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Abstrakt

Méd’ slouzi jako kofaktor mnoha dulezitych enzymt kvuli svym redoxnim vlastnostem.
Avsak pfitomnost volnych iontd médi v bunice muze vést k nezddoucim ucinkim, jako je
agregace proteinl a ztrata zelezo-sirnych klastrl, coz v konecném dusledku mtize zpiisobit
bunécnou smrt. Z tohoto divodu je intracelularni koncentrace médi v organismu pfisné
kontrolovéna. Metabolismus médi u parazitickych organismil neni pfili§ probadany, proto se
v této praci vénuji organismu Trypanosoma brucei, puvodci spavé nemoci a onemocnéni u
dobytka zvané nagana. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jakym zptisobem je méd’
transportovana v bufice, a otestovat jeji toxicitu u 7. brucei. Porozuméni transportu médi v
buiice by mohlo umoznit vyvoj 1é¢iv, kterd narusuji homeostazu médi a vyuzivaji jeji toxické

vlastnosti.

V této diplomové praci byla popsana funkce ATPazy P1B typu T. brucei v pfenosu médi na
zékladé funkéni komplementace. Uspé&$né se podafila sniZit exprese ATPazy P1B typu pomoci
RNA interference u 7. brucei. Snizena exprese tohoto transportéru vedla ke zvysené citlivosti
na méd’, coz ukazuje na jeji potencialni roli pfi detoxifikaci médi. Dale jsme poukazali na
vys§i odolnost viici médi a jeji vyssi potiebu v metabolismu hmyzi formy 7. brucei ve
srovnani s krevni formou pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou a
kvantifikace toxicity médi. Téz byla sledovana exprese ATPazy P1B typu T brucei pii
zvySené a snizené koncentraci médi pomoci hmotnostni spektrometrie.



Abstract

Copper serves as a cofactor for many important enzymes due to its redox properties. However,
the presence of free copper ions in the cell can lead to undesired effects such as protein
aggregation and loss of iron-sulfur clusters, ultimately resulting in cell death. Therefore, the
intracellular concentration of copper in parasitic organisms is strictly controlled. Copper
metabolism in parasitic organisms is not well understood, hence this work focuses on
Trypanosoma brucei, the causative agent of sleeping sickness and the disease in cattle called
nagana. The aim of this thesis was to investigate how copper is transported in the cell and to
test its toxicity in 7. brucei. Understanding copper transport in the cell could lead to the
development of drugs disrupting copper homeostasis and exploit of its toxic properties.

In this diploma thesis, the function of the P1B-type ATPase of 7. brucei in copper transport
was described based on functional complementation. Successfully, the expression of the
P1B-type ATPase was reduced using RNA interference in 7. brucei. The decreased expression
of this transporter led to increased sensitivity to copper, indicating its role in copper
detoxification. Furthermore, we demonstrated the higher resistance to copper and its increased
requirement in the metabolism of the insect form of 7. brucei compared to the bloodstream
form using inductively coupled plasma mass spectrometry and quantification of copper
toxicity. The expression of 7. brucei P1B-type ATPase was also monitored at increased and
decreased copper concentrations using mass spectrometry.
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1 Uvod

Pfed zhruba 2-3 miliardami let s nastupem kyslikové atmosféry doslo k pfeméné iontti Cu”
na vice rozpustné ionty Cu?*. Schopnost médi ménit oxida¢ni stav ji umoziiuje podilet se na
pfijmu a odevzdavani elektronti v redoxnich reakcich. Z tohoto divodu je méd zcela
esencialnim stopovym prvkem u vétSiny organismi. Na bunécné urovni se méd podili na
anti-oxidativni obrané, metabolismu Zeleza a energetickém metabolismu. Zaroven je
koncentrace médi v organismech ptisné regulovana, jelikoz volné ionty meédi mohou vést az
k bunécné smrti. Vzhledem k tomu si organismy napfi¢ vSemi fiSemi vyvinuly detoxifikacni
aparat. Na detoxifikaci médi se podileji proteiny, které maji zachovalé konzervované
struktury, mezi takové patii motivy vazici méd’, bohaté na cystein a methionin. Vlastnosti
medi vyuzivaji buitky imunitniho systému v boji s patogeny. Méd’ selektivné transportuji do
fagolysozomu, ve kterém se vyskytuji kromé volnych iontd médi i dalsi molekuly, napf.
reaktivni formy kysliku (ROS) a oxid dusnaty (NO), podilejici se na likvidaci patogend.

Kvili svym toxickym vlastnostem md meéd’ schopnost sniZzovat virulenci parazitickych
organismu. Z tohoto diivodu se tato diplomova prace zaméfuje na vyzkum transportu médi u
Trypanosoma brucei, ptivodce spavé nemoci u ¢lovéka a onemocnéni nagana u dobytka.
Import a export m&di v bunce je naprosto esencialni, proto by jejich naruseni mohlo vést az
k bunééné smrti parazita. Vzhledem k postupnému vzniku rezistence k soucasnym lé¢ivim
by pravé méd’ mohla predstavovat potencialni 1é¢ebny pristup. Toxicita médi neni unikatni
pro bunky parazitli, proto je tfeba brat ohled na miru toxicity pro lidsky organismus. Pomér
ucinku testované latky na patogenni organismus vici toxicité na hostitelské buniky se pak
vyjadiuje selektivnim indexem. lonophory, selektivné ptenasejici méd’ pfes membranu

parazita, jsou jednim z moznych léciv.

V této praci jsme si kladli za cil zjistit funkci TbATPazy, urcit jeji lokalizaci, stanovit miru
exprese tohoto proteinu v riznych podminkach, a také pomoci snizené exprese zjistit jeji vliv
na celkovy fenotyp 7. brucei. Dale bylo testovano mnozstvi médi u 7. brucei a mira jeji

toxicity na tento patogen.



