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1 Uvod

1.1 Trypanosoma brucei

1.1.1 Seznameni se s organismem Trypanosoma brucei

Trypanozémy patii do tfidy Kinetoplastida, podtiidy Trypanosomatida (Volf et al.,
spavou nemoc, ktera je pfendSena krevsajicimi mouchami tse-tse z rodu Glossina (Kennedy,
2013). Hlavni pfi¢inou, pro¢ jsou tak nebezpecné, je jejich schopnost ménit své povrchoveé
antigeny. Pfi tomto procesu je pfepinana exprese genu kédujici povrchové glykoproteiny, a
to umoziuje parazitovi opakovan¢ unikat imunitnimu systému savciho hostitele (Volf et al.,

2007).

Nejznaméjsi salivarni trypanozoémou je Trypanosoma brucei s podruhy T. b. brucei,
T. b. rhodesiense a T. b. gambiense. VSechny 3 poddruhy jsou pienaseny glosinami, v nichz
trypanozomy postupné prodélavaji slozity vyvoj, ktery je ukoncen v pfedni Casti traviciho
traktu a pfenos je poté uskutecnovan metacyklickymi trypomastigoty béhem bodnuti a sani

krve (Volf et al., 2007).

Trypanosoma brucei brucei se vyskytuje v celé subsaharské Africe (Hunt, 2010). Je to
zviteci parazit, ktery neni schopen nakazit ¢lov€ka, protoze je lyzovan lidskym krevnim
sérem obsahujicim toxicky typ lipoproteinii o vysoké hustoté, tzv. trypanozomaticky lyticky
faktor (Volf et al., 2007). Jeho pienaSecem je Glossina pallidipes (Hunt, 2010) a hostiteli
jsou nejen divoka africkd zvitata (antilopy, zebry, Selmy), ale i domaci zvirata (skot, kong¢,

ovce, prasata aj.), u kterych zptisobuje nemoc zvanou nagana (Volf et al., 2007).

Trypanosoma rhodesiense se vyskytuje ve vychodni ¢asti Afriky a jejim pfenaseCem je
Glossina palpalis (Hunt, 2010). Diky své odolnosti vué¢i ucinku lidského séra je schopna
nakazit krom¢ zvifat i ¢loveka, u kterého zptisobuje akutni spavou nemoc (vychodoafricka
spava nemoc). Bez 1écby tato forma nemoci kon¢i smrti jiz po n€kolika tydnech (Volf et al.,

2007).

Trypanosoma gambiense se nachazi v zapadni ¢asti Afriky a jejim pienaSeCem je
Glossina morsitans (Hunt, 2010). Hlavnim hostitelem je ¢loveék, ma vsak i zviteci hostitele.
Zpisobuje chronickou spavou nemoc (zapadoafrickou spavou nemoc), kterd mtize probihat i
nékolik let a bez 1éCeni je také letalni (Volf et al., 2007).
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1.1.2  Zivotni cyklus parazita Trypanosoma brucei

Trypanozomy podstupuji dvoufazovy zivotni cyklus ve hmyzim a savéim hostiteli
(obr. 1.1). Tento zivotni cyklus zahrnuje komplexni vyvoj morfologicky odlisnych stadii,
které se lisi jak metabolicky (Besteiro et al., 2005), tak i pfitomnosti riiznych povrchovych

antigenti (Volf et al,. 2007).

Krevsajici moucha tse-tse saje na infikovaném hostiteli, jimz je bud’ divoké ¢i domaci
zvite v piipadé T. b. brucei, nebo ¢loveék v ptipadé¢ T. b. gambiense a T. b. rhodosiense.
Béhem sani se moucha tse-tse infikuje krevni formu trypanozém, v jejich stfevech se poté
krevni forma trypanozom pfeméni na hmyzi (procyklickou) formu, které se mnozi binarnim
délenim. Po urcité dobé tyto trypanozémy pronikaji do slinnych zlaz mouchy tse-tse, kde
probéhne pfeména v epimastigotni a nasledné trypomastigotni stadia, kterd jsou pfipravena
na pfenos do hostitele (Kennedy, 2013). Béhem sani hmyziho pfenaSece je inokulovano do
mista vpichu nékolik metacyklickych trypomastigotii. Trypanozémy se zacnou S§ifit do
lymfatickych uzlin a krevniho tecisté, kde se vyskytuji jako délici se stihlé formy (slender) a
dalsiho déleni neschopné tlusté formy (stumpy), které jsou pfipravené na dalsi pfenos do
mouchy tse-tse. Po ur¢ité dobé pronikaji $tihlé formy krevniho stadia pies mozkomi$ni
bariéru do mozku a mozkomisniho moku, kde jsou vyvolavany hlavni ptiznaky spavé

nemoci (Volf et al., 2007).

Tsetse fly stages Human stages
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Obr. 1.1: Zivotni cyklus africkych trypanozom (Hunt, 2013). V prvnim kroku nasaje moucha tse-
tse krevni nedélici se trypanozomy. Ve stievech mouchy se tito trypomastigoti pfeméni na

procyklické trypomastigoty, jenz postupuji do slinnych zlaz, kde se preménuji na epimastigoty, ktefi
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se dale déli a pfeménu;ji se na infekce schopné formy metacyklickych trypomastigott. Tito infekéni

trypomastigoti pronikaji do krevniho ob&hu lidského hostitele béhem sani mouchy tse-tse.

1.1.3 Spava nemoc

Spavéa nemoc neboli lidské africka trypanozomidza (Human African Trypanosomiases,
HAT) je jednou ze svétoveé zanedbavanych nemoci. Odhaduje se, ze v subsaharské Africe je
touto nemoci ohrozeno okolo 60 miliont lidi. Problém onemocnéni je navic umocnén
obrovskym tzemim (az 10 miliond km® pevniny v Africe), na kterém se mouchy tse-tse

vyskytuji (Kennedy, 2013).

V roce 1998 odhadovala svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization,
WHO) pocet piipadii spavé nemoci na 300 000. Diky snaze WHO, kontrole vyskytu
pfenaSece a 1écbé klesl pocet nakazenych v roce 2006 na 50 000 — 70 000 ptipadd. V roce
2009 se mnozstvi nakazenych snizilo pod 10 000. Posledni ptehled poukazuje na to, ze mezi
lety 2000 — 2010, se vyskytovalo 94 piipadt spavé nemoci mimo endemické oblasti, z toho
bylo diagnostikovano 43% v Evropé a 23% v USA (Kennedy, 2013).

vvvvvv

b. gambiense, zahrnuje az 97% ptipadi. Avsak vychodoafricka spava nemoc zptisobovana T.

b. rhodesiense, ktera je zodpovédna pouze za 3% ptipadd, zptusobuje mnohem akutnéjsi a

wevr

Kazda forma nemoci ma 2 faze, které¢ maji rizné symptomy. Rand faze probihajici za
pritomnosti trypanozém v krevnim fteciSti je doprovdzena bolestmi hlavy, malatnosti,
opakovanymi horeckami (Volf et al., 2007), ubytkem vahy, nevolnosti a bolestmi kloubt
(Kennedy, 2013). Jakmile trypanozémy proniknou do centrdlni nervové soustavy, je tato
faze nazyvana pozdni. V této fazi dochazi k porucham spanku (az u 74% pacientii), bolestem
hlavy (u 79% pacientli), porucham pohybu a senzorického systému (Kennedy, 2013) a
postupujici katechizaci. U nelécenych pacient tyto pfiznaky vedou ke smrti. Trypanozémy
poskozuji nakazeného ¢lovéka hlavné tim, Ze jeho télo zaplavuji vinami populaci s antigenné
odliSnym povrchem bunky. I pfesto, Ze je kazda vlna imunitnim systémem zlikvidovana, je
béhem nékolika dni nahrazena novou populaéni vlnou trypanozom. Organismus je tak
vystaven ndhlému uvolnéni toxinl a antigent do krevniho fecisteé, ke kterému dochéazi po
rozpadu trypanozom a neustale se aktivuje. Tato neustala aktivace imunitniho systému vede

nakonec k jeho vycerpani (Volf et al., 2007).



1.1.4 Lécba a objev ¢kt proti spavé nemoci

Navzdory dilezitym pokrokiim ve znalosti biologie tohoto parazita a patofyziologie
této nemoci, nebyly Vv uplynulych 25 letech vyvinuty Zadné nové 1éky. Finan¢ni omezeni tak
bude nadale piedstavovat vyznamnou ptekazku ve vyvoji 1€ka. Je tedy vice nez znepokojivé,
ze 1éCba spavé nemoci je stale stejna jako pied 25 lety. Léky, které jsou pouzivané pro 1écbu,

jsou toxické a maji riiznou G¢innost, navic 1é¢ba trva velmi dlouho (Croft et al., 2005).

Tab. 1.1: Léky pouzivané k 1é¢bé spavé nemoci.

Druh nemoci Prvni linie 1é¢by Druha linie 1é¢by
Rana faze
Vychodoafricka spava nemoc Suramin (intravendzn¢) Pentamidin (intramuskularn¢)

T. b. rhodesiense

Zapadoafricka spava nemoc Pentamidin (intramuskularné) | Suramin (intraven6zng)

T. b. gambiense

Pozdni faze

Vychodoafrické spavd nemoc Melarsoprol (intravendzn¢) N/A

T. b. rhodesiense

Zapadoafricka spava nemoc Eflornithnine (intravendzng) + | Melarsoprol (intraven6zn¢)

T. b. gambiense nifurtimox (oralng)

Léky jsou rozdéleny na 2 skupiny — prvni a druha linie 1é¢by. Prvni linie 1é¢by je
nasazena ihned po projevech nemoci v rané fazi. Léky jsou injekéni preparaty, které museji
byt podavany pravidelné¢ a dlouhodobé. Druhd linie 1écby je nasazena pii nedostatecné

odpovédi u 1€kt prvni linie nebo v pfipadé jejich nezadoucich vedlejSich ucinki.

Pro 1écbu rané faze zdpadoafrické spavé nemoci je pouZivan pentamidin, ktery byl
poprvé uveden na trh vroce 1940. Tento 1ék je podavan intramuskularné a je obvykle
ucinny, 1 kdyZ méa nékolik vedlejSich u€inkdt — jsou jimi potencidlni komplikace jako
hyperglykémie nebo hypoglykémie a nizky tlak. Rana faze vychodoafrické spavé nemoci je
lécena suraminem, ktery je aplikovdn intravendzné. Byl poprvé nasazen v roce 1920.
Obvykle je tento 1€k ucinny, avSak muize mit za nasledek selhani ledvin, kozni Iéze,

anafylakticky Sok, ¢i neurologické komplikace (Kennedy, 2013).

Lécba pozdni faze, pii které trypanozomy piekroci mozkomis$ni bariéru CNS, je

vvvvvv

V soucasné dob¢ ucinny pro 1écbu pozdni taze vychodoafrické spavé nemoci je melarsoprol,
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ktery byl poprvé ptfedstaven na trhu v roce 1949. Protoze je velmi mélo rozpustny ve vodé
musi byt podavan intravenozné v propylenglykolu. I tento 1ék je pomérn¢ u¢inny, avSak stale
je tu riziko, Ze selze a opét ma nékolik nezadoucich G¢inkt. Melarsoprol je velmi toxicky a
jeho injekce jsou pro pacienty velmi bolestivé. Po aplikaci se u 10% pacienti objevi
encefalopatie, kterd vede u poloviny pacienti ke smrti. Melarsoprol je také od roku 2005
podéavan ve druhé linii pozdni faze zdpadoafrické spavé nemoci. DalSim z 1¢ékt je eflornithin
vV kombinaci s nifurtimoxem, ktery je podavan pii pozdni fazi jako prvni linie 1é¢iv u
zapadoafrické spavé nemoci. Eflornitin je aplikovan intravendézné a nifurtimox oralné

(Kennedy, 2013).

V soucasné dobé je n€kolik novych 1ékt v riznych fazich vyvoje a testovani. Nejvice
nadégji bylo vkladédno do derivatu diamidinu DB289. BohuZel se béhem klinickych studiich
ukézalo, Ze je tento 1€k toxicky hlavné pro jaterni a ledvinové bunky a tudiz byl jeho vyvoj
pozastaven. Dalsim slibnym kandidatem je nitroheterocyklicky fexinidazol, peroralni 1¢k pro
1é¢bu pozdni faze vychodoafrické spavé nemoci, €i latka zvand SCYX-7158, ktera by méla

byt schopna 1é¢it pozdni fazi spavé nemoci (Kennedy, 2013).

1.2 Mitochondrie

Mitochondrie jsou napadné organely v cytoplasmé, které jsou v urcité podobé
pfitomné ve vSech eukaryontnich bunikach. Maji rozmanitou strukturu, ale vSechny jsou 1 az
nékolik pym dlouhé a jsou uzaviené 2 oddélenymi membranami. VSechny jsou generatory
chemické energie pro bunku. Ziskéavaji energie z oxidace cukrl a produkuji zédkladni palivo
adenosin-5-trifosfat (ATP), které je potiebné pro vétsSinu bunéénych aktivit. Mitochondrie pfi
své cinnosti spotfebovavaji kyslik a uvoliiuji oxid uhli€ity, cely proces je proto nazyvan
bunéénym dychanim. Bez mitochondrii by Zivocichové, rostliny ani eukaryontni
mikroorganizmy nebyly schopny vyuZivat kyslik k maximalnimu zisku energie (Alberts et

al., 2005).

