kde tyto
proteiny byly lokalizovany do glykozému prvné pomoci konfokalni mikroskopie a nasledné
byla lokalizace ovéfena také imunofluorescen¢ni mikroskopii (Shih et al., 1998). Pro
lokalizaci do glykozému u L. donovani také svéd¢i termindlni C-konec, tripeptid Ser-Lys-

Val, ktery je vyzadovan pfi lokalizaci do glykozomu. Vytvofenim mutanta L. donovani, ktery
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tento konec nemél, se tento piedpoklad potvrdil (Inoue et al., 2005). Lokalizace v této praci
u 7T brucei byla ur¢ena pomoci dvou se dopliiujich metod: digitoninové frakcionace a
imunofluorescencni eseje. Frakcionace pomoci digitoninu ukazala na lokalizace
v cytozolické, nikoliv v membranové frakci. Cytozolickd lokalizace byla také ukazana
metodou imunofluorescence in situ, kde signal pro TOHGPRT v5 a TbXPRT v5 proteiny
nekolokalizoval s glykozomalnim markerem, enzymem hexokindzou. Tyto vysledky jsou
v rozporu se studii provedenou na leishmaniich (Shih ef al., 1998). Zde je tfeba zminit, ze
lokalizace proteinti do glykozoému, je urovana na zakladé C- nebo N-terminalniho signalu.
Je zcela mozné, ze v ptipadé HGPRT a XPRT je terminélni signal umistén na C-terminalnim
konci, a tudiz byl schovan diky pfitomnosti C-terminalni v5 tagu. V budoucnu bude tedy
tteba exprimovat v buiikach 7° brucei N-terminalné tagované HGPRT a XPRT a zminénymi
metodami studovat jejich bunécnou lokalizaci znovu. Je také mozné, ze overexprese byla
natolik silnd, Ze vétSina tagovaného proteinu nebyla do glykozomu importovana, a tudiz
signal byl zméfen predevSim v cytozolické frakci. V tomto pfipadé nizs$i koncentrace

induk¢ni latky, nebo zména promotoru by pomohla snizit expresi cilenych proteinti.

Ttetim tkolem této prace bylo zjistit, zda tii fosfanaty acyklickych nukleosidi (PMEG,
S HPMPG, R PMPG) inhibuji jejich potencialni cil, enzym HGPRT ¢i XPRT. Tento
pokus ukdzal, Ze slou¢enina PMEG a S HPMPG inhibuje rlst krevniho stadia
v mikromolarnim mnoZstvi, R PMPG je slabsi inhibitor plsobici na buiiku v daleko vétsich
koncentracich. Bunécna linie exprimujici domnélou HGPRT byla odolnéjsi vici u¢inku
inhibitoru, jelikoz zméfend EC50 hodnota byla az 3x vétsi ve srovnani s bunikami
neindukovanymi. Oproti tomuto vysledku bunécna linie exprimujici potencidlni XPRT
nebyla vyznamné vice odolna vici uc¢inku PMEG, S HPMPG a R PMPG. Tyto vysledky
ukazuji, ze vybrané fosfanaty acyklickych nukleosidii maji vétsi afinitu pro enzym HGPRT,
nez pro enzym XPRT, coZ je v souladu s jejich funkci, jelikoZ v§echny fosfanaty acyklickych
nukleosidii mély jako hlavni strukturni jednotku guanin. Proto v budoucnu planujeme
vyzkouSet jiné fosfanaty acyklickych nukleosidl, které budou mit ve své struktuie
zabudovany xantin. Tyto latky by mély Iépe inhibovat enzym XPRT a v kombinaci
s fosfanaty acyklickych guanosinid, které uz byly uspésné vyzkouSeny, by mohly byt

vhodnymi inhibitory krevniho stadia 7. brucei.
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