2 Literarni ptehled

2.1 Meéd

Méd’ je prechodny prvek, ktery se v prirod€ vyskytuje nejcastéji ve dvou oxidacnich stavech
Cu’ a Cu?'. Konverze mezi Cu' a Cu®" pfedstavuje systém o vysokém redoxnim potencialu,
kvali tomu je méd dilezitym kofaktorem fady enzym bcéhem redoxnich reakei
(Kaim a Rall 1996). Méd’ se ucastni jako kofaktor naptiklad pii procesu redukce superoxidu,
v energetickém metabolismu nebo béhem metabolismu Zeleza (Scheiber et al. 2013). Méd’ je

téZ pevnou soucasti proteintl napt. hemocyaninu, jez se podili na prenosu kysliku u ¢lenovct
a mekkysu (Kaim a Rall 1996).

vvvvvv

Cytochrom C oxidaza (CcO)

Tento enzym, oznac¢ovan téz jako komplex IV, je soucasti elektronového transportniho fetézce
(ETR). Vyskytuje se na vnitini mitochondridlni membrané, kde ptebira elektrony z
redukovaného cytochromu ¢ a pfedava je na kyslik, ktery je finalnim akceptorem elektron a
dochazi k jeho redukci na vodu (Scheiber et al. 2013). Pti predavani elektronti z cytochromu ¢
na CcO dochazi k uvolnéni redoxni energie, ktera je vyuzita k transportu protoni z matrix do
mezimembranového prostoru mitochondrie. Vytvari se tim protonovy gradient, ktery je vyuzit
k syntéze ATP enzymem FoF; ATP syntazou (Popovic et al. 2010; Scheiber et al. 2013). CcO
se vyskytuje u vétSiny organismt s vyjimkou velkého mnozstvi anaerobnich organismt,
nesoucich redukované formy mitochondrie. Mezi takové organismy patii naptiklad
cerkomonady (Gawryluk et al. 2016), Trichomonas spp. obsahujici hydrogenosomy nebo
Entamoeba spp a Giardia spp obsahujici mitosomy (Muller 1993).

Savéi CcO mize fungovat jako aktivni monomer, dimer ¢i byt soucasti superkomplexu.
Struktura CcO zévisi na kardiolipinech, které se podili na regulaci dychaciho fetézce
(Shinzawa-Itoh et al. 2019). Monomer je kdédovan jadernym i mitochondridlnim genomem a
obsahuje celkoveé 14 podjednotek (Balsa et al. 2012). Tti podjednotky mitochondrialniho
pivodu maji funkéni charakter, katalyzuji reakci a prenaseji protony do mezimembranového
prostoru mitochondrie. Podjednotky jaderného piivodu maji pravdépodobné regulacni a
stabilizacni funkci (Diaz 2010). Snizena exprese podjednotek kdodovanych jadernym
genomem vede ke snizené aktivit¢ CcO a ke snizené afinit¢ ke kysliku
(Fornuskova et al 2010). Pro svou katalytickou funkci dale vyzaduje CcO prostetické
skupiny: 2 hemy, 2 centra médi, zinek a hof¢ik. Mutace nebo nedostatek CcO jsou spojovany

u ¢loveka s neurodegenerativnimi ¢i svalovymi onemocnénimi (Diaz 2010).
Cu/Zn Superoxid dismutiaza (Cu/Zn SOD)

Tento enzym hraje klicovou roli v obrané bun¢k proti poskozeni zplisobenému reaktivnimi
formami kysliku (ROS). Vyskytuje se vcytosolu a v mezimembranovém prostoru
mitochondrie (Okado-Matsumoto a Fridovich 2001), kde jako homodimer katalyzuje

dismutaci superoxidovych radikalii na peroxid vodiku a kyslik. Peroxid vodiku je déle
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detoxifikovan kataldzou nebo glutathion peroxidazou za vzniku vody a kysliku
(Scheiber et al. 2013). SOD se vyskytuje u vétSiny organismd, le¢ absence tohoto enzymu
byla zaznamenéna u Giardia intestinalis (Brown et al. 1995). Mutace Cu/Zn SOD u ¢lovéka
nese riziko neurodegenerativnich poruch a amyotrofické laterdlni sklerozy
(Scheiber et al. 2013).

Ceruloplasmin

Tento enzym ma u ¢lovéka klicovou roli pro homeostazi zeleza a v pienosu médi. Jedna se o
glykoprotein, ktery je produkovan v jatrech a nasledné je vyluCovan do krevniho obéhu
(Hellman a Gitlin 2002). Ceruloplasmin vykazuje feroxiddzovou aktivitu, kdy oxiduje Fe*"
na Fe**, jenz déle slouzi jako prosteticka skupina pro transferin (Osaki et al. 1966). Funkce
ceruloplasminu  je  Uzce  spjata s  transportérem = Zeleza  ferroportinem
(De Domenico et al. 2007). Ferroportin je degradovan v momenté, kdy v krevni plazmé
ptevazuje forma ceruloplasminu bez médi, aceruloplasmin, ktery nevykazuje feroxidazovou
aktivitu. Zelezo se poté neprendsi ze stieva do krevniho ob&hu, kviili éemuz mize dochazet k

nadmérnému ukladani zeleza v orgdnech (De Domenico et al. 2007; Hellman a Gitlin 2002).

SniZena koncentrace ceruloplasminu v krevni plazmé je asociovana s Wilsonovou chorobou.
Absence ¢i snizené mnozstvi ceruloplasminu se projevuje onemocnénim zvanym
aceruloplasminemie (Hellman a Gitlin 2002).