Mitochondrialni respiracni fetézec sestava z 5 riiznych proteinovych komplexu, které
jsou zodpovédné za elektronovy transport, tvorbu protonového gradientu a syntézu ATP.
Tyto komplexy jsou také znamé jako mitochondrialni komplexy I — V a jsou umisténé ve
vnitini mitochondridlni membrané. Vnitini membrana tvoti fadu zdhybt, zvané kristy, které
zasahuji do prostoru matrix a zvétSuji povrch vnitini membrany mitochondrie. Tim je tak

zajistén velky povrch, na kterém miZze probihat syntéza ATP. Kazdy proteinovy komplex



kromé& komplexu V obsahuje podjednotky s navazanymi ionty kovua (napr. Fe-S klustery), ¢i
hemoproteiny a tyto podjednotky pravé tvoii drdhu pro priachod elektronti komplexem.
Dychaci komplexy jsou misty cerpani protonti a kazdy z nich mize byt vnimdn jako
proteinovy stroj, ktery pii prenosu elektrond Cerpa protony napii¢ membranou. Proteiny
dychaciho fetézce vedou elektrony tak, ze se pohybuji v piesném potfadi od jednoho
enzymového komplexu k dal§imu. Redoxni energie substrati NADH a sukcinatu je nejdiive
preménéna do elektrochemického protonového potencidlu pies vnitini mitochondridlni
membranu pomoci respiracnich komplexi I (NADH:ubichinonreduktaza), I (SDH, sukcinat:
ubichinonreduktaza), Ill (bcy, ubichinon:cytochrom c reduktaza) a IV (cytochrom c oxidaza).
Elektrochemicky protonovy potencial je poté vyuzit komplexem V, zvaném také FoF1-ATP
syntaza, k syntéze ATP z ADP a organického fosfatu oxidativni fosforylaci (Alberts et al.,
2005).

Trypanozémy maji unikétni mitochondrie (Besteiro et al., 2005). Jejich unikatnost
spociva v tom, ze obsahuji pouze 1 mitochondrii na buitkku. Obsahuji kinetoplast, ktery se
vyskytuje v tésné blizkosti bazalniho téliska bi¢iku. Tento utvar je vlastné ¢ast mitochondrie,
kde se nachazi obrovské mnozstvi DNA v podobé konkatenovanych malych (mini) a
velkych (maxi) krouzkt. Maxikrouzky sestavaji z typické mitochondrialni DNA kodujici
nékteré podjednotky respiracnich komplexti, ale mnohem zajimavéj$i jsou minikrouzky,
Které obsahuji geny pro guide RNA (gRNA). Tyto malé gRNA jsou dulezité pro editovani

mitochondridlni RNA, pfi kterém dochazi k rozsahlym zménam primarni sekvence RNA

transkriptu (Lukes et al., 2010).

Bé&hem svého Zivotniho cyklu Celi trypanozéma dvéma naprosto odliSnym prostedim,
coz je doprovazeno velkymi zménami v mitochondridlnim metabolismu parazitické bunky.
Zatimco sav¢i krevni forma Zije v krevnim fecisti, coZ je prostiedi bohaté na glukozu, tak
procyklicka hmyzi forma se nachazi ve stitevech mouchy tse-tse, coZ je naopak prostfedi na

glukozu chudé a hlavnim zdrojem energie jsou aminokyseliny (Lukes et al., 2010).

1.2.1 Mitochondrie krevni formy T. brucei

Mitochondrie krevni formy mé pouze minoritni roli v energetickém metabolismu.
Krebstv cyklus uplné chybi, tak jako vétSina komplext respira¢niho fetézce (obr. 1.2b)
(Chaudhuri et al., 1981). Jelikoz se parazit po prenosu do krve nachazi v prostredi
s nadbytkem cukru glukoézy, piestane vyrabét ATP pomoci oxidativni fosforylace a pfepne

na jednodussi, ale mén¢ efektivni produkci ATP glykolyzou (Lukes et al., 2010).



Mozna se zd4, ze mitochondrie krevni formy nema Zadnou funkci, ale opak je pravdou.
Mitochondrie si zachovavéa svou esencialni formu, jelikoz je stale dulezitd pro zachovani
homeostdzy vapenatych iontu, ¢i pro syntézu zelezito-sirnych klustert. I pfes absenci
dychaciho fetézce, stale v mitochondrii dochazi k re-oxidace NADH a finalnim akceptorem
danych elektront je kyslik. Pro udrzeni glykozomalni a glykolytické redoxni rovnovahy pies
glycerol-3-fosfat (Gly-3-P) a dihydroxyaceton fosfat (Clarkson et al., 1989), mitochondrie
trypanozémy obsahuje unikatni enzym, tzv. alternativni oxidazu (TAO), jenz je kodovana
Vv jadre. Tato oxidaza je klicem k udrzeni této rovnovahy (Chaudhury et al., 1998). Nicméné
je nutno podotknout, Ze tato draha nepfispiva k vytvareni membranového potencialu, jenz je
esenciadlni pro kazdou mitochondrii a potazmo bunku. Zajimavosti tudiz je, ze
mitochondrialni transmembranovy protonovy gradient je vytvafen pomoci hydrolytické

aktivity respira¢niho komplexu V, FoF; ATPazy (Nolan & Voorheis, 1992).

1.2.2 Mitochondrie hmyzi formy T. brucei

Mitochondrie procyklické formy T. brucei je plné vyvinuta, dokonce je fyziologicky a
metabolicky podobna jinym eukaryotickym mitochondriim (Luke§ et al.,, 2010).
Mitochondrie je bohatd na kristy, probihd zde Krebstv cyklus a dychaci fetézec je plné
funkéni (obr. 1.2a) (Besteiro et al., 2005). Zajimavym faktem je, Ze trypanozoma se
nespoléha pouze na vyrobu ATP pomoci oxidativni fosforylace, ale také vyrabi ATP pomoci

fosforylace substratové (Coustou et al., 2003).

Jelikoz se v této Casti zivotni cyklus parazit vyskytuje ve stievech mouchy tse-tse, jsou
primarnim zdrojem energie aminokyseliny, které se v tomto prostfedi nachazeji. Hojné se
zde vyskytuji aminokyseliny prolin a treonin (Bringaud et al., 2006). Jelikoz je transport
elektrond na ubichinonu rozvétven, mize byt uskute¢novan 2 zptisoby. Bud’ ptes alternativni
drahu pomoci alternativni oxiddzy TAO (Njogu et al., 1980), anebo klasickou drahou
dychaciho fetézce pres komplexy, I, II, III a IV. Klasickd draha respira¢niho fetézce tak
vytvaii nepostradatelny membranovy potencidl, a tudiz je rotujici FoF; ATP syntdza pouzita

k vyrobé ATP (Besterio et al., 2005).



3 NAle JNAD"

NADH  NAD* 4
NAD “ ATP

L-Threonine

A ! s ot

AN
| | r}—"—l [ * i
] Acetyl CoA o
Pyruvate o\ [gHydroxybutyratel

a-Ketoglutarate ‘L G_l 1
-Glutamate
bR oy

L-Proline
e

v
Malate Fumarate

Obrazek 1.2: Respirac¢ni Fetézec a uhlikovy cyklus mitochondrie T. Brucei (Lukes et al., 2010).
a) Respiracéni fetézec hmyzi formy T. brucei, ktery obsahuje vSechny respira¢ni komplexy (I — V).
Elektrony z I a Il komplexu jdou pies alternativni NADH dehydrogenazu II a glycerol-3-fosfat na
ubichinon, odkud putuje 25% elektronti na alternativni dehydgorenazu (TAO) a zbytek ptes komplex
Il a cytochrom ¢ na komplex IV. Diky proton-motivni sile dochazi na komplexu V K syntéze ATP.
b) Respiracni fetézec krevni formy T. Brucei postrada komplexy IIT, IV a cytochrom c. c¢) Krebstv

cyklus hmyzi formy T. Brucei.



FoF1-ATP syntaza/ATPaza krevni formy T. brucei ma esencialni funkci, jeji aktivita se
lis$i od FoF-ATP syntazy v lidské buice, jenz funguje ve sméru syntézy ATP. Z tohoto
davodu by specifickd inhibice hydrolytické aktivity mohla vést ke smrti parazita, zatimco
lidského komplexu by se inhibice nedotkla a dale by vyrabéla ATP. Hydrolytickou aktivitu
ATP syntazy je mozné inhibovat pomoci inhibi¢niho peptidu (Pullman & Monroy, 1963).

1.3 ATP syntaza

FoF1-ATP syntaza je evoluéné velmi stary a konzervativni komplex. Nachazi se
v mitochondriich eukaryotickych bun¢k, plasmatické membrané bakterii a také

Vv chloroplastech rostlin a fas (Alberts et al., 2005).

Syntéza ATP pomoci rotujiciho enzymatického komplexu byla vysvétlena tzv.
chemiosmotickou teorii, za kterou byla vroce 1978 udélena Nobelova cena Peterovi
Dennisovi Mitchellovi. Tato teorie vysvétluje spiazeni oxidace redukovanych kofaktort se
syntézou ATP z ADP a Pi v mitochondriich. Energie, ktera je ziskana oxidaci kofaktori
v dychacim fetézci, je nejprve vyuzita k aktivnimu transportu vodikovych iontil pfes vnitini
membranu mitochondrie do mezimembranového prostoru. Matrix mitochondrie je tak chudsi
o0 ionty H" a ziskava tak vi¢i cytosolu zaporny potencial. Vznika tak proton-motivni sila,
ktera prenasi ionty H' zpét do matrix. Zpétny transport H* je umoznén pravé ATP syntazou,

ktera uvolnénou energii pouziva k syntéze ATP (Mitchell, 1961; Mitchell, 1972).

Prokaryoticka ATP syntaza (obr. 1.3) je umisténa na plazmatické membrané bakterii.
Sestavda z 8 podjednotek stochiometricky zapsanych jako asPaydaboCio. Geny téchto
podjednotek jsou kdédovany jednim operonem (Walker et al. 1984a). F; Cast se sklada
z kruhu tii podjednotek o a tii podjednotek P. Periferni stopka sestava z podjednotek b a 6.
Jeden jeji konec je zakotven do membrany, zatimco ten druhy se vaze na N-terminalni oblast
F1 ¢asti. Centralni stopka se skldda z podjednotek y a €. Spojuje F1 a F, ¢asti a je esencidlni
pro funkci enzymu, jelikoz diky jeji rotaci dochazi syntéze ATP. F, Cast je takzvany
protonovy kandl, ktery je tvofen 10 podjednotkami c, které vytvareji prstenec interakci c

krouzki s podjednotkou a a slouzi k ptenosu H' iontdi (Gay & Walker, 1981).

Eukaryoticka ATP syntaza (obr. 1.3) se nachdzi na vnitfni mitochondridlni membrané
a ucastni se vyroby ATP pomoci oxidativni fosforylace (Boyer et al., 1997). F1-ATPaza je
siln¢ konzervativni, avSak mitochondridlni F,-ATPaza ziskala b&hem vyvoje dalsi

podjednotky oproti bakterialni ATP syntaze (Devenish et al., 2008). Nejlépe prozkoumanym
9



mitochondrialnim enzymem je bovinni ATP synt4za, ktera obsahuje 16 riznych podjednotek
(Collinson et al., 1994). Vétsina téchto podjednotek je zakddovana v jadie (Devenish et al.,
2008). F; cast se sklada z 5 podjenotek — asBsyde. F, ¢ast obsahuje podjednotky a, b, c, d, e,
f, g, OSCP, Fg a A6L. Centralni stopka je sloZzena z podjednotek yde a periferni stopka
z podjednotek b, d, OSCP, Fs. Jeden konec periferni stopky je zakotven do membrany,
zatimco ten druhy se vaze na N-termindlni oblast F; Casti. Centralni stopka spojuje F; a Fo
¢asti a je esencialni pro funkci enzymu, jelikoz diky jeji rotaci dochazi syntéze ATP.
Podjednotky a a c jsou zapojené do translokace protonli a presné role zbyvajicich

podjednotek nejsou zatim uplné jasné (Walker & Collinson, 1994).

“® @
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Obr. 1.3: Mitochondrialni a eubakterialni ATP syntiaza (Bason, 2008). A mitochondrialni ATP
syntaza. B eubakterialni ATP syntdza. Podjednotky B jsou odstranéné, tak aby byl vidét komplex
centralniho stonku.

FoF1 ATPaza vyuziva proton-motivni silu k syntéze ATP z ADP a Pi. Syntézy ATP je
dosazeno otacenim c-krouzku a centralni stopky, ke kterému dochazi v disledku translokace
protonli na rozhrani c-krouzku a podjednotky a. Rotace centralniho stonku je vyvazovéna
periferni stopkou, ktera zde plni funkci jako stator (Rubinstein et al 2003; Dickson et al.
2006). Podjednotka alpha obsahuje 3 nekatalytickd mista, na kterych nedochazi k syntéze
ATP, zatimco podjednotka beta obsahuje katalyticka mista (Boyer, 1997) a zaujima tak 3
samostatné konformace v zavislosti na rotaci podjednotky gamma, ktera je asymetricka a tak

se jeji interakce 1i8i s kazdym uspotfddanim podjednotek. Kazda ze tfi podjednotek beta ma
10



odlisné obsazeni nukleotidii. Naptiklad hovézi ATP syntdza podle krystalografické studie
vaze ADP na podjednotku Bpp (t€sna konformace), druha podjednotka Brp vaze ATP (volna
konformace) a tfeti podjednotka Be je v takové konformaci, Ze nevaze zadny nukleotid a
zustava tak prazdna (prazdna konformace). Béhem ATP syntézy (obr. 1.4) dochazi k rotaci
vzdy o 120° (Abrahams et al., 1994).

PP
&{l nnpm. -N a ENEF!:G‘I'
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B P
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Obr. 1.4: Mechanizmus syntézy ATP podle Paula D. Boyera. (Pfevzato z
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1997/press.html). Asymetrickd gamma

podjednotka, ktera zptisobuje zmény ve struktufe beta podjednotky, se nachdzi uprostred komplexu
F1 ATPazy. Svétle Sedd beta podjednotka zaujiméa otevienou konformaci (Bo nebo Pg), Seda beta
podjednotka volnou konformaci (.. nebo Brp) a tmaveé Seda podjednotka beta uzavienou konformaci
(Bt nebo PBpp). Mechanizmus syntézy ATP zacind v okamziku navdzani ADP a Pi na podjednotku
Boe, V dalsim kroku je ztéto podjednotky diky rotaci asymetrické podjednotky gamma vytvofena
podjednotka Brp a dojde k syntéze ATP. V dalsim kroku se z této podjednotky stava podjednotka beta

s volnou konformaci a navazana molekula ATP je tak uvolnéna.