2.1.1 Transport médi

Med’ je esencialnim prvkem v mnoha enzymatickych reakcich, a proto je dulezité piisné
regulovat jeji hladinu v biologickych systémech. V ramci rozsdhlého tématu metabolismu
medi je pozornost vénovana transportu tohoto prvku, ktery je zasadni soucésti jeho fungovani.
Tato kapitola diplomové prace se zaméfuje na vybrané proteiny, které hraji kli¢ovou roli v
transportu meédi. Konkrétné jsou tyto informace zaloZzeny zejména na vyzkumu provedeném

na modelovych organismech Saccharomyces cerevisiae a Homo sapiens.
ATPazy P1B typu

Jedna se o typ ATPaz, které prenasi ionty médi za hydrolyzy ATP. Ve své aminokyselinové
struktufe obsahuji konzervovany motiv CXXC, vazici méd’ (Boal a Rosenzweig 2009).
Vyskytuji se u eukaryotnich i prokaryotnich organismii (Inesi et al. 2014). U eukaryot ATPazy
P1B typu mlzeme pozorovat v trans-Golgi aparatu (trans-GA) a cytoplazmatické membrané
(CM) (Lutsenko a Petris 2003), kde kontroluji intracelularni hladinu médi (Petris et al. 1996).
U prokaryot se nachazi tyto ATPazy v cytoplazmé a v membranach (Rensing et al. 2000;
Solioz a Odermatt 1995). Prokaryotickym a nékterym eukaryotickym organismiim slouzi
ATPaza P1B typu zejména pii detoxifikaci medi. Jeji funkci je pumpovat nadbytek volnych
iontl médi ven z buiiky a zamezit tak jejim toxickym ucinkim (Kap. 2.1.2), diky ¢emuz
dokazi prokaryota a néktera protista piezit v prostfedich o vysoké koncentraci médi
(Chanetal. 2010) a ucinn€¢ se branit imunitnimu systému (Paul et al. 2021;
Weissman et al. 2000). Mezi parazitické organismy, u kterych byla zjisténa role ATPazy P1B
typu pfi detoxifikaci médi, patii napiiklad Leishmania major (Paul et al. 2021), dale



Plasmodium falciparum (Rasoloson et al. 2004), Naegleria fowleri (Grechnikova et al. 2020)
a Candida albicans (Weissman et al. 2000).

Ke znamym ATPazam P1B typu (dale ATPazy P1B typu) patii ATP7A a ATP7B u H. Sapiens,
které maji podobnou funkci, ale li§i se expresi ve tkdnich. ATP7A je exprimovana zejména
v bunikach stfevni sliznice a endotelu hematoencefalické bariéry, zatimco ATP7B je
exprimovana predevs§im v jatrech. Ob&é ATPazy se podileji na pienosu médi z trans-GA do
cilovych proteind, kterymi mtize byt tyrosinaza ¢i ceruloplasmin. Pii nadmérné koncentraci
medi je ATP7A lokalizovéna téz v CM, kde se aktivné podili na vylouceni médi z bunék,
zatimco ATP7B se pfesouva z trans-GA do cytoplazmatickych vacku, které vylucuji med’
z buniky. (Lutsenko a Petris 2003).

Mutace v neékterych ATPazach P1B typu zptsobuji néktera genetickd onemocnéni. Mutace
v ATP7A vede ke vzniku Menkeseho choroby a v pfipadé ATP7B k Wilsonové chorobé
(Argtiello et al. 2007). Pro ob¢ choroby je charakteristické nadmérné ukladani médi v tkanich
v dusledku jejich absence. To miiZze vést u Wilsonovy choroby k neurologickym a jaternim
porucham a u Menkeseho choroby k neurodegeneraci a k abnormalitdm v pojivovych tkanich
(Argiiello et al. 2007).

Homologem lidskych ATP4z typu PIB u S. cerevisiae je protein CCC2
(Copper-transporting ATPase). Ten transportuje méd’ z trans-GA do multicopper oxidazy
FET3 (homolog ceruloplasminu, iron transport multicopper oxidase), kterd umoznuje piijem
zeleza do bunky (Obr. 1) (Serrano et al. 2004). Mezi dalsi znamé prostudované ATPazy P1B
typu patii CopA, ktera se vyskytuje napt. u Escherechia coli (Rensing et al. 2000). V nedavné
dobé byly objeveny ATPazy typu P1B u nékterych paraziti, napiiklad N. fowleri
(Grechnikova et al. 2020), Trypanosoma spp. (Isah et al. 2020) nebo L. major
(Paul et al. 2021).

Vnéjsi
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Obrazek 1. Role CCC2 (Copper-transporting ATPase) v piijmu Zeleza do buiiky. M&d ve formé Cu'®
vstupuje do bunky pomoci transportéru Ctrl (Copper transporter 1). Poté je pomoci chaperonu Atx1
(Antioxidant protein 1) pfenesena k CCC2 v Golgiho aparatu, odkud je méd’ pienesena na Fet3 (Iron
transport multicopper oxidase), ktery je odpovédny za pifijem zeleza u S. cerevisiae, jelikoz redukuje
ionty Zeleza Fe** na Fe?', jez ptenasi transportér Ftrl (Plasma membrane iron permease) do buiiky.
Upraveno a pievzato od Serrano et al. (2004).



U rodu Trypanosoma byly identifikovany ATPazy P1B typu u poddruhu 7. brucei brucei
NTbbCuATPase (dale TbATPaza; Tb927.11.1260), a T. brucei congolense (NTcoCuATPase;
TcIL3000.11.1210). TbATPaza obsahuje 8 transmembranovych domén a 2 domény vazici
tézké kovy (HM-binding domains) s charakteristickym motivem CXXC vazici méd’ na
N-konci. Protein je velky 95 kDa (Isah et al. 2020), coz se lisi oproti predikované velikosti
102 kDa ve vnifni databazi pro 7. brucei TriTrypDB (Amos et al. 2022). In vitro i in vivo byla
u tohoto proteinu prokazana schopnost piijimat ionty médi Cu" (Isah et al. 2020). Lokalizace
této ATPazy zatim neni jasna. Mohla by se vyskytovat v neznamé organele, a zaroven byt

soucasti plazmatické membrany (Isah et al. 2020).

ATPaza P1B typu L. major (LmATP7) obsahuje tifi domény vazici tézké kovy
(HM-binding domains). Kazd4 z téchto domén obsahuje charakteristicky motiv CXXC pro
vazani médi na N-konci (Paul et al. 2021). Vyskytuje se ptevazné v CM a v mensi mife
v intracelularnich strukturach, odkud by mohla prenaset méd’ do cilovych proteinti. Méd’ by
mohla byt pfendSena do trans-Golgiho aparatu a dalSich bunécnych organel, napt. glykosomu,
kde se vyskytuje Cu/Zn SOD. Exprese LmATP7 je regulovana koncentraci médi
(Paul et al. 2021).

V podminkach zvySené koncentrace médi byl obsah médi v bunkach L. major se zvysenou
expresi LmATP7 (LmATP7-OE) 3x niz$i nez u divokého ,,wild type* kmene (dale WT),
zatimco u heterozygotnich mutantti pro ATPazu P1B typu byl obsah médi 3x vyssi oproti WT.
Déle byla zaznamenana vyssi rychlost mnozeni bunék LmATP7-OE oproti WT v podminkéach
zvySené koncentrace médi. Pomoci funkéni komplementace se téz podafilo urcit funkci
ATPazy homologické CCC2. LmATP7 hraje mimo jiné klicovou roli v pfeziti a infektivite
amastigotnich stadii. Exprese ATPazy je oproti promastigotnim stadiim u amastigotti 35x
zvySena. LmATP7-OFE amastigoti vykazovali téz vyssi odolnost vii¢i médi v makrofazich,
kdy infikovali o 20 % vice makrofagh nez WT. Vysledky této studie naznacuji, ze LmATP7
pravdépodobné hraje esencialni roli pii detoxifikaci a v homeostazi médi v bunce L. major
(Paul et al. 2021).

Copper transporter (CTR)

CTR jsou membranové proteiny specializujici se na import iontd médi ve form¢ Cu* u
eukaryotickych organismi. Obsahuji tfi transmembranové domény. Soucésti domén jsou
aminokyselinové motivy bohaté na methionin jako je MXM, M2XM, nebo MX3M, které jsou
klicové pro piijem medi (Labbé et al. 1999; Ren et al. 2019). Méd’ v prostfedi se Casto
vyskytuje ve formé Cu®*, a proto musi byt redukovana pomoci metaloreduktdz Frel/2
(Ferric/cupric reductase transmembrane component 1/2), aby mohla byt pfijata CTR
(Georgatsou et al. 1997). Transkripce CTR transportérti je regulovana intracelularni
koncentraci médi (Dancis et al. 1994b). V buiikdch S. cerevisiae byly identifikovany tfi
proteiny rodiny téchto transportéri (CTR1-3). CTR1 a CTR3 jsou vysokoafinitni hlavni
prenasece médi v bunice (Andrews 2001). CTR2 je nizkoafinitni pfenasec, ktery se podili na
exportu mé&di z vakuol (Obr. 2) (Shi et al. 2021). Laboratorni kmen S. cerevisiae BY4742



neobsahujici CTR3 (Knight et al. 1996) mél pii odstranéni genu pro CTRI1 nedostateény
pfijem meédi, vedouci ke snizené aktivit¢ Cu/Zn SOD (Dancis et al. 1994a) a CcO
(Shi et al. 2021). U H. sapiens jsou pritomny homology CTR1 a CTR2.
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Obrdzek 2. Transport médi u S. cerevisiae. Méd je ve form& Cu?' nejdfive redukovana
metaloreduktiazami Frel a Fre2 na Cul”, aby byla nésledn& majoritng p¥ijata pomoci vysokoafinitnich
transportérd CTR1 a CTR3. Dals§im transportérem médi je nizkoafinitni transportér Fet4. Méd’ dale
putuje ke glutathionu (GSH), ktery méd’ transportuje k dal§im chaperontiim nebo metalothioneintim
Cupl a CRSS, které sekvestruji méd’. Mezi chaperony, které piijimaji méd’ od GSH, patfi Atx1, ktery
méd’ dale presouva na ATPazu P1B typu CCC2, jez pfenasi méd na cilové proteiny. Chaperon Ccsl
prenasi méd’ na Cu/Zn SOD (Sodl), ktera se podili na antioxidativni obrané. Za pienos médi z GSH
do mitochondrie zodpovidaji chaperony Pic2 a Mrs3. Méd’ nasledné putuje piimo na CcO nebo
neptimo pomoci chaperonit COX17, COX11 a SCO1 nebo SCO2. Kromé sekvestrace je pti ptitomnosti
volnych iontti médi Cu'* méd’ akumulovéna ve vakuole a pomoci transportéru CTR2 je vyluCovéana
ven z bunky. Transport médi do vakuol a jadra neni zndmy. Geny odpovédné za homeostazi médi jsou
regulovéany transkripénimi faktory Acel a Macl. Piitomnost volnych iontéi mé&di Cu'" aktivuje Ace-1,
coz vede ke zvysené expresi genti podilejicich se na detoxifikaci médi (cupl, crs5, sodl) a inhibuje
Macl zodpovédny za zvySenou expresi genti podilejicich se na importu médi (ctrl a ctr3). Upraveno a
pievzato od Shi et al. (2021).