ATP syntaza pfedstavuje vratné spraZzené zatizeni — dokaze bud’ vyuzivat toku protonti
po jejich gradientu elektrochemického potencidlu k tvorbé ATP, nebo mlize vyuzivat energii
Z hydrolyzy ATP k Cerpani protonii pfes membranu. Bude-li ATP syntéza ATP vyrabét ¢i
vyuzivat, zalezi na velikosti gradientu elektrochemického potencidlu protond pfies
membranu, ve kterém se ATP syntdza nachdzi. Napt. pokud je buitka z néjakého divodu
vystavena nizké az nulové koncentraci kysliku, mitochondrialni elektrochemicky gradient
selze a FoF1 ATP syntdza pfepne ze syntézy ATP na hydrolyzu ATP, aby obnovila
membranovy potencidl. Naptiklad u anaerobnich bakterii ATP syntdza spotiebovava ATP
vytvofené glykolyzou, aby Cerpala protony z buriky a tak zajistila dany protonovy gradient,
ktery bunka potfebuje k importu zdkladnich zivin aktivnim transportem (Alberts et al.,
2005).
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Aktivita ATP syntazy je regulovand nékolika zpisoby — in vivo pomoci ADP,
membranovym elektrochemickym potencidlem (ApH') a piirodnim proteinovym
inhibitorerm IF1. Snizeni elektrochemického potencidlu mize pifimét ATP syntazu
K hydrolyze ATP a tim padem dochazi k ¢erpani protond ven z organely. Hydrolyza ATP je

inhibovana inhibi¢nim proteinem (Cabezon et al., 2000).

1.4 Inhibi¢ni peptid
Zékladni charakteristikou inhibi¢niho proteinu je schopnost zastaveni hydrolyzy ATP,

nikoliv vSak syntézy ATP u mitochondridlni Fo,F; ATP syntazy (Cabezon et al., 2000).

Inhibi¢ni peptid IF1 se nachazi v mitochondriich zvifat (Pullmann & Monroy, 1963),
ale je také pritomen u kvasinek (Satre et al., 1975) a rostlin (Norling et al., 1990), avSak
nevyskytuje se u bakterii (Bason, 2008). Je konzervativni napfi¢ eukaryotickou fisi a
vykazuje vysokou homologii v ramci ptibuznych skupin organismt (Campanella et al.,
2009); napt. sekvence aminokyselin 20 — 50 jsou z 90% identické mezi turem a ¢lovékem a

z 80% mezi turem a hlodavci (Bason, 2008).

Jedna se o maly protein (83 aminokyselin (AK) u Bos taurus a 63 AK u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae), jehoz struktura je alpha-helikalni (Cabezon et al., 2001). Radou
experimentll bylo ukézano, ze inhibi¢ni peptid obsahuje minimalni inhibi¢ni sekvenci, ktera
se nachazi mezi AK 14 — 47 (Raaij et al., 1996) nebo mezi AK 22 — 46 (Stout et al., 1993) u
Bos taurus, ¢i mezi AK 17 — 41 u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Stout et al., 1993).
Nejlépe prostudovanym inhibi¢nim peptidem je protein pochazejici z mitochondrie B. taurus
(Pullman & Monroy 1963).

Pomoci krystalografickych studii bylo ukazano, Ze bovinni inhibi¢ni faktor (bIF1) se
vaze na katalytické rozhrani mezi C-terminalni oblasti podjednotek app a Ppp a zaroven je
v kontaktu s podjednotkami y, Brp a ag (obr. 1.5). Takto navazany bovinni IF1 zablokuje
rota¢ni mechanizmus béhem hydrolyzy ATP, avsak ne béhem syntézy ATP (Bason et al.,
2011).

Nedavné studie odhalily, Ze IF1 ma velmi dtleZitou roli v energetickém metabolismu
zijicich bun€k. Napiiklad u clovéka je IF1 nadmérné exprimovan v rliznych
rakovinotvornych bunkach. Zde funguje jako molekularni pfepina¢ z oxidativni fosforylace

na glykolyzu. IF1 také udrzuje koncentraci ATP béhem energetické krize. V tomto okamziku

12



jsou buiiky zbavené kysliku a glukozy a pokud v nich neni pfitomen IF1, tak ztraceji

bunééné ATP a umiraji rychleji nez bunky obsahujici IF1(Fujikawa et al., 2012).

[1-60His

Obr. 1.5: Struktura bovinni F1-ATPazy inhibované bovinnim inhibi¢nim peptidem IF1
(Bason et al., 2011). Podjednotky o (Cervena), B (Zluta), y (tmavé modra), 6 (fialova), €
(zelend) a inhibitor (svétle modrd). a) Bocni pohled na F1-ATPazu na vazebna mista na
rozhrani mezi podjednotkami app a Ppp, kde je navazan IF1 b) Pohled shora na C-terminalni
¢ast podjednotek a a B ukazujici interakci inhibi¢niho peptidu s podjednotkou F1-ATP
syntazy.

1.5 TblF1

V nasi laboratofi Funk¢ni biologie protist byl u T. brucei objeven homolog bovinniho
IF1 a kvasinkového IF1 a to TbIF1 (obr. 1.6). Pomoci specifické protilatky byl TbIF1
detekovan pouze v bunééném lyzatu z procyklickych bunék. Nicméné kdyz byl TbIF1 over-
exprimovan v buinkach krevniho stddia, doSlo kumrti bun€k a to diky sniZeni
mitochondrialniho membranového potencialu. JelikoZ exprese TbIF1 neméla vliv na syntézu
ATP v hmyzim stadiu, tyto in vivo experimenty dokazaly, ze TbIF1 inhibuje specificky
hydrolytickou aktivitu FoF1 ATP syntazy/ATPazy a tudiz by tato inhibice byla selektivné
letalni pouze pro bunky parazita a ne pro buiiky savciho hostitele. Z tohoto diivodu je velmi
dalezité¢ studovat interakci TbIF1 a FoF; ATPazy a také porozumét mechanismu vazby a
inhibice tohoto malého peptidu vici komplexu V. Predbézné vysledky ukazaly, ze TbIF1

neni az tak silnym inhibitorem F1-ATPézy (pfi srovnani s jeho bovinnim homologem). Proto
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bylo mym ukolem pfipravit sérii mutantnich TbIF1 proteini a poté testovat jejich schopnost

vazby k F1-ATPaze za i¢elem charakterizace minimalni inhibi¢ni sekvence TbIF1 a zvySeni

jeho schopnosti vazat se a inhibovat F;-ATPazu.

ThbIF1
bIF1

TBIF1
bIF1

TbIF1l
yIF1

TbIF1
yIFl

Mitochondridlni cilovy signal Minimalni inhibiéni sekvence
MLPLRVLPFTIAAGGYASQLRFYSEGKPTEGHRKINLDD-DERWIEAEFDEKLRSPEERYA 59
MAATALAARTRQAVWSVWAMQGRGFGSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYF 59

LFL : . F O HEI * R

Dimerizac¢ni doména
LERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMHESVRERDAQIDNLKEQIQTMEKKLOQOLTNEKQ 115
RARAKEQLAALKKHHENEISHHAKEIER-LOQKEIERHKQSIK----KLKQSEDDD- 109

* . K . E * k .k . Kk * . . K . * . * . E

Mitochondrialni cilovy signéal Minimalni inhibiéni sekvence
MLPLRVLPFIAAGGYASQLRFYSEGKPTEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYAL 60
MLPRSALARSLOLORGVAARFYSEG--STGTPRGSGSEDS———-—-—— FVKRERATEDFFVR 52

L * * ok ok ok kK - * . . x * .. L )

ERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMHESVRERDAQIDNLKEQIQTMEKKLQQLTNEKQ 115
QREKEQLR-——————————— HLKEQLEKQRKKIDSLENKIDSMTK-—-———————— 85

sk s sk e s R skk ke s s ke sk K

Obr. 1.6: Srovnani proteinovych sekvenci bovinniho IF1, kvasinkového IF1 a TbIF1 pomoci

programu ClustalW (2.1).
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2 Cile prace
1. Ptipravit expresni plasmidy obsahujici mutantni formy genu ThIF1.

2. Vypurifikovat rekombinantni TbIF1 proteiny z bakteridlnich bunék.

3. Srovnat inhibi¢ni vlastnosti mutantnich forem TbIF1 s pivodnim TbIF1.
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3 Material a metody

3.1 Gen TbIF1 a navrZeni primerta pro jeho amplifikaci

Pro zmnozeni mutantnich forem TbIF1 genu metodou PCR byly navrzeny primery,

které jsou uvedeny v tabulce 3.1 a 3.2. Na 5’konce bylo pifiddno restrikéni misto pro

restrikéni enzym Ndel a na 3’konce restrikéni mista pro restrikéni enzymy HindIII a Nhel.

Nukleotidova sekvence kodujici 6 histidinii byla soucasti reverzniho primeru na C-

terminalnim konci.

Tab. 3.1: Navrzené primery pro dlouhé verze mutanti TbIF1.

Jméno primeru

Sekvence

TbIF1 Amin5-93 FW

TAGCATATGCATATGCAATTACGCTTCTAC

(Ndel)

TbIFI A5-93 FW | TAGCATATGCATATGACTGAAGGACACAG

(Ndel)

TbIFI A10-93 FW | TAGCATATGCATATGAAGATCAACCTGGAC

(Ndel)

TbIFI Al15-93 FW | TAGCATATGCATATGGATGATGAGAGGTGG

(Ndel)

TbIF 1-93_6His Rev | CGAAAGCTTGCTAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTGCTTCTCGT
(Hind1ll a Nhel) TCGTTAACTGC

Tab. 3.2: NavrZené primery pro kratké verze mutanti TbIF1.

Jméno primeru

Sekvence

TbIF1 Amin5-93 FW

TAGCATATGCATATGCAATTACGCTTCTAC

(Ndel)

TbIF1 A5-93 FW | TAGCATATGCATATGACTGAAGGACACAG

(Ndel)

TbIF1 A10-93 FW | TAGCATATGCATATGAAGATCAACCTGGAC

(Ndel)

TbIF1 A15-93 FW | TAGCATATGCATATGGATGATGAGAGGTGG

(Ndel)

TbIF 1-64_6His Rev | CGAAAGCTTGCTAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTACAGATTCG
(HindIl a Nhel) TGCATGTGCTG

Cervené jsou oznaceny start kodony (ATG) pro metionin a stop kodony (TTA), zelend

sekvence 6 histidint a modfe restrik¢éni mista.
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3.2PCR

Polymerazova fetézova reakce slouzi k amplifikaci tiseku DNA. Tato amplifikace

funguje na principu replikace nukleovych kyselin.

Reakce probihala v 50 ul. Slozeni PCR smési je uvedeno v tabulkach 3.3 a 3.4. Pro
zmnozeni dlouhych forem TbIF1 byl pouzit plasmid pTv5 Tb4590, ktery obsahuje cely gen
pro TbIF1 vcetné mitochondridlni signalni sekvence. Tento plasmid byl poskytnut
Skolitelkou. Pro namnozeni kratkych verzi mutantti TbIF1 byl pouzit jiz mnou vytvoreny

plasmid pRUN TbIF1 Amin5-93.

Tab. 3.3: SloZeni reakce PCR dlouhé verze mutanta TbIF1.

Templatova DNA - pTv5 Tb4590 (50 ng) 1ul
FW Primer (10 uM) 1 ul
Rev Primer (10 pM) 1 ul
dNTP’s (kazdy nukleotid 10 mM) 1 pl
5x Expand Rxn pufr 10 pl
Expand Hi-Fi plus enzym 0,5 ul
MilliQ H,0 35,5 ul

Tab. 3.4: SloZeni reakce PCR kratké verze mutantua TbIF1.

Templatova DNA — pRun TbIF1 Amin5-93 (50 ng) | 2 ul
FW Primer (10 puM) 1 pl
Rev Primer (10 uM) 1 ul
dNTP’s (kazdy nukleotid 10 mM) 1 ul
5x Expand Rxn pufr 10 pl
Expand Hi-Fi plus enzym 0,5 ul
MilliQ H,0 33,5 ul
Program:

1. Iniciace denaturace 96°C 3 minuty

2. Denaturace 96°C 30 vtefin

3. Nasedani primera 56°C 30 vtefin 30x opakovat
4. Polymerace 72°C 30 vtefin

5. Polymerace 72°C 7 minut
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3.3 DNA elektroforéza a izolace DNA z gelu

Velikost amplifikovanych produkti byla ovétena elektroforézou v 1% agarézovém
gelu. Gel byl pfipraven smichanim 0,6 g agarézy a 60 ml pufru TAE (2 M Tribase, 5,7%
kyselina octovd, 5 mM EDTA pH 8), zahian v mikroviné troubé a po vychlazeni bylo
ptidano 2,5 pl ethidium bromidu (5 mg/ml). Produkty byly smichany s nanaseci barvickou
5XDNA Dye a naneseny do jamek v gelu a po rozdéleni byly z gelu vyizolovany podle
protokolu kitu QIAquick Gel Extraction (QIAGEN).

3.4 Restrikce

Restrikéni analyza slouzi k rozStépeni useki DNA v mistech se zcela urcitymi
sekvencemi nukleotidd pomoci restrikénich enzymi. Fragmenty lze rozdélit podle jejich

délky gelovou elektroforézou.

3.4.1. Restrik¢ni reakce PCR produktti TbIF1 mutantt
Restrikéni reakce amplifikovanych mutantnich verzi TbIF1 izolovanych z gelu

probihala v 50 ul 3 hodiny v termobloku pti 37°C. SloZeni reakce je uvedeno v tabulce 3.5.

Tab. 3.5: Restrikéni reakce.

10x pufr R 5ul
HindlII 1 ul
Ndel 0,5 ul
MilliQ H,O 15,5 ul
Amplifikované produkty PCR izolované z gelu | 28 ul

Malé mnozstvi (0,5 ul) restrikéniho enzymu Ndel bylo pfidavano do reakce kazdych

30 minut, jelikoz jeho uc¢innost klesa po delsi inkubaci ve 37°C.

Restrikéni reakce byla nasledné precisténa pomoci protokolu kitu Gen Elute™ PCR
Clean-up Kit (Sigma). Koncentrace a Cistota mutantnich forem TbIF1 byly zjistény na

pfistroji Nanodrop 1000 Spectropohotomer Thermo Scientific (tab. 3.6).
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Tab. 3.6: Pirehled koncentraci a ¢istoty mutantnich forem TbhIF1.

Inzert Koncentrace (ng/pl) Cistota Aso/Asgo
TbIF1 Amin5-93 7,1 1,96
TbIF1 A5-93 7,5 1,85
TbIF1 A10-93 11,7 1,78
TbIF1 A15-93 13,2 1,93
TbIF1 Amin5-64 8,5 1,79
TbIF1 AS5-64 14,1 1,85
TbIF1 A10-64 13,6 1,99
TbIF1 A15-64 8,8 1,89

3.4.2 Restrikce vektoru pRUN

Vektor pRun (obr. 3.1) byl stithan restrikénimi enzymy HindIIl a Ndel. Reakce

probihala v 50 ul 3 hodiny v termobloku pii 37°C. Slozeni reakce je uvedeno v tabulce 3.7.

Hindlll (3,302) 251

S asiog

GxHis t
pRUN sequencing RE"

Gen pro ampicilinovou rezistenci—=

o T7 promotor
¥ ,pRUN sequencing FW
4

506"} ptaY

Obr. 3.1: Mapa vektoru pRun.

Tab. 3.7: Restriké¢ni reakce vektoru pRun.

we

10x pufr R Spul
Hind11I 1 ul
Ndel 0,5 ul
DNA (pRun IF1 1-93/2 GST I/11) 10 pl
MilliQ H,0 33,5 ul
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pRun byl poté izolovan z 1% agardzového gelu podle protokolu kitu QIAquick Gel

Extraction (QIAGEN). Opét byla zméfena koncentrace a Cistota na pfistroji Nanodrop 1000

Spectropohotomer Thermo Scientific (tab. 3.8).

Tab. 3.8: Pirehled koncentraci a ¢istoty pRun.

Inzert Koncentrace (ng/pl) Cistota Aso/Asgo
pRUN pro dlouhé verze 13,3 1,68

pRUN pro kratké verze 8,3 1,92

3.7 Ligace

Ligace slouzi ke spojeni dvou linedrnich molekul DNA na zaklad¢ kompatibility 5 a

3" konce pomoci enzymu DNA ligazy a vytvoieni kruhové molekuly (plasmidu).

Inzerty mutantnich forem TbIF1 byly zaligovany do expresniho vektoru pRun. Reakce

probihala v 10 ul ve 4°C po dobu 16 hodin. Slozeni liga¢nich smési je uvedeno v tabulce

3.9 a3.10.

Tab. 3.9: Liga¢ni smés dlouhych verzi mutanti TbhIF1.

TbIF1Amin5-93 | TbIF1 A5-93 | TbIF1 A10-93 | TbIF A15-93 | pRun
Inzert [ng/pl] 7,1 7,5 11,7 13,2 13,3
Inzert [pl] 2,5 ul 2,5 ul 1,5 ul 1,5 pl -
pRun [13,3 ng/ul] | 3,3 pl 3.3 ul 3,3 ul 33 ul 3,3 ul
T4DNA ligaza 1 ul 1 ul 1 ul 1l 1 ul
T4 DNA 10x pufr | 1 pl 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
MilliQ H,O 2,2 ul 2,2 ul 3,2 ul 3,2 ul 4,7 ul
Tab. 3.10: Ligacni smés kratkych verzi mutanti TbIF1.

TbIF1Amin5-64 | TbIF1 A5-64 | TbIF1 A10-64 | TbIF1 A15-64 | pRun
Inzert [ng/pl] 8,5 14,1 13,6 8,8 8,3
Inzert [pl] 1 pl 1 ul 1 ul 1 pl -
pRun [8,3 ng/ul] 3,5ul 3,5ul 3,5ul 3,5ul 3,5ul
T4DNA ligaza 1 ul 1l 1 ul 1 ul 1 ul
T4 DNA 10x pufr | 1l 1l 1wl 1wl 1wl
MilliQ H,O 3,5u 3,5ul 3,5ul 3,5ul 4,5 ul
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3.8 Transformace do XL1-blue E.Coli

Kompetentni bunky XL1-blue byly ponechany 20 minut na led¢€, aby Setrné roztaly.
Poté bylo smichano 100 ul bunék a 5 ul ligacni smési. Po 10-ti minutach na ledu nasledoval
tepelny Sok ve vodni 14zni na 45 vtefin pii 42°C a smés byla okamzit¢ dana na led na 2
minuty. Poté bylo ptfidano 200 ul SOC média (2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;,, 10 mM MgSQO,, 20 mM glukéza) a buiiky se nechaly
inkubovat na tfepacce 45 minut ve 37°C. 300 ul bunék bylo rozetfeno na ampicilinovou

misku (100 pg/ml) a ta byla inkubovana 14 hodin v inkubatoru pii 37°C.

3.9 Izolace plasmidové DNA

Jedna narostla kolonie z kazdé misky byla vypichnuta sterilnim paratkem a vlozena do
3 ml LB média (1 % trypton, 1 % NaCl, 0,5 % kvasny extrakt) s ampicilinem (100 pg/ml) a
ponechdna na tfepacce ve 37°C 14 hodin. Plasmidovd DNA byla vyizolovdna podle

protokolu kitu GenElute™ HP Plasmid miniprep Kit (Sigma).

3.10 Restrikce plasmidové DNA

Restrikce byla provedena, aby bylo ovéfeno, zda se inzerty vlozily do vektoru pRun.

Slozeni restrikéni reakce je uvedeno v tabulce 3.11. Reakce probihala v 15 pl.

Tab. 3.11: Restrik¢ni analyza kratkych i dlouhych verzi mutanta TbhIF1.

10x pufr R 1,5 ul
Hindlll 0,2 ul
Ndel 0,5 ul
MilliQ H,O 5,8 ul
Plazmidova DNA 7 ul

Restrikce probihala v termobloku 2,5 hodiny ve 37°C. Spravnost inzertl byla ovétena

na 1% agar6zovém gelu.

3.11 Sekvenovani

Sekvenovani umoziluje zjistit poradi nukleotidii v molekulach DNA, vylouéi se tim

nespravné konstrukty ¢i mutace.
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Plasmidy mutantnich forem pRun TbIF1 byly osekvenovéany. V sekvenatni smési
bylo ptitomno 150 ng plasmidové DNA a primer pRun sequencing FW. Sekvenace probihala

na naSem servisnim pracovisti.

3.12 Priprava expresnich bunék E.coli C41

Expresni buiiky C41 byly nabrany sterilnim paritkem ze zamrazené suspenze
zasobnich bunék, paratko bylo vhozeno do 3 ml LB média bez ampicilinu a buiiky byly
ponechany na ttepacce ve 37°C pies noc. Druhy den bylo odebrano 500 ul bunék, které byly
vloZzeny do 25 ml LB média a byly ponechany ve tiepacce ve 37°C, dokud jejich opticka
hustota pti 600 nm nebyla 0,4 — 0,6. Po dosazeni hodnoty 0,4 byly buiky sto¢eny 10
minut/8000 rpm. Supernatant byl vylit a pelet byl resuspendovan ve 20 ml sterilniho
ledového CaCl, (0,1 M CaCl,). Smés byla inkubovana 30 minut na ledu, sto¢ena 10
minut/8000 rpm a pelet byl resuspendovan ve 4 ml sterilniho ledového CaCl,. Buniky byly
poté uskladény v lednicce po dobu 14 dni a pouzity pro transformace ptipravenych plasmidi

PRUN s inzerty ThIF1.

3.13 Transformace do expresnich bunék C41

100 pl expresnich bun¢k C41 a 1 pl plasmidu bylo ponechédno 30 minut na ledu. Po
inkubaci na ledu byl proveden tepelny Sok ve vodni lazni ve 42°C na 45 vtefin, smés byla
okamzit€ dana na 2 minuty na led. Bylo pfidano 150 pl SOC média a smés byla inkubovana
na tfepacce 30 minut pii 37°C. Poté bylo rozetieno 250 pul reakce na ampicilinové misky,

které byly inkubovany 14 hodin ve 37°C v inkubatoru.

3.14 Overexprese rekombinantniho proteinu — pilotni pokus

Pii expresi proteinu Ize pomoci rtiznych expresnich systémil vytvofit protein odvozeny
od konkrétniho genu. V nasem piipadé §lo o systém, ktery je zalozen na indukci exprese T7
RNA polymerazy z lac operonu pfidanim induk¢niho ¢inidla IPTG a naslednym nasednutim

T7 RNA polymerazy na T7 promotor, jenZ pfedchazi sekvenci studovaného genu.

Sterilnimi paratky byla vybrana jedna narostla kolonie od kazdého klonu, paratka byla
vhozena do zkumavky se 3ml LB média s ampicilinem. Zkumavky byly nechény na tfepacce
ve 37°C 1 hodinu. Do 2 novych zkumavek pro kazdy klon se 3ml LB média s ampicilinem

bylo napipetovano 1000 ul z narostlé kultury. Kultury byly inkubovany ve tfepalce pfi
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37°C, dokud jejich opticka hustota pfi 600 nm nedosahla hodnoty 0,4 — 0,6. Kultury byly
rozdélené na indukované a neindukované. Do indukovanych byly piidany 4 ul 1 M
isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) a ob¢ kultury byly tfepany ve 37°C 2 hodiny.
Od kazd¢ kultury byl sto¢en 1 ml ve 4°C 5 minut/5000 rpm. Pelet byl resuspendovan ve 100
ul 1xPBS (5,6 mM NayHPO,4-12H,0, 3,6 mM NaH,PO4-2H,0, 0,145 M NaCl) a bylo
pfidano 50 pl 3xSDS nanaSeci barvicky (150 mM Tris pH 6.8, 6% SDS, 0,3% bromfenolova
modt, 30% glycerol, 300 mM dithiothreitol). Vzorky byly denaturovany v tepelném bloku v
97°C 7 minut.

3.15 SDS Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS PAGE)

SDS Polyakrylamidova gelova elektroforéza slouzi k separaci proteinti dle jejich
velikosti. K proteinovym vzorkim je ptidan dodecylsiran sodny (SDS), ktery proteiny
denaturuje a ucini je zaporné nabitymi pii teploté nad 60°C a proteiny tak poté v gelu putuji
ke kladné anod¢. Podle velikosti se kazdy protein pohybuje skrz gel s rozdilnou rychlosti.
Mensi proteiny pronikaji pory v gelu snadnéji nez vétsi. Prave proto mensi proteiny postoupi
Vv gelu dale, zatimco vétsi se nachazeji blize pocatku. Nizkomolekularni proteiny se rozdéluji

na vysoko procentnich gelech, v mém piipad¢ na 15%.

Aby byla ovéfena exprese proteinil, byl pfipraven 15% SDS PAGE gel. Po sestaveni
elektroforetické aparatury, byl nalit mezi sklicka 15% rozdélovaci gel (1 gel — 1,4 ml H20,
30 ml 30% akrylamidmix, 1,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 60 ul 10% SDS, 60 ul 10% APS, 6 ul
TEMED), po zatuhnuti na né&j byl nalit 5% zaostfovaci gel (1 gel — 1,7 ml H20, 420 ul 30%
akrylamidmix, 315 pul 1 M Tris pH 6,8, 25 ul 10% SDS, 25 ul 10% APS, 5 ul TEMED). Po
zatuhnuti gelu byly do jamek naneseny jednotlivé vzorky a marker. Elektroforéza probihala
v 1x SDS elektroforetickém pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS) po dobu 2
hodin. Ze zacatku byl gel ponechéan pii 90V a po 30 minutach byla voltaz zvySena na 120V.

Vsechny vzorky 1 marker postupovaly gelem soucasné.

Barveni SDS PAGE gelu probihalo v roztoku Coomassie blue (50% metanol, 10%
kyselina octovd) 30 minut. Po obarveni byl gel odbarven odbarvovacim roztokem (7%

metanol, 5% kyselina octova).
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3.16 Western blot

Pomoci Western blot analyzy je mozné detekovat urcity protein ve smési proteinl
pomoci primarna protilatky (specifickéd proti studovanému proteinu) a sekundarni protilatky
(rozezndva navazanou primarni protilatku). Western blot probihd na membranég, na kterou
byly pieneseny proteiny z SDS polyakrylamidového gelu pomoci elektrického pole.
Blotovaci sendvi¢ sestava z anody — houbi¢ky — papiru — membrany — gelu — papiru —
houbicky — katody. Houbicky a papiry musi byt namoceny do blotovaciho pufru, jinak by se
gel a membréana spalily kvili prichodu elektrického proudu. Zaporné nabité proteiny se
ucinkem elektrického pole pienesou z gelu na membranu, ptitahuje je kladné nabitd anoda
umisténa pod membranou. Membrana s pfenesenymi proteiny je inkubovana v 5%
mléku/PBS-T, jenZz blokuje nespecifické navazani protildtky na membranu. Poté se pifida
primarni protilatka (protilatka proti studovanému proteinu, kterd s nim specificky reaguje) a
membrana je vni inkubovana. Po promyti je membrana inkubovdna se sekundarni
protilatkou (protilatka proti priméarni protilatce), kterd je nejcastéji konjugovana
S reportérovym enzymem kienovou peroxiddzou (HRP). Po promyti nasleduje detekce
proteini. Spocivd vtom, ze kienova peroxidaza reaguje spolu s chemiluminiscencnim
substratem za vzniku luminiscen¢niho produktu, jehoz luminiscence je detekovana specidlni

kamerou.