Mechanismus importu médi do bunék 7. brucei zatim neni znam, jelikoz genom 7. brucei
neobsahuje zadné homology pienasece CTR nebo homolog Atx1. Nicméné je mozné, ze meéd’
pfijimaji od hostitele z ceruloplasminu. (Isah et al. 2020). JelikoZ ceruloplasmin vaze ionty
médi v podob& Cu?", lze ptedpokladat pfitomnost homologu metaloreduktaz Frel/2, které
redukuyji ionty Cu?' za tvorby iontli Cu’. Ty jsou pfistupné pro neznamy prenaleé, jez
transportuje Cu” k ATPpaze PIB typu pro dal$i vyuziti (Georgatsou et al. 1997,



Isah et al. 2020). U kmene 427 T. brucei se v TriTrypDB vyskytuji homology Fre2
(Tb427_110049400 a Tb427tmp.02.1990) (Amos et al. 2022; The UniProt Consortium 2023).

2.1.2 Toxicita médi

Obecné se predpoklada, Ze volné ionty médi mohou in vitro reagovat s kyslikem za tvorby
ROS, které se podileji na tvorbé oxidativniho stresu v buiikach. Nezpracované volné ionty
medi jsou pro buniku nebezpecné, ponévadz se neustale podili na tvorbé ROS. Konkrétné se
meéd muze podilet na tvorbé nejreaktivnéjsi formy ROS, hydroxylového radikalu

prostfednictvim Fentonovy reakce (Ozawa a Hanaki 1991):
Cu**+H,0, —» Cu"+2H"+ Oy

Ci*"+0y —» Cu"+0,

Cut+H,0, —» Cu* + OH + OH"

ROS vznikajici v reakci s médi mohou indukovat apoptézu bunky (Kawakami et al. 2008).

Podobny vysledek in vivo byl zaznamenan u kvasinek S. cerevisiae (Liang a Zhou 2007).

Med’ se muze také nespecificky vazat na DNA ¢i jiné biomolekuly a narusit jejich funkci ¢i
strukturu. Mezi takové biomolekuly mohou patfit lipoylované proteiny, které jsou dilezitou
soucasti Krebsova cyklu. Méd’ indukuje agregaci téchto proteinii. Dale se méd’ aktivné vaze
na proteiny obsahujici Fe-S klastry (Tsvetkov et al. 2022). Ptikladem Fe-S proteinti mohou
byt dehydratazy. Méd’ vazbou na sirové atomy uvolnuje Zelezo, a tim dochazi ke ztraté Fe-S
klastrti a poskozeni funkce danych proteini (Macomber a Imlay 2009). Tento proces vede az

k bunééné smrti oznacované jako ,,cuproptoza“ (Tsvetkov et al. 2022).

Cuproptoza by se mohla stat terapeutickym cilem v boji proti rakoviné. lonophory
(elescomol, disulfiram) by mohly dopravit méd’ do mitochondrii rakovinnych bunék a
zpasobit tim bunéénou smrt metastazujicich bunék (Obr. 3) (Chen et al. 2022). Dal§im
feSenim by mohlo byt vyuziti komplexti s médi, které by inhibovaly ¢innost proteasomu u
rakovinnych bunék (Chen et al. 2021).

Ionophory s médi by se mohly vyuzit dale v 1é¢bé parazitarnich onemocnéni. V Laboratofi
esencialnich kovi a designu novych 1éCiv byly testovany ionophory s médi u parazitické
amfizoické améby N. fowleri. lonophory pyrithion sulfid, disulfiram a 8-hydroxychinolin
ucinng inhibovali rist V. fowleri (Grechnikova et al. 2020).
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Obrazek 3. Zjednodusené a prelozené schéma navozeni cuproptozy v mitochondrii. V Krebsové cyklu
jsou oranzov¢ oznaCeny meziprodukty sukcinat a alfa-ketoglutarat, které figuruji v draze kyseliny
lipoové. Méd’ v mitochondrii indukuje agregaci lipoylovanych proteinti a zaroven se vaze na Fe-S
klastry, coz vede kjejich ztrat¢ v danych proteinech. Vytvofeno v BioRender.com podle
Chen et al. (2022).

2.1.3 Méd’ a jeji podil na virulenci

Med’ je pro své toxické vlastnosti vyuzivana imunitnimi butikami v boji proti patogentim.
Béhem infekce dochazi k zvySené koncentraci médi v krevnim séru prostiednictvim
ceruloplasminu (Culbertson et al. 2020). Makrofagy pfijimaji méd pomoci CTRI
transportéru. Méd’ je poté dopravena k ATPaze P1B typu APT7A, ktera ji nasledn¢ dopravi
do fagolysozomu. Akumulaci médi ve fagolysozomu vyuZzivaji makrofagy toxickych
vlastnosti médi v boji proti patogentim (Obr. 4). Nicméné, patogenni organismy si vyvinuly

ruzné detoxifikacni mechanizmy (Murdoch a Skaar 2022).



Makrofag

o Golgiho aparat

CTR1

ATX1
Cu™ > ' | Fagolysozom
e . @
Ceruloplasmin Metaloreduktaza Jadro o °
« f
\ . ~—
~—a .
Cu2+

Patogen

Obrazek 4. Prenos médi z krevniho séra do makrofagu. Béhem infekce dochazi ke zvysSeni koncentrace
médi v krevnim séru. Ceruloplasmin transportuje méd’ k metaloreduktaze, ktera redukuje ionty médi
na dostupnou formu Cu'* pro CTR1 transportér. Nésleduje transport m&di k ATP7A pomoci chaperonu
ATX1. Mé&d’ je pomoci ATP7A pienesena do fagolysozomu, kde je vyuzivano toxickych vlastnosti médi
k usmrceni patogentd. Vytvoreno v BioRender podle Murdoch a Skaar (2022).