Jelikoz urcité mutantni verze TbIF1 nebyly viditelné na coomassie barveném SDS
PAGE gelu, pro ovéfeni exprese proteini byl proveden western blot. Béhem SDS PAGE
elektroforézy s 15% gelem byla pfipravena pienosova polyvinylfluoridova (PVDF)
membrana (BioTRaceT'vI PVDF — GeneTiCA), kter4 byla na 30 vtefin ponofena do metanolu.
Papirky, houbicky a gel byly namoceny v I1x transferovém pufru (25 mM Tris, 192 mM
glycin, 20% metanol). Byl sestaven pfenosovy sendvi¢, ktery byl vlozen do ptenosové
aparatury a proteiny byly pfeneseny na membranu pomoci elektrického pole 90 minut pfi
oV.

Membrana byla uchovana pies noc v 5% roztoku mléka v 1IXPBS-T (1xPBS s 0,05%
Tween). Druhy den byla membrana inkubovana hodinu s komeréni mysi protilatce a-His v
fedéni 1:2000 pii pokojové teploté. Poté byla membrana 3x 10 minut promyta v 1XPBS-T a
déle byla inkubovéana s komercni sekundarni protilatkou (kozi antimysi v fedéni 1:2000) 1

hodinu pfi pokojové teploté. Membrana byla znovu promyta 3x 10 minut v 1XPBS-T.

Proteiny byly vizualizovany chemiluminiscen¢ni metodou, pii které byl jako substrat

pouzit roztok peroxidu, ktery byl smichén se substratovym roztokem luminolu (Pierce®
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ECL Western blotting Substrate, Thermo Scientific) v poméru 1:1 a napipetovan na
membranu po dobu 1 minuty. Signal byl detekovéan piistrojem Fuji Film Dark Inteliigent

Box Las-3000 Lite Image reader.

3.17 Overexprese rekombinantniho proteinu

Do 20 ml LB média s ampicilinem byly sterilnim paratkem pfeneseny narostl¢ kolonie
z ampicilinovych misek. Buiiky byly ponechany riist na tfepacce pii 37°C ptes noc. Druhy
den bylo 20 ml narostlé buné¢né kultury pieneseno do 500 ml LB média s ampicilinem a
kultura byla ponechana na tfepacce, dokud jeji optickd hustota pii 600 nm nedosahla
hodnoty 0,4 — 0,6. Po dosazeni hodnoty 0,4 bylo do bunécné kultury pfidano 500 pl 1 M
IPTG a kultura se nechala inkubovat 2 hodiny na tfepacce ve 37°C.

3.18 Purifikace rekombinantniho proteinu

3.18.1 Sklizeni bunééné kultury

Narostld kultura byla sto¢ena v konickych kyvetdch ve 12°C 10 minut/4500 rpm.
Bakterialni pelet byl resuspendovan ve 20 ml PBS-G (1xPBS, 6 mM glukdza) a znovu
stoCen ve 12°C 15 minut/3800 rpm. Pelet byl poté resuspendovan v 10 ml pufru A (25 mM
Tris pH 7,5, 100 mM NacCl, 25 mM Imidazol pH 8, 10% glycerol), do kterého byla pfidana 1
tableta proteazového inhibitoru (Roche), lysozym (750 pg), ktery narusi bakteridlni sténu a

DNazal (100U). Smés se nechala 30 minut ve 4°C rotovat.

3.18.2 Sonikace lyzovanych bakterii
Pii sonikaci jsou buniky rozbity na mensi fragmenty pomoci ultrazvuku na pfistroji

zvaném sonikator.

Vzorky byly sonikovany velkou jehlou (2 cm) 5 x 20 vtefin s 50% amplitudou s 1
minutou na ledu. Poté byl pfidan lysozym (500 pug) a smés byla znovu rotovana 15 minut ve
4°C. Vzorky lyzatu byly rozdéleny po 1 ml do ependorfek a byly sto¢eny ve 4°C 30
minut/15000 g. Supernatant byl pfenesen do nové falkonky, objem byl doplnén pufrem A do
20 ml a lyzat byl prefiltrovan filtrem (0,45 pm).

3.18.3 Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie HPLC
Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) slouZi k separaci slozek vzorku pro
jejich dalsi stanoveni — napftiklad pritomnosti a koncentraci. Soucasti HPLC aparatury je
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vykonné vysokotlaké Cerpadlo, diky kterému mize kolonou menSich rozmért protékat
mobilni faze, a tak reagovat se staciondrni fazi v koloné, ve které jsou vazané castice o
velikosti nékolik mikrometri. Chromatografické metody se dale dé€li na sorpcni, gelove,

iontové a afinitni.

Principem afinitni chromatografie na véazanych kovovych iontech (IMAC) jsou
specifické interakce mezi 2 latkami. V tomto pfipad¢é se vyuziva interakce protein-kovovy
iont. Cilové proteiny obsahuji hexahistidinovou kotvu na C termindlnim konci (sekvence 6
po sob& jdoucich histidin®), kterd reaguje s Ni’* v kolonce Ni-NTA. Kolonka obsahuje
nitrilotrioctovou kyselinu (NTA), kterd tvoii s kovy (Ni?*) chelatové komplexy. Cilovy
protein je navazan na kolonku a eluovan gradientem imidazolu (0-1 M) obsazeném v pufru.
Imidazol ma oproti histidinu vyssi afinitu k ¢asticim kovu a tak jeho vysok4 koncentrace
vytésni histidinovou kotvu navdzanou na Ni%*z Ni-NTA kolonky. Dany tagovany protein je
takto uvolnén do elu¢ni faze a posbiran do frakci. Prichod proteinu ptes kolonku Ize

sledovat diky UV detektoru, ktery zaznamenava zmény slozeni mobilni faze.

Purifikace rekombinantniho proteinu byla provedena pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie HPLC, jejiz schéma je zobrazeno na obrazku 3.2 a provadé¢la se na piistroji

AKTAprime plus GE Healthcare.
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Obr. 3.2: Schéma vysoko-u¢inné kapalinové chromatografie.

(Ptevzato: http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html)

Ptistrojovd pumpa byla nejprve promyta piefiltrovanou destilovanou vodou a hadicky
A; a B byly zbaveny bublinek. Po promyti pumpy byla nasroubovana kolonka (HisTrapT'vI
HP, GE Healthcare, objem 1 ml) nabita nikelnatymi ionty (Ni?*). Kolonka byla promyta 5-ti

objemy prefiltrované destilované vody, hadicka A; byla vlozena do pufru A a hadi¢ka B do
26


http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html

pufru B (pufr A + 500 mM Imidazol pH 8) a pumpa jimi byla znovu promyta. Po promyti
byl nastaven pritok 0,5 ml/min ptfes kolonku a lyzat byl nanesen na kolonu pomoci hadicky
A;. V moment¢, kdy se lyzat dostal na kolonku, byl nastaven sbérac¢ frakci a tak byla mobilni
faze po prichodu kolonkou odkapavéna do piipravenych zkumavek. Po té, co prosel
kolonkou veskery lyzat za pritoku 1 ml/min, byl protein z kolonky eluovan do pfipravenych
zkumavek zvysujici se koncentraci imidazolu pomoci linearniho gradientu pufru B. Po eluci

cilového proteinu byly hadicky a celd pumpa promyta 20% etanolem.

Celkova purifikace proteinu byla sledovdna v programu Primeview pomoci UV

detektoru.

Eluéni frakce purifikovaného proteinu byly ovéfeny SDS PAGE -elektroforézou,

smichanim 30 pl frakce a 3xSDS Dye a nanesenim na 15% gel.

3.19 Dialyza

Dialyza umoziuje piecistit proteiny od nezadoucich slozek, jako jsou napftiklad soli

obsazené v purifikac¢nich pufrech.

Membrana (membra-Cel diallysis tubig od Serva cat. #44313 s MWCo 7-12 kDa) byla
prevaiena v pufru s 10 mM EDTA pH 8 (10 mM EDTA pH 8, 10 mM Tris pH 7,2), poté
byla proplachnuta a uchovana v pufru 1 mM EDTA pH 8 (1 mM EDTA pH 8, 10 mM TRis
pH 7,2).

Eluéni frakce byly posbirany a pteneseny do dialyzatni membrany, ktera byla
uzaviena skiipci a byla ponechdna na magnetické michacce pii pokojové teploté 4 hodiny

v 20 mM roztoku Trisu o pH 7,4.

3.20 Zakoncentrovani proteinu

Precisténé proteiny byly zakoncentrovany v centrifugani kolonce (Vivaspin6 —
membrane 3000 MWCO PES — Satoriusstedin biotech) sto¢enim p#i 7500 g, dokud objem ve

zkumavce neklesl na 2 ml.

3.21 Urceni koncentrace proteinti pomoci Bradfordova ¢inidla

Tato metoda slouZi ke zjiSténi koncentrace proteini v roztoku. Barvivo Coomassie

brilliant blue se vaze na proteinové molekuly v kyselém pH, po vazb¢ barviva na proteiny
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dochazi k barevné zméné roztoku, pficemz plati ¢im tmavéjsi barva, tim koncentrované;si

protein. Jako kalibra¢ni protein se pouziva hovézi sérovy albumin (BSA).

Do piipravenych zkumavek bylo napipetovano 20 pl od kazdého vzorku kalibra¢ni
fady 10% BSA vV koncentraci od 62,5 pg/ml — 1000 pg/ml a 20 ul nafedénych vzorki. Ke
vSem vzorklim a kalibra¢ni fadé byl napipetovan 1 ml Bradfordova roztoku (Coomassie Bio-
rad protein assay 1:5). Po 10 minutach inkubace na stole pii pokojové teploté byly vzorky
preneseny do 96-jamkové desticky a reakce byla analyzovana pti OD595 na pfistroji
TECAN. Ziskané hodnoty absorbance byly ptepocitany v Microsoft Office Excellu do

koncentraci jednotlivych vzorka (tab. 3.13).

Tab. 3.13: Koncentrace mutantnich forem TbIF1.

Inzert Koncentrace (ug/pl)
TbIF1 Amin5-93 1,34
TbIF1 A1-93 1,48
TbIF1 A5-93 1,73
TbIF1 A10-93 1,59
TbIF1 A15-93 0,51
TbIF1 Amin5-64 11,34
TbIF1 Al1-64 3,32
TbIF1 A5-64 7,12
TbIF1 A10-64 9,16
TbIF1 A15-64 2,94

3.23 Inhibi¢ni ATPazova esej

V esejovém pufru je obsazena laktdtdehydrogenaza (LDK), pyruvatkindza (PK),
fosfoenolpyruvat (PEP), Mg-adenozinztrifosfat (MgATP) a nikotin adenin dinukleotid
hydrid (NADH). Po pfidani F1-ATPazy je spusSténa kaskada reakci vedoucich k oxidované
formé NADH. K tomu aby se ATP navazalo na F1-ATPazu, musi byt v reakéni smési
pfitomno magnesium, to je zde ve formé MgATP a vazba také zalezi na hodnoté pH roztoku.
F1-ATP4aza hydrolyzuje ptitomné MgATP za vzniku ADP a organického fosfatu (Pi). ADP a
PEP jsou vyuzity pyruvat kindzou ke vzniku pyruvatu a ATP. Pyruvat je dale za pomoci
LDK a NADH redukovan na laktat za vzniku NAD". Redukované NADH ma absorpéni
maximum pii 340 nm a tudiz se mé&fi ubytek redukovaného NADH pii OD 340 nm.
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Nepftetrzité monitorovani hydrolyzy ATP pusobenim Fi-ATPazy spojené s oxidaci
NADH bylo provedeno spektrofotometricky. Hydrolyza ATP byla spusténa ptiddnim
F1-ATPazy a byla monitorovana klesajici absorbance NADH pii 340 nm. Pro studium
inhibi¢nich vlastnosti TbIF1 proteinu byla do reakce pfidana rliznd mnoZzstvi
rekombinantniho proteinu a poté spektrofotometricky zdznam odpovidal nasledujici rovnici

monoexponencialniho poklesu aktivity ATPazy:

y(® =Vt + [(V(0) - V(1)/kapp] [1 — exp(-—Kappt)] + Yo

kde y(t) je absorbance v ¢ase t, yp absorbance v ¢ase definovana jako ¢as pridani TbIF1. V(0)
je rychlostni konstanta absorbance pied piidanim TbIF1 v absorpcnich jednotkach za
sekundu (v poméru k pocatecni ¢innosti ATPazy), V(I) je kone¢na rychlost absorbance po
pfidani TbIF1 (imérnd konecné ATP4zové Cinnosti), a kapp je zfejmd inhibi¢ni konstanta v
st Ziskana kapp hodnota byla vynesena jako funkce koncentrace inhibitoru [I] aby stanovila

rychlostni konstanty ken (v M™s™) a ket (v s) podle:

kapp = Kon[1] + Kot

Pro charakterizace inhibi¢nich schopnosti TbIF1 proteinii byly pfipraveny dva
ATPazové esejové pufry; jeden o pH 6,5 (50 mM KCI, 50 mM MOPS, 2 mM MgSO,) a
druhy o pH 8 (50 mM KCIl, 50 mM Tris pH 8, 2 mM MgSO,). Pro samotnou reakci bylo do
téchto pufrd pfiddno 100 mM NADH, 100 mM PEP, 200 mM MgATP, 0,0005% LDH
0,0009% PK). Pro kazdou reakci byl do kyvetky napipetovan 1 ml esejového pufru se 7,5 ul
Fi1-ATPazy, kterd mi byla poskytnuta spolupracovnici v laboratofi. Smés byla promichana a
vloZena do spektrofotometru. Po automatickém vynulovani byl pfidan vzorek proteinu
mutantni formy TbIF1. Absorbance byla zaznamendvana po dobu 10 minut s kazdou

koncentraci v§ech 8 mutantnich forem proteinu TbIF1.

29



4. Vysledky

4.1 Priprava mutantnich forem TbIF1

Pro ptipravu mutantnich forem TbIF1 genu byla provedena PCR reakce s navrzenymi
primery. Cely c¢teci ramec genu TbIF1 (obr. 4.1) je dlouhy 381 nukleotidi. Prvnich 51
nukleotidii pfedstavuje predikovanou signalni sekvenci. Po této sekvenci byly navrzeny
primery tak, aby vysledny PCR produkt pro jednotlivé mutantni formy byl vzdy kratsi o 15

nukleotidu.

ATGCTGCCCCTCCGTGTACTACCATTCATCGCTGCAGGCGGTTACGCCTCCCAAT

]Zb.I.F_’I_Am.LDS_QS_FEW —_TDIF1 AS-O3 FW , ThIF1 A10-93 FW
TACGCTTCTACAGCGAGGGGAAGCCAACTGAAGGACACAGAAAGATCAACC

> TblF1 A15-93 FW
TGGACGATGATGAGAGG [GLATCGAGGCGGAGTTCGACGAAAAACTTCGGTC

TCCAGAAGAACGATATGCACTCGAACGACAGCGCGAGACAATGAAGGGACTCA

< TblF1 A1-64 6His Rev
TCAAGAAAATACGCAACGAACACAAA CGCGA

GAGGGACGCTCAAATTGACAACCTCAAAGAGCAAATACAGACAATGGAAAAGA

< TblF1 A1-93 6His Rev
AACTACA TAG

Obr. 4.1: Cely ¢teci ramec genu TbIF1 s vyzna¢enymi nasedacimi sekvencemi pro prime

ry. Mitochondridlni signalni sekvence je podtrzena, Cervené je oznacena nasedaci sekvence pro
primer TbIF1Amin5-93 FW, modie pro TbIF1A5-93 FW, hnéd¢ pro TbIF1A10-93 FW, oranzové
pro TbIF1A15-93 FW, svétle zelen¢ pro TbIF1A1-64 6His Rev a svétle modie pro TbIF1Al-
93 6His Rev.

Vysledné proteinové sekvence pro jednotlivé mutantni formy TbIF1 proteinu se od
sebe 1i8i N-terminalnim koncem, ktery je vzdy o 5 aminokyselin krat$i. Na C-terminalni
konec je pifidana sekvence Sesti histidin, které slouzi pro afinitni purifikace

rekombinantnich proteind.

TbIF1Amin5-93:
QLRFYSEGKPTEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKI
RNEHKQHMHESVRERDAQIDNLKEQIQTMEKKLQQLTNEKQHHHHHH

TbIF1A1-93 (pivodni TbIF1 protein, jehoz pocatek byl definovan na zdkladé homologie
s kvasinkovym IF1 proteinem):
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SEGKPTEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHK
QHMHESVRERDAQIDNLKEQIQTMEKKLQQLTNEKQHHHHHH

TbIF1AS5-93:
TEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMH
ESVRERDAQIDNLKEQIQTMEKKLQQLTNEKQHHHHHH

TbIF1A10-93:
KINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMHESVRER
DAQIDNLKEQIQTMEKKLQQLTNEKQHHHHHH

TbIF1A15-93:
DDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMHESVRERDAQI
DNLKEQIQTMEKKLQQLTNEKQHHHHHH

Pro kratkou verzi TbIF1 proteinu, ktera neobsahuje potencidlni dimerizac¢ni sekvenci
na zaklad¢ homologie s bovinnim IF1 byl vytvofen peptid, ktery kon¢i aminokyselinou 64 a
po ni nasleduje opét sekvence Sesti histidini. N-terminalni konec je vytvotfen stejné jako

v ptipad¢ dlouhého TbIF1 proteinu.

TbIF1Amin5-64:
QLRFYSEGKPTEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKI
RNEHKQHMHESVHHHHHH

TbIF1A1-64 (pGvodni TbIF1 protein, jehoz pocatek byl definovan na zakladé homologie

s kvasinkovym IF1 proteinem a dimerizacni doména byla definovana na zakladé homologie
s bovinnim IF1 proteinem):
SEGKPTEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHK
QHMHESVHHHHHH

TbIF1A5-64:
TEGHRKINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMH
ESVHHHHHH

TbIF1A10-64:
KINLDDDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMHESVHH
HHHH
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TbIF1A15-64:
DDERWIEAEFDEKLRSPEERYALERQRETMKGLIKKIRNEHKQHMHESVHHHHHH

Metodou PCR byly zmnozené pozadované tiseky DNA mutantnich forem TbIF1 genu.
Spravna délka useki byla ovéiena na 1% agardézovém gelu (obr. 4.2 a obr. 4.3). Oc¢ekavané
velikosti fragmentii jsou uvedeny v tabulce 4.1. Fragmenty byly vyizolovany pomoci kitu
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) a pie¢istény pomoci kitu Gen Elute™ PCR Clean-up
Kit (Sigma). Za ucelem zaklonovani vSech fragmentti do pRun vektoru, byly ptecisténé PCR
produkty naStipany restrikénimi enzymy HindIll and Ndel. Vektor pRun byl taktéz
rozstithan restrikénimi enzymy Ndel a HindIIl. Restrikce byla ovéfena na 1% agardézovém
gelu (obr. 4.4) a DNA o odpovidajici velikosti 2900 pb byla vyizolovan z gelu. Mutantni
formy TbIF1 byly zaligovany do vektoru pRun a liga¢ni smés byla transformovana do bunck
E.coli XL1-blue. Z narostlych kolonii byla pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN vyizolovana plasmidovda DNA a byla provedna restrikéni analyza s enzymy
Hindlll a Ndel k ovéfeni, zda klonovani prob&hlo spravné (data neukazana). VSech 8 vzorka

mutantnich forem TbIF1 bylo poslano na sekvenaci, aby byly vylou€eny ptipadné mutace ve

Stecim ramci.

Tab. 4.1: Shrnuti velikosti dlouhych a kratkych mutantnich forem TbIF1.

Nazev FW primer Rev primer Velikost (pb)
TbIF1 Amin5-93 TbIF1 FW Amin5-93 TbIF 1-93_6His 330
TbIF1 A5-93 TbIF1 FW A5-93 TbIF 1-93_6His 300
TbIF1 A10-93 TbIF1 FW A10-93 TbIF 1-93_6His 285
TbIF1 A15-93 TbIF1 FW A15-93 TbIF 1-93_6His 270
TbIF1 Amin5-64 TbIF1 FW Amin5-93 TbIF 1-64_6His 243
TbIF1 A5-64 TbIF1 FW AS5-93 TbIF 1-64_6His 213
TbIF1 A10-64 TbIF1 FW A10-93 TbIF 1-64_6His 198
TbIF1 A15-64 TbIF1 FW A15-93 TbIF 1-64_6His 183
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Obr. 4.2: PCR reakce pro dlouhé verze
mutanti TbIF1. Pismeno M oznacuje
marker (1 Kb plus DNA ladder), pismeno A
oznacuje TbIF1 Amin5-93, pismeno B
TbIF1 AS5-93, pismeno C TbIF1 A10-93 a
pismeno D TbIF1 A15-93.

Na obrazku 4.2 lze vidét vysledek PCR pro dlouhé verze mutantnich forem TbIF1.
Do prvni jamky 1 byl nanesen vzorek TbIF1 Amin5-93, ktery ma nejvétsi velikost. V jamce
2 je poté viditelny vzorek TbIF1 A5-93, v jamce 3 TbIF1 A10-93 a jamce 4 TbIF1 A15-93,
ktery ma nejmensi velikost. Velikost fragmenti podle ocekavani postupné klesa od

nejveétsiho TbIF1 Amin5-93 k nejmensimu TbIF1 A15-93.

Obr. 4.3: PCR reakce pro kratké
verze mutanti TbIF1. Pismeno M
oznacuje marker (I Kb plus DNA
ladder), pismeno As oznacuje TbIF1
Amin5-64, pismeno Bs TbIF1 A5-64,
pismeno Cs TbIF1 Al0-64 a
pismeno Ds TbIF1 A15-64.

3000 bp

109868
N |

650 bp
500 bp

48088

200 bp
100 bp

Na obrazku 4.3 je také patrné, Ze velikosti inzertd kratkych mutantnich forem postupné
Klesaji. Vzorky byly naneseny do 2 jamek, jelikoz objem jednoho vzorku se nevesel do jedné
jamky. Nejvétsi fragment TbIF1 Amin5-64 se nachazi v jamce 1 a 2, vjamce 3 a 4 je
nanesen TbIF1 A5-64, v jamce 5 a 6 je nanesen TbIF1 A10-64 a v jamce 7 a 8 je nanesen
TbIF1 A15-64, ktery ma nejmensi velikost. | velikosti téchto fragmentd postupné klesaji od
nejveétsiho TbIF1 Amin5-64 k nejmensimu TbIF1 A15-64.
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Obr. 4.4: Restrikéni analyza vektoru pRun. Pismenem M je

oznacen marker (1Kb plus DNA ladder).

3000 bp o s i) pRun
2000 bp
1650 bp

1000 bp
850 bp
650 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp
100 bp

Na obrazku 4.4 je vidét linearizovany vektor pRun, ktery je naneseny v jamce 1. Takto

linearizovany vektor byl pouZit pro ligaci mutantnich forem TbIF1. Jeho velikost je 2900 pb.

4.2 Pilotni exprese mutantnich forem TbIF1 proteinu

K ovéfeni, zda dochézi k expresi rekombinantnich proteinti, byla provedena pilotni

exprese mutantnich proteinti TbIF1.

Ovéfené plasmidy obsahujici fragmenty TbIF1 genu byly zatransformovany do
expresnich bunék C41. Narostlé kolonie byly nasazeny do LB média a pii optické hustoté
0,4 byly indukovany pfidanim IPTG s vyslednou koncentraci 1 mM. Bakterialni lyzaty
z neindukovanych a indukovanych bun¢k byly naneseny na 15% SDS PAGE gel. Proteinovy
gel byl nasledné obarven Coomassie blue a odbarven odbarvovacim roztokem (obr. 4.5 a

obr. 4.6). Ocekavané velikosti proteint jsou uvedené v tabulce 4.2.
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Tab. 4.2: Molekulova hmotnost proteinii mutantnich forem TbhIF1.

Nazev Molekulova hmotnost (kDa)
TbIF1 Amin5-93 12,86

TbIF1 A5-93 11,55

TbIF1 A10-93 11,07

TbIF1 A15-93 10,49

TbIF1 Amin5-64 9,32

TbIF1 A5-64 8,11

TbIF1 A10-64 7,53

TbIF1 A15-64 6,95

Na obrazku 4.5 je vidét exprese dlouhych mutantnich forem TbIF1 proteinu. Do
lichych jamek (1, 3, 5 a 7) byly naneseny neindukované bakterialni lyzaty vzorku TbIF1
Amin5-93, TbIF1 A5-93, TbIF1 A10-93 a TbIF1 A15-93. Do sudych jamek (2, 4, 6 a 8) byly
naneseny vzorky z indukovanych bungk stejnych vzorkt. Z obrazku je ziejmé, Ze v piipadé
vzorku TbIF1 Amin5-93 a TbIF1 A5-93 byla exprese uspésna, overexprimované proteiny
jsou zfeteln¢ detekovatelné na barveném gelu a jejich velikost odpovida ocekavané velikosti
(tab. 4.2). V ptipadé vzorku TbIF1 A10-93 a TbIF1 A15-93 neni exprese viditelna. Tento

vysledek miliZze poukazovat na niZsi sensitivitu coomassie barveni, ¢i na netispé$nost exprese.

kDa

Obr. 4.5: Pilotni exprese
dlouhych verzi TbIF1. Pismeno
‘ 28 M oznacuje marker (unstained

30 protein ladder), A oznacuje
indukované¢  formy  TbIFI
Amin5-93, Anon oznacuje

neindukované formy TbIFI

Amin5-93, Bin oznacuje

M indukované formy TbIF1 A5-93,

Anon T T DD ™

Bnon  0znaCuje  neindukované
formy TbIF1 A5-93, C\y oznacuje indukované formy TbIF1 A10-93, Cnon 0znacuje neindukované
formy TbIF1 A10-93, D\ oznacuje indukované formy TbIF1 A15-93, DNON oznacuje

neindukované formy TbIF1 A15-93.
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Na obrazku 4.6 je analyzovana exprese kratkych mutantnich forem TbIF1 proteinu.

Stejné¢ jako v predchazejicim piipadé, do lichych jamek byl nanesen bunécny lyzat

z neindukovanych bun€k a sudé drahy obsahuji vzorky zbunék indukovanych. Diky

coomassie barveni je exprese zieteln¢ detekovana ve vzorcich TbIF1 Amin5-64, TbIF1 AS-

64 a TbIF1 A10-64. Nutno podotknout, Ze jejich velikost odpovida uvedenym velikostem

v tabulce 4.2. V piipadé vzorku TbIF1 A15-64 neni jasné, zda exprese cilového proteinu

byla Gispésna.

15 kDa

10 kDa

Obr. 4.6: Pilotni exprese
kratkych verzi TbIF1. Pismeno
M oznacuje marker (unstained
protein ladder). Asy oznaéuje
indukované formy TbIF1 Amin5-
64, Asnon oznacuje neindukované
formy TbIF1 Amin5-64, pismeno
Bsiy oznacuje indukované formy
TbIF1 A5-64, Bsyon oznacuje
neindukované¢ formy TbIF1 AS-

64, Csn oznacuje indukované

formy TbIF1 A10-64, Csyon oznacuje neindukované formy TbIF1 A10-64, Ds; oznacuje
indukované formy TbIF1 A15-64, Dsyon 0znacuje neindukované formy TbIF1 A15-64.

Vzhledem k tomu, ze nékteré proteiny mutantnich forem, konkrétné proteiny TbIF1
A10-93, TbIF1 A15-93, TbIF1 A10-64 a TbIF1 A15-64, nebyly zfeteln¢ viditelné na

barveném SDS PAGE gelu, byla pouzita sensitivnéj$i metoda detekce a to imunoblotting.