2.1.4 Detoxifikace méedi

Nadbytek médi pro buiiku je velmi nebezpecny. Volné ionty médi se mohou podilet na tvorbe

ROS a vazat se nespecificky na biomolekuly, a tim vyvolat bunéénou smrt.

Bunka musi obsahovat specifické proteiny, které kontroluji intracelularni koncentraci médi.
Jedny z takovych proteind jsou metalochaperony, které transportuji méd’ k specifickym
cilovym proteinim (Rosenzweig 2001). Pfi toxické koncentraci medi jsou dulezité chaperony
médi CCS a ATX1, které transportuji méd k ATPaze P1B typu a Cu/Zn SOD (Obr. 2)
(Shi et al. 2021).

Dal$i vyznamnou skupinou proteind, kterd se podili na detoxifikaci meédi, jsou
metalothioneny. Jedna se o konzervované nizkomolekularni proteiny, které obvykle obsahuji
aminokyselinové motivy bohaté na cystein, vazajici ionty médi Cu’. Metalothioneny mtizeme
nalézt u prokaryotickych i eukaryotickych organismi (Calvo et al. 2017). U prokaryotickych
organismu hraji dalezitou roli pfi exportu a sekvestraci volnych iontii médi. Ptikladem muize
byt grampozitivni bakterie Mycobacterium tuberculosis. Pii infekci je fagocytovana
makrofagy imunitniho systému do fagolysozomu. Odpoveédi M. tuberculosis je zvySena
exprese metalothioneinu MymT, ktery pomaha méd’ inaktivovat a zabranuje tak potencidlni
tvorbé ROS a likvidaci zivotné dulezitych Fe-S klastri (Gold et al. 2008).

Obdobna funkce metalothioneint je téZ u eukaryot. Pfikladem miize byt metalothionein CUP1
popsany u kvasinky S. cerevisiae, jehoz exprese byla zvySena v podminkach
zvySené koncentrace médi. Spolec¢né s dalsim methalothioneinem CRS5 umoznuji kvasinkam

prezivat ve zvySenych koncentracich médi (Butt et al. 1984).



Na detoxifikaci médi ma téZ zasadni vliv molekula glutathion (GSH). Tento tripeptid se
tradi¢né podili na detoxikaci ROS (Birben et al. 2012). Zaroven se zasadn¢ podili na
sekvestraci médi, kterou pfijima od tranportéri CTR a pfedava je dale ke zpracovani
metalothioneintim (Jomova et al. 2010). Aktivné se vaze na volné ionty médi za tvorby
komplexu GSH-Cu, kdy nasledn¢ meéd poskytuje jinym chaperonim (Obr. 2)
(Banci et al. 2010).

2.2 Trypanosoma brucei brucei

V této praci byl zkouman druh T. brucei brucei, ktery 1ze snadno kultivovat in vitro a jsou u
n¢j zavedeny metody molekularni biologie. Tento organismus je fazen do kmene Euglenozoa,
tfidy Kinetoplastea, fadu Trypanosomatida a rodu Trypanosoma, kde je soucasti komplexu
Trypanosoma brucei. Jedna se o jednobunéény bic¢ikaty organismus, ktery obsahuje jednu
mitochondrii a charakteristicky tvar kinetoplast, obsahujici mitochondrialni DNA.

T. brucei brucei zpuisobuje onemocnéni u dobytka zvané nagana. Toto onemocnéni postihuje
vice nez milion kusii dobytka rocné (Nyimba et al. 2015), coz vede k vyraznym ekonomickym
ztratam. Rocné se odhaduje ztrata ¢ty az péti biliont dolarG pro africké zemé
(Kargbo et al. 2022). Do komplexu Trypanosoma brucei tadime dal$i dva poddruhy
T. brucei gambiense a T. brucei rhodesiense. Oba zminéné poddruhy zpisobuji spavou nemoc
u H. sapiens. Zastupci komplexu Trypanosoma brucei se vyskytuji v subsaharském pasmu
(Obr. 5). Vyskyt je zavisly na pfitomnosti mouchy Tse-tse (Glossina spp.), jez prenasi
parazita na savciho hostitele.

Obrazek 5. Mapa zobrazujici  vyskyt — africkych  trypanosom. Cervené je  vyskyt
Trypanosoma b. gambiense, modie vyskyt T b. rhodesiense. T. b. brucei se vyskytuje v modré i
cervené oblasti subsaharské Afriky. Jednotlivé vyznacené body zobrazuji ohniska spavé nemoci pro
konkrétni poddruh. Pfevzato od Steverding (2017).

2.2.1 Zivotni cyklus

T. brucei ma digeneticky zivotni cyklus probihajici mezi sav¢im hostitelem a hmyzim

pfenaseCem. B€hem sani moucha Tse-tse ze svych slin injikuje parazita ve stadiu
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metacyklickych trypomastigotti do pojivové tkané kiize hostitele. V hostiteli se béhem 2-4
tydnt parazit pfeméni na podlouhlé, aktivn€¢ se mnozici ,,long slender* trypomastigoty a
pomoci lymfatickych cest a krve se dostava do jinych tkani v hostiteli. Néktefi long slender
trypomastigoti se v hostiteli nemnozi a premenuji se na kratké ,,stumpy* trypomastigoty, ktefi
jsou infekéni pro pfenaSece. V hmyzim prenaseci se stumpy formy pfeméiuji na procyklické
trypomastigoty ve stfednim stieve, odkud putuji do slinnych zlaz, kde dochazi k preméné na
mnozici se epimastigoty. Ve slinnych zlazach se epimastigoti pfeméiuji na nedélici se
metacyklické trypomastigoty, ktefi jsou infekéni pro savciho hostitele.

Long slender trypomastigoti se chrani pied imunitou hostitele pomoci variabilniho
povrchového glykoproteinu (VSG), ktery zajiStuje jejich antigenni variabilitu. Imunitni
obrana spociva zejména v tvorbé protilatek proti VSG T. brucei, které jsou schopny
eliminovat parazita (Donelson 1998). Protilatky jsou schopny v danou chvili selektivné znicit
vétSinovou populaci, avsak se zvySujicim se mnozstvim selektivnich protilatek mala populace
bunek pfepne na expresi jiné varianty VSG. Tato varianta se nasledné stava majoritni. Tento
cyklus se opakuje, dokud nedochazi k vyCerpani imunitniho systému savciho hostitele
(Obr. 6). Pii pteméné VSG je parazit zranitelny pouze za pritomnosti ¢asnych IgM protilatek
a pouze po omezenou dobu. Vzhledem k jeho antigenni variabilit€ neni doporuceno proti
tomuto proteinu vytvaret vakciny (Pinger et al. 2017).
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Obrazek 6. Priibéh infekce T. brucei v savéim hostiteli. Béhem infekce se protilatky vazi na majoritni
formu VSG T. brucei, avsak pii zvySeném mnozstvi majoritni formy VSG (varianta VSG1) mensi ¢ast
bun¢k T brucei zméni formu VSG (varianta VSG 2). Kvili ¢emuz protilatky nedokazi protilatky
eliminovat celou populaci parazita. Z minoritni populace s odlisnou formou VSG (varianta VSG 2) se
stava majoritni forma a cyklus pokracuje. Tento proces ma za nasledek vycerpani imunitniho systému
savciho hostitele. Pfevzato a upraveno od Moreno et al. (2019).

2.2.2 Spava nemoc

Spava nemoc se vyskytuje ve dvou odlisSnych formach. V 92 % piipadi se setkame
s chronickou variantou zptisobenou infekci 7. brucei gambiense. Jedna se o mirnéjsi variantu,
kdy se u ¢lovéka mohou projevit symptomy az po n¢kolika mésicich. Ve zbylych ptipadech

se jedna o akutni variantu zpisobenou 7. brucei rhodesiense. U této varianty se pfiznaky
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(WHO 2024).

Spava nemoc probiha ve dvou fazich. Prvni faze je zndma jako hemolymfaticka. Parazit se
vyskytuje v lymfatickych cévach a krevnim systému. Druhd faze, t€Z nazyvana
meningo-encefaliticka, nastdva v okamziku, kdy trypanosoma aktivné pronika skrze
hemato-encefalitickou bariéru do centralni nervové soustavy. V prvni fazi onemocnéni miize
zpocatku v misté infekce vzniknout trypanosomovy Sankr. Mezi dalsi ptiznaky patii horecnaté
zachvaty, bolesti hlavy, lymfadenopatie, hepatosplenomegalie, edém, endokrinni dysfunkce,
svédéni a bolesti kloubld. Druha faze se projevuje noCni nespavosti, hypertonicitiou ¢i
hypotonicitou, ataxii, akinezi a problémy s mluvou. Dochazi t¢z ke zméné chovani. Mezi
takové zmény patii melancholie, apatie, zvySena agresivita, porucha pozornosti ¢i demence
(Steverding 2017).

Onemocnéni zpusobené 7. brucei gambiense a rhodesiense je podobné, nicméné lisi se
v nékterych aspektech. Trypanosomovy Sankr se vyskytuje zejména v piipadé nakazy
T b. rhodesiense, u T. b. gambiense se jedna o vyjimecné piipady (Biischer et al. 2017).

Pocet pripadd spavé nemoci kazdoro¢n¢ klesa, momentalng se jedna o stovky pripadd ro¢né.
Nicméné je dulezité nemoc monitorovat, aby nedoSlo ke vzniku epidemie podobné
v 70. letech minulého stoleti (WHO 2024).

Vybér vhodné 1é¢by zavisi na varianté a fazi nemoci, ve které se pacient nachazi. Pacienti
jsou sledovani po dobu 2 let, béhem kterych podstupuji laboratorni testy vcetné odbéru
mozkomi$niho moku. Pro chronickou variantu se v prvni fazi pouzivaji 1é¢iva pentamidin a
eflornitin. Tato 1éCiva se podavaji intravendzné. Déle jsou k dispozici 1€Civa nifurtimox, ktery
se uziva spolec¢né s eflornitinem ve druhé fazi onemocnéni, a fexinidazol, ktery se podava
zejména v prvni fazi. Vyhoda téchto 1éCiv spociva v peroralnim podéni. Pro akutni formu se
v prvni fazi podava do pacienta intravenézné suramin a v druhé fazi melarsoprol. AvSak
melarsoprol, derivat arzénu, je pro pacienta toxicky. V nejhorSim pfipadé dochazi az
k encefalopatii, ktera je az v 10 % piipadi smrtici (WHO 2024).Toxicky ucinek nifurtimoxu
a fexinidazolu je aktivovan nitroreduktdzami. Snizend exprese nitroreduktaz vede k rezistenci
u 7. brucei. Vzhledem k Castym vznikiim rezistence u parazitickych organismu je dulezité
hledat nova 1é¢iva. Novymi potencialnimi terapeutiky by mohly byt ionophory. Jedna se o
molekuly, které prenasi ionty kovu skrze membrany, v disledku ¢ehoz by doslo k naruseni
homeostaze buiiky vedouci k bunécné smrti (Alfonso, 2013). V budoucnosti by mohly byt
testovany ionophory obsahujici méd’. Béhem testovani je zcela zasadnim kritériem selektivni
index, jez porovnava terapeuticky ucinek na patogenni organismus a toxicitu na hostitelské

bunky.

2.2.3 Energeticky metabolismus Trypanosoma brucei

T brucei vyskytuje ve dvou zcela odlisnych prostfedich. V sav¢im hostiteli se vyskytuje
v krvi bohaté na glukézu, coz jim umoziuje pouzivat pouze glykolyzu. V hmyzim prenaseci
je koncentrace glukodzy nizka, a tak ptechazi patogen k oxidativni fosforylaci, kde hlavnim
substratem pro energeticky metabolismus je prolin.
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Krevni forma Trypanosoma brucei

Majoritnim zdrojem energie pro tvorbu ATP v krvi je glukéza (Ryley 1956). Ta je
metabolizovana v glykolyze, ktera pfedstavuje hlavni energetickou drahu (Obr. 7).

Glykosom Mitochondrie
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_aveeed TAO
l Q Ve \
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Obrazek 7. Zjednodusené znazornéni vybranych drah energetického metabolismu krevni long slender
formy T. brucei. Zde je uvedena hlavni glykolyticka draha, ktera probiha zejména v glykosomu. Déle
je soucasti této drahy dulezity glycerol-3-fosfatovy ¢lunek, propojujici glykosom a mitochondrii, ktery
prenasi elektrony pomoci glycerol-3-fosfat dehydrogenazy (Gly-3-PD) na ubichinon (Q) a dale
glycerol-3-fosfatovy ¢lunek reoxiduje NADH v glykosomu. Hlavnim metabolitem pro velmi zkraceny
Krebsuv cyklus je alfa-ketoglutarat (a-KG). V mitochondrii dochazi téZ k syntéze acetatu, ktery je
dalezitym prekurzorem pro syntézu mastnych kyselin. Dale se v mitochondrii vyskytuje elektronovy
transportni fetézec, ve kterém jsou oproti hmyzi formé ve velmi malém mnozstvi komplexy II, Il a IV,
které nejsou soucasti hlavniho toku elektronti. Elektrony jsou pfeneseny na ubichinon kromé
glycerol-3-fosfatového ¢lunku pomoci alternativni dehydrogenazy (NDH2) a nejspis$ i komplexu L
Ubichinon pak ptenasi elektrony na trypanosomovou alternativni oxidazu (TAO). NDH2 a TAO
neprodukuji protonmotivni silu, a proto maji krevni formy F.F; ATP syntazu fungujici v opa¢ném
sméru, ktera hydrolyzuje ATP za tvorby protonového gradientu. Zkratky pouzité v obrazku: F-1,6-P
(fruktéza-1,6-bisfosfat); G-3-P (glyceraldehyd-3-fostat); Gly-3-P (glycerol-3-fosfat);
DHAP (dihydroxyacetonfosfat); 3PGA (3-fosfoglycerat); Gly-3-PD (glycerol-3-fosfat
dehydrogenaza); NDH2 (alternativni dehydrogenaza); Q (ubichinon); TAO (trypanosomalni
alternativni oxidaza); o-KG (o-ketoglutarat); MK (mastné kyseliny). Upraveno podle
Zikova et al. (2017) a vytvofeno v BioRender.com.

Prvnich sedm reakci glykolyzy u T brucei probiha v glykosomech, zatimco pieména
3-fosfoglyceratu na pyruvat se odehrava v cytoplazmé (Opperdoes a Borst 1977).
V glykosomech se udrzuje redoxni rovnovaha ~ NAD'/NADH pomoci
glycerol-3-fosfatového ¢lunku. Glycerol-3-fosfat dehydrogenaza (Gly-3-PD) preménuje
glycerol-3-fosfat (Gly-3-P) na dihydroxyaceton (DHAP) a soucasné reoxiduje NADH v
glykosomu, pri¢emz elektrony jsou prenaSeny do dychaciho fetézce k ubichinonu
(Albert et al. 2005). Pyruvat je hlavnim koncovym produktem a z buiiky je vyloucen pomoci
pyruvatovych pienase¢t MPC 1/2 nebo pienesen do mitochondrie (Stafkova et al. 2016).
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Glukoza neni jedinym pfijimanym substratem, mezi dal$i patii threonin a glutamin
(Mazet et al. 2013; Johnston et al. 2019). Threonin a pyruvat jsou v mitochondrii
pfeméenovany na acetat (Mazet et al. 2013). Acetat je poté transportovan do cytoplazmy, kde
je preménén acetyl-CoA syntetazou na acetyl-CoA, ktery slouzi k syntéze mastnych kyselin
(Riviere et al. 2009). Glutamin vstupuje do velmi zkracené c¢asti Krebsova cyklu, kde je
nejprve pfeménén na alfa-ketoglutarat (a-KGQG), ktery je poté pfeménén na sukcinat za
produkce ATP (Johnston et al. 2019).

V minulosti se ptredpokladalo, Ze elektronovy transportni fetézec je vyrazné redukovany
(Opperdoes a Borst 1977). Srovnani proteomi mitochondrii krevni a hmyzi formy ukazalo,
ze se od sebe zas tak vyrazné nelisi. Mitoproteom krevni formy se s mitoproteomem hmyzi
formy shodoval z 80 %. Krevni forma obsahuje kompletni sadu komplexti dychaciho fetézce,
avsSak u komplext II, III a IV byla snizena exprese nez u hmyzi formy. To naznacuje, Ze je
tento parazit schopen rychlych zmén ¢i Gprav svého metabolismu v odpovédi na zménu
prostedi (Zikova et al. 2017).

Komplex I, nejvétsi komplex dychaciho fetézce, bézné pienasi elektrony z NADH na
ubichinon (Acestor et al. 2011). AvSak absence podjednotek komplexu I nevede ke snizeni
dané aktivity a funkce komplexu I je tedy