Vzorky z bakterialnich lyzatd byly naneseny na 15% SDS PAGE gel a proteiny byly

pfeneseny na PVDF membranu. PouZitim primarni protilatky mysi a-His a sekundarni anti-

mysi protilatky znacené HRP, byly specificky zvyraznény cilové proteiny na membrang.

Bylo tak ovéteno, Ze i tyto mutantni formy TbIF1 jsou exprimovany (obr. 4.7 a obr. 4.8).

Pozitivni klony mutantnich forem TbIF1 byly dale pouZity na purifikaci proteint.
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Obr. 4.7: Western blot pro dlouhé verze mutanti TbIF1. Na gel byly naneseny rtizné objemy
vzorkil a to 15 pl a 30 pl. Pismemo M oznacuje marker (prestained protein ladder), pismeno Cy
oznacuje TbIF1 A10-93, Cyon oznacuje neindukované formy TbIF1 A10-93, Dy oznacuje
indukované formy TbIF1 A15-93, Dyon 0znacuje neindukované formy TbIF1 A15-93. Jako kontrola
indukce proteinti (B)y) byla pouzita indukovana forma TbIF1 A5-93.

Jelikoz bylo tézké odhadnout intenzitu chemiluminiscen¢niho signdlu, byly na gel
(obr. 4.7) naneseny dv¢ rizna mnozstvi bakterialniho lyzatu (15 a 30 ul). Jamky 1,3,5a7
obsahuji vzorky ziskané z neindukovanych bunék, zatimco drahy 2, 4, 6 a 8 obsahuji
rozdélené indukované lyzaty. Z obrazku je patrné, Ze exprese cilového proteinu byla Gspésna
v kazdém pripade. Nicméng, slaby signal byl také detekovan ve vzorcich z neindukovanych
bun¢k Tomuto jevu se fiké exprese v pozadi a dochazi k ni aniz by se indukovala exprese
proteinu. Do jamky 10 byl nanesen indukovany lyzat ze vzorku TbIF1 A5-93, ktery slouzil

jako pozitivni kontrola pro vazbu primarni a sekundarni protilatky.

25kDa  —— : Obr. 4.8: Western blot
pro kratké mutantni
formy TbIF1. Na gel
bylo 15 pl od kazdého

15kDa ——
vzorku. Pismemo M
‘ - a-— oznacuje marker (pre-
10kDa —— stained protein ladder),
As As Bs Bs Cs Cs Ds Ds L. .
Non In Non In Non In Non In Asiy  oznaluje  induko-

vané formy TbIF1 Amin5-64, Asyon 0znacuje neindukované formy TbIF1 Amin5-64, pismeno
Bs\y oznacuje indukované formy TbIF1 A5-64, Bsyon 0znacuje neindukované formy TbIF1
A5-64, Cs)y oznacuje indukované formy TbIF1 A10-64, Csyon 0znacuje neindukované formy
TbIF1 A10-64, Ds,y oznacuje indukované formy TbIF1 A15-64, Dsyon 0znacuje neindukované

formy TbIF1 A15-64.
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Na obrazku 4.8 z western blotu je patrné, ze nejsilnéjsi signal je detekovan ve vzorku
TbIF1 Amin5-64, zatimco signal u vzorku TbIF1 A15-64, je nejslabsi. Nicméné¢ i v tomto
ptipad¢é byla exprese detekovana ve vSech piipadech. U vzorku TbIF1 Amin5-64 a TbIF1
A5-64, je opét viditelna exprese cilového proteinu i v bunkach neidnukovanych, coz opét

poukazuje na expresi vV pozadi bez induk¢niho ¢inidla IPTG.

Velikosti proteini TbIF1 A15-93 a TbIF1 A15-64 neodpovidaji predpoklddanym
velikostem, které jsou uvedeny v tabulce 4.2. Tato nezvykla mobilita kratkych fragmenta je
tézko vysvétlitelna a ztohoto divodu byly vzorky odevzdany k analyze hmotnostni

spektrometrii.

4.3 Purifikace rekombinantnich proteini TbIF1

Pro dalsi charakterizaci inhibi¢nich schopnosti mutantnich TbIF1 proteinti bylo nutné

tyto proteiny vypurifikovat pomoci afinitni chromatografie.

Po ovéfeni, ze dochézi k expresi cilovych proteini v expresnich buitkkdch C41, byly
pozitivni bakterialni buiiky pfeneseny do vétSiho objemu LB média a po 2 hodinach indukce
byly bakteridlni pelety zlyzovany pomoci lyzosymu a nasledné rozbity sonikaci. TbIF1
proteiny byly purifikovany pomoci HPLC AKTA prime pfistroje, kde byl prubéh purifikace
proteinu z afinitni kolonky monitorovan UV detektorem. Hodnoty UV detektoru byly
zaznamenavany softwarem Primeview a vyneseny do grafu purifika¢niho profilu (obr. 4.9).
Pfitomnost proteinu byla ovétena na 15% SDS PAGE gelu, ktery byl obarven Coomassie
blue (obr. 4.10). Vypurifikovany protein byl poté dialyzovan a zakoncentrovan. Timto
zpusobem byly ziskany rekombinantni proteiny vSech 8 mutantnich verzi TbIF1. VSechny
vypurifikované a zakoncentrované proteiny byly naneseny na 15% SDS PAGE gel, aby byla

ovéfena a porovnana jejich velikost (obr. 4.11).
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Obr. 4.9: Purifika¢ni profil TbIF1 Amin5-64.

80 100

Na obrazku 4.9 je purifikacni profil proteinu TbIF1 Amin5-64. Modra linie udava

hodnoty UV detektoru, zelena linie udadva hodnoty koncentrace imidazolu obsazeného

v pufru B. Purifikacni profil ma 3 ¢asti. V prvni €asti dochédzi k ustaleni startovacich

podminek. V druhé ¢asti dochazi k naneseni bakterialniho lyzatu na kolonku (frakce 3 — 11).

V tieti ¢asti, pfistroj automaticky zvySuje koncentraci imidazolu linearnim gradientem pufru

B. Pfi urcité koncentraci imidazolu dojde k eluci navazaného proteinu a ta je zaznamenana

jako pik (frakce 22 — 26). Cela purifikace je sbirdna do pfipravenych zkumavek.

kDa 1 2 geds =4 bs 6 7 8 9
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FCL oznacuji prefiltrovany bunéény lyzat pied purifikaci.
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Obr. 4.10: Ovéfeni vypurifi-

kovaného proteinu TbIF1
Amin5-64 na akrylamidovém
gelu. Cisla 22, 23, 24, 25 a 26
oznacuji eluéni frakce, ve
kterych je piitomen purifiko-
vany protein. Cislo 6 oznacuje
frakci s proteinem, ktera pro-
tekla kolonou. WCL znamena
lyzat po sonikaci, CL oznacuje

supernatant, P oznacuje pelet a



Z obrazku 4.10 je patrné, zZe purifikace TbIF1 Amin5-64 byla uspésna. Do jamky 1 byl
nanesen lyzat po sonikaci, do jamky 2 byl nanesen pelet, ktery byl po stoceni v centrifuze
resuspendovany v pufru A. Tento vzorek slouzi jako kontrola, kolik proteinu zistava po lyze
a sonikaci v nerozpustné frakci. Do 3.jamky byl nanesen supernatant po stoCeni, ktery
obsahuje dostatecné mnozstvi rozpustného TbIF1 proteinu. V jamce 4 se nachdzi vzorek
prefiltrovaného bunécného lyzatu, ktery byl nanesen na kolonu a v jamce 6 se nachazi
vzorek z frakce proteinu, ktery protekl NiNTA kolonkou. Dréhy 7 — 10 obsahuji vzorky
Z eluénich frakci (22 — 26). Podobny purifikacni profil byl ziskan pro vSechny zbyvajici
mutantni TbIF1 proteiny.

M
40 Obr. 4.11: Srovnani
| 2 3 4 5 6 7 8
35 kratkych a dlouhych
’s mutantnichverzi TbIF1
na akrylamido-vém
gelu. Pismeno M ozna-
s ¢uje marker (unstained
— Bs Cs Ds protein ladder), A ozna-
o— ———— . .
- — - ¢uje TbIF1 Amin5-93, B
10 oznacuje TbIF1 A5-93,

kDa C oznacuje TbIF1 A10-
93, D oznacuje TbIF1 A15-93, As oznacuje TbIF1 Amin5-64, Bs oznacuje TbIF1 A5-64, Cs
oznacuje TbIF1 A10-64, Ds oznacuje TbIF1 A15-64.

Na obrazku 4.11 je vidét porovnani velikosti kratkych a dlouhych mutantnich verzi
TbIF1. Pro dlouhé verze mutantnich TbIF1 byl nanesen 1 pg od kazdého vzorku, pro kratké
verze mutantnich TbIF1 byly naneseny 2 pg od kazdého vzorku. Do jamky 1 byl nanesen
TbIF1 Amin5-93, do jamky 2 byl nanesen TbIF1 A5-93, do jamky 3 byl nanesen TbIF1 A10-
93. Velikost téchto 3 vzorkl odpovida velikostem uvedenym v tabulce 4.2. Do jamky 4 byl
nanesen TbIF1 A15-93. U tohoto vzorku jsou patrné dva prouzky, nicméné ani jeden
neodpovida predikované velikosti daného proteinu. Do jamky 5, 6 a 7 byly naneseny vzorky
TbIF1 Amin5-64, TbIF1 A5-64 a TbIF1 A10-64 s odpovidajici velikosti (tab. 4.2).
Do posledni jamky 8 byl nanesen TbIF1 A15-64, jehoz velikost opét neodpovida
pfedpokladané velikosti. V pfipadé TbIF1 A5-64 a TbIF1 A10-64 proteini jsou znatelné

mensi prouzky, které jsou nejspiSe vysledkem slabé degradace cilového proteinu.
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4.4 Srovnani inhibi¢nich vlastnosti mutantnich forem TDbIF1

s pivodnim TbIF1

Spektrofotometricky test byl pouzit k charakterizaci inhibi¢nich vlastnosti mutantnich

forem TblIF1.

K 1 ml ATPé4zového pufru bylo pfidano 7,5 ul F1-ATPazy, kterd mi byla poskytnuta
kolegyni v laboratofi. Zména absorbace pii 340 nm byla zaznamenavana po dobu 10 minut
pro 5 — 6 koncentraci od kazdého proteinu. Ziskané¢ hodnoty zmény absorbance v ase (obr.
4.12) byly zpracovany v programu GraphPad PRISM® a ze ziskanych hodnot byl vytvoien
graf v Microsoft office Excell (obr. 4. 13). Z tohoto grafu byly ziskany 3 konstanty (tab. 4.3).
K je disociacni konstanta pro inhibitor vaZici se na enzym, kterd je vyjadiend jako molarita
(UM), kon je vyjadfena jako pM za sekundu (uM™s™) a znamena rychlostni konstantu pro
navazani inhibitoru, koff je vyjadiena v zapornych sekundach (s) a znamend rychlostni
konstantu pro odpojeni inhibitoru. Tyto konstanty udavaji, jak dobte se bude inhibitor vazat
na F1-ATPézu, jak stabilni tato vazba bude a jak snadno se inhibitor odpoji. Cim vyssi je
konstanta Kon, tim 1épe se inhibitor navaze na Fi-ATPazu a vazba je stabilngjsi. Cim je
konstanta Ko nizsi, tim mensi je pravdépodobnost naruseni vazby mezi inhibitorem a F;-

vvvvvvv

inhibice F;-ATPazy inhibitorem.

Takto byla sledovéana inhibi¢ni aktivita u vSech 8 mutantnich proteini TbIF1, srovnani

jejich inhibiénich vlastnosti je uvedeno v tabulce 4.4.

° ( 200 400 600 soo Cas (s)

0,1 - T

02 - ——TbIF1 AMin5-63 5 ul
——TbIF1 AMin5-63 4 ul

03 - ——TbIFL Amin5-63 3 pl
——TbIF1 AMin5-63 2 ul

04 - ===TbIF1 Amin5-63 1 pl
——TbIFL Amin5-63 0,5 pl

-O,5 4

0,6 -

Daso

Obr. 4.12: Ukazkova ATPazova inhibi¢ni esej TbIF1 Amin5-64 pH 6,5.
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Na obrazku 4.12 byly na osu y naneseny hodnoty zmény absorbance, na osu x ¢as
v sekundach. Tak vznikly zaporné exponencialni kiivky, které zndzoriuji zmény absorbance
v Case, vyjadiujici jak vznikda oxidovana forma NADH. Pokud se podivame na legendu
vpravo a porovname ji s vyslednym grafem, tak je patrné jak rtizné koncentrace TbIF1
inhibuji hydrolytickou aktivitu F1-ATP4zu. Cim vice inhibitoru bylo pfidano, tim G&inngjsi

byla inhibice.

Kapp 0,03 -

y =0,0352x + 0,001 *

0,025 - R2=0,9913

0,02 -
0,015 -
0,01 -

0,005 -

0 T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Koncentrace inhibitoru (uM)

Obr. 4.13: Ukazkovy excellovy graf pro vypocet K,, K, a Koit TbIF1 Amin5-64 pH 6,5.

Obrazek 4.13 znazoriiuje typicky vysledek pokusu. Hodnoty kapp (zfejma inhibi¢ni
konstanta v s™') vypo&tené pomoci rovnice uvedené v metodice jsou v linearni zavislosti
S pouzitou koncentraci inhibitoru (uM). Ziskané body byly prolozené piimkou a z rovnice
regrese byly ziskany hodnoty pro rychlostni konstanty kon @ Koif @ pomérem Kogi/Kon  byla
vypocitana hodnota konstanty K, (tab. 4.3).

Tab. 4.3: Ukazkova tabulka s hodnotami Ko, K a K| pro TbIF1 Amin5-64 pH 6,5.

TbIF1 Amin5-64 (x 10°7)

kon (M™s™) 3,52
Koir (57) 0,1
K, (uM™) 2,8

Inhibi¢ni eseje byly provedeny u vSech 8 mutantnich TbIF1, byly vyhodnoceny
V Microsoft office Excell a timto zplisobem byly ziskany hodnoty inhibi¢nich konstant vS§ech
8 mutantnich TbIF1 proteint, které jsou uvedeny v tabulce 4.4. Diky této tabulce je vSechny

Ize porovnat s pavodnimi TbIF1 proteiny a zjistit tak jejich inhibi¢ni vlastnosti.
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Tab. 4.4: Piehled vazebnych parametri TbIF1 a jeho mutanti vudi F;-ATPaze pii pH 6,5.

Inhibiéni protein Kon (MTs1) x 107 Ko (s7) x 107 K, (uM™) x 107
TbIF1 Amin5-93 0,65 1,55 238
TbIF1 A1-93_6xHis 1,04 0,23 22,1
TbIF1 A5-93 1,6 0,85 51,2
TbIF1 A10-93 3,92 0,8 20,9
TbIF1 A15-93 0,56 0,87 153,8
TbIFI Amin5-64 3,52 0,1 2,8
TbIF1 A1-64_6xHis 3,2 0,44 13,75
TbIF1 A5-64 1,8 0,14 7,7
TbIF1 A10-64 1,8 0,12 6,4
TbIF1 A15-64 N/A N/A N/A

Vzhledem k tomu, Ze protein TbIF1 A15-64 nevykazoval na akrylamidovém gelu
spravnou velikost, nebyl zahrnut do inhibiéni ATPazové eseje. V piipadé peptidu TbIF1
A15-93 byl i pfes $patnou velikost tento inhibitor testovan. Nicméné nezvykle nizka hodnota
Kon a tudiz prili§ vysoka hodnota K, ukazala, ze tento protein je velmi $patnym inhibitorem
F1ATPazy. Pokud tedy porovname vSechny ostatni inhibi¢ni konstanty s ptivodnimi TbIF1
proteiny (TbIF1 A1-93 6xHis pro dlouhé verze a TbIF1 A1-64 6xHis pro kratké verze) je
patrné, ze v piipad¢ dlouhych verzi hodnoty ko, postupné stoupaji, zatimco u kratkych verzi

tyto hodnoty Ko, naopak klesaji.

Jestlize tedy vybereme inhibitory s nejvyssi hodnotou kg, nejnizsi kois a Ky je ziejmé,
ze nejlepSimi inhibitory by byly TbIF1 A10-93 a TbIF1 Amin5-64. Oba inhibitory maji vyssi
hodnotu Kon V porovnani s ptivodnimi TbIF1. Avsak pokud porovname navzajem i tyto 2
inhibitory, tak je jasné, ze lépe inhibuje TbIF1 Amin5-64. Jeho hodnota Ko, je vyssi nez
hodnota Kof, coz znamena, Ze se snadno navaze a vznikla vazba bude velmi stabilni. Jelikoz

cv v

inhibuje.
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5 Diskuze a zavér

V této praci jsem se zaméfila na charakterizaci inhibi¢nich vlastnosti proteinu TbIF1 a
jeho mutantnich verzi. Pomoci PCR byly namnozeny useky DNA odpovidajici osmi
mutantnim verzim TbIF1. Amplifikované useky DNA byly poté zaklonovany do expresniho
vektoru pRun a exprimovany v burikach E. coli C41. VSech osm mutantnich proteind bylo
vypurifikovano pomoci afinitni chromatografie z bakteridlniho lyzatu a tyto proteiny byly
dale pouzity v ATPazové inhibi¢ni eseji. Na zékladé vysledkl z této eseje byly kalkulovany
konstanty Kon, Kofr @ K|, které charakterizuji schopnost daného peptidu vazat se a inhibovat
hydrolytickou aktivity F1ATPazy.

Uspé&snost indukce exprese studovanych proteini byla prokdzana pomoci coomassie
barveni lyzatu z indukovanych bunék. V nékolika ptipadech se stalo, ze indukce proteinu
nebyla na takto obarveném gelu dobie viditelnd. V tomto piipadé jsem zvolila sensitivné;si
metodu detekce rekombinantniho tagovaného proteinu a to western bloting s naslednou
vizualizaci studovanych proteinii pomoci specifickych protilatek. Western blot ukazal, ze ve
vSech studovanych piipadech k expresi uspésn¢ dochdzelo, nicméné v ptipadé TbIF1 A15-93
a TbIF1 A15-64 neodpovidala ptedpokladana velikost. Tyto dva proteiny migrovali gelem
pomaleji, neZ bylo predikovano. Chyby ve ¢tecim rameci, €1 v klonovani TbIF1 A15-93 a
TbIF1 A15-64 tsekiit DNA byly vylouc¢eny pomoci sekvenovani. Specifické posttranslacni
modifikace téchto dvou proteind by mohly byt diivodem jejich pomalejsi migrace gelem.

Z tohoto divodu byly oba dva vypurifikované proteiny ptfedany k analyze pomoci

hmotnostni spektrometrie a na vysledky této analyzy stale cekame.

Analyza pomoci western blotu také poukdzala na tvorbu proteinu i1 v neindukovanych
buiikdch, to znamend za absence indukéniho ¢inidla IPTG. Tento jev je pomérné Casty,
jelikoZz dochézi k nizké transkripci T7 RNAP zlac operonu, kterd pak nasedd na T7
promotor, jenz je piitomny v expresnim vektoru. V piipad¢, Ze studovany protein neni
toxicky pro bakterialni buiiku a je moZné ho purifikovat za nativnich podminek, neni tfeba se

timto jevem pfili§ zabyvat.

Srovnavaci gel vypurifikovanych mutantnich forem TbIF1 (obr. 4.11) poukazuje
v nékterych piipadech na proteolyzu, jelikoz jsou také detekovany mens$i proteinové
fragmenty. Dlouhé formy TbIF1 proteinu se zdaji byt vice stabilni, jelikoz u verzi TbIF1
Amin5-93, A5-93, A10-93 je detekovan pouze band o ocekavané velikosti. Jen v piipade

proteinu A15-93 jsou viditelné dva bandy a jejich identita je zatim neznama (viz vyse).
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V piipadé kratkych mutantnich verzi je vidét, Ze pouze TbIFI Amin5-64 je dostatecné
stabilni a je na gelu viditelny pouze band o ocekavané velikosti. V pripad¢ TbIF1 A5-64,
TbIF1 A10-64 jsou vidét mensi bandy, které s nejvétsi pravdépodobnosti vypovidaji o lehké
proteolyze ve vzorku. Bohuzel u TbIF1 A15-64 jsme detekovali velmi slaby band o velikosti
jiné, nez ukazala westernova analyza. Pravé z tohoto diivodu byl tento protein vyrazen ze

studie.

Vsechny nativni studované inhibi¢ni peptidy obsahuji na N-termindlnim konci
presekvence (obr. 1.6), které uréuji jejich lokalizaci do mitochondrie bunky. U bovinniho
peptidu se jedna o sekvenci prvnich 25 AK (-25 AK az -1 AK), ktera je v mitochondrii
odstépena a vznikd tak zraly bIF1 s délkou 84 AK (Walker et al., 1987) o molekulove
hmotnosti 9,58 kDa. Pro TbIF1l byla predikovana mitochondrialni signalni sekvence, ale
nebyla zatim experimentalné ovétena. Predikéni programy poukazuji, Ze prvnich 17 AK je
odstépeno po vstupu TbIF1 do mitochondrie. Pokud je tato predikce spravnd, plné funkéni
TbIF1 protein by mél obsahovat 98 AK. Nicméné pomoci alignmentu s kvasinkovym IF1
proteinem byl stanoven zacatek aktivniho peptidu na tripeptidu SEG (obrazek 1.6) a takto
zkraceny TbIF1 protein obsahuje 93 AK. Nicméné pro studium inhibi¢nich vlastnosti TbIF1
proteinti jsme také zahrnuly peptid nasledujici predikci mitochondrialni signalni sekvence a
tento peptid nazyvame TbIF1 Amin5-93 (obrazek 1.6). Kvasinkovy yIF1 je nejmensi
studovany inhibi¢ni peptid, jelikoz zraly protein obsahuje pouhych 63 AK a jeho

predikovana molekulova hmotnost je 7,38 kDa.

V mitochondrii se bovinni IF1 vyskytuje ve 2 konformacich. Pfi pH nad 6,7 se bIF1
vyskytuje v inaktivni, vysoce a-helikdlni, neinhibujici formé jako tetramer (Cabezon et al.,
2000) a neni tak schopen interakce s ATP syntazou (Fujikawa et al., 2012). Kdyz pH klesne
pod hodnotu 6,7, tetramer se rozpada a dava vzniknout dimeru, ktery je aktivni, méné a-
helikélni a vykazuje inhibicni aktivitu (Cabezon et al., 2000), (Fujikawa et al., 2012). Zména
konformace peptidl v zavislosti na pH mitochondrialniho matrixu je diileZitd pro regulaci
aktivity bIF1. Podobné forma regulace se vyskytuje také u yIF1, nicméné zde se jednd o
neaktivni dimer a aktivni monomer (Robinson et al., 2013). Pro TbIF1 zatim nebyla
podrobné studovana regulace aktivity a zména konfromace pfi riiznych pH, avSak naSe
predbézné vysledky poukazuji na fakt, Ze jak pii vysokych, tak i pfi i nizkych hodnotach pH
se TbIF1 vyskytuje stale jako monomer, nicméné jeho inhibi¢ni schopnost roste se

snizujicim se pH (Gahura et al., nepublikované vysledky).
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Pomoci dele¢ni analyzy bylo zjisténo, ze bIF1 obsahuje tzv. minimalni inhibi¢ni
sekvenci, ktera se nachazi mezi aminokyselinami 22 — 46 (Stout et al., 1993), anebo 14 — 47
AK (Raaij et al., 1996). Podobna studie byla také provedena u yIF1 a u tohoto proteinu se
minimalni inhibi¢ni sekvence nachdzi mezi aminokyselinami 17 — 41 AK (Stout et al.,

1993). U TbIF1 nebyla zatim zjiSténa upln¢ piesna oblast minimalni inhibi¢nich sekvenci.

Oblast dimerizacni domény byla zatim upiesnéna pouze pro bIF1, u kterého se tato
oblast nachdzi mezi aminokyselinami 44 — 84 AK (Gordon-Smith et al., 2001). Na zakladé
homologie TbIF1 a bIF1, byl u TbIF1 predikovan usek, ktery by mohl byt zodpovédny za

moznou dimerizaci proteinu (65 — 93). Funk¢ni ovéteni této predikce je v planu.

V ptipad¢ inhibic¢nich eseji byla u vSech inhibi¢nich peptidii prokazana dulezitost N-
terminalni sekvence AK. Tyto AK se net¢astni inhibi¢nich procest, ale stabilizuji inhibi¢ni
komplex (Bason et al., 2011; Adriananaivomananjaona et al., 2011). U kvasinkového IF1
dochazi ke zvyseni ko, aZ po deleci prvni 15 AK, zatimco hodnotu kes zvySuji vSechny N-
terminalni delece oproti wt yIF1 (Adriananaivomananjaona et al., 2011). U bIFl byly
vSechny hodnoty kon vyssi u dele¢nich mutantii na N-termindlnim konci ve srovnani s wt
bIF1, zatimco hodnoty ks nevzrostly, dokud nebylo odstranéno prvnich 14 AK (Bason et
al., 2011).

Vysledky (tab. 4.3) ukazuji, Zze ve skupin€ ,,dlouhych* proteini (az 93 AK) nejlépe
inhibovala verze TbIF1 A10-93. Vysledky ziskané ze srovnani dlouhych verzi TbIF1
proteinu (TbIF1 Amin5-93, TbIF1 AS5-93, TbIF1 A10-93, TbIF1 A15-93) ukazuji jak je
prvnich 15 AK dulezitych ve vazbé na F;-ATPazu. Podporuji hypotézu, vyslovenou jiz pro
bovinni IF1 protein, ze prvnich 10 AK na N-terminalnim konci je dulezitych pro vazbu
TbIF1 na F;-ATPazou, nicméné maji slaby destabiliza¢ni charakter. In vivo tento jev muze
byt dilezity pro odpojeni inhibitord z komplexu po obnoveni respirace a membranového
potencialu. Tato teorie byla vyslovena pro bovinni IF1, ale na jeji experimentalni ovéteni se
stale ¢eka. Naopak kratké formy inhibovaly komplex mnohem lépe nez verze dlouhé a
nejlépe inhibujici variantou byla varianta TbIF1 Amin5-64. Tyto vysledky budou muset byt
podpoieny dal$im opakovanim, nicméné muize to naznacovat, ze C-terminalni ¢ast ma silné
destabiliza¢ni efekt na vazby TbIF1-F;-ATPaza a také na to, Ze predikce mitochondridlniho

signalu mize byt pravdiva, coz by znamenalo, Ze v tomto piipadé ma endogenni TbIF1 98
AK.

Ma prace byla prvnim krokem ve studiu inhibi¢nich vlastnosti TbIF1 proteini a

doufam, Ze v této praci budu moct i nadale pokracovat v magisterském studiu. Jelikoz FoFq
46



ATPaza se zda byti dobrym cilem pro budouci 1éCiva a TbIF1 je schopen specificky
inhibovat hydrolytickou aktivity tohoto komplexu, je TbIF1 protein hodny dalsiho detailniho
studia. I nadale bych se vénovala studiu zavislosti pH na mife inhibice TbIF1 proteinu. Také
bych navrhla vytvofit dal$i mutanty a tim vyrazné piispét k porozuméni, jak se IF1 protein
vaze na FoF; ATPazu a uvolnuje se z FoF; ATP syntazy. DalSim krokem jsou ko-
krystaliza¢ni studie komplexu TbIF1-F1ATPaza, které nam pomohou diikladné nahlédnout

na presny mechanismus vazby TbIF1 na F1-ATPazu a inhibici tohoto komplexu.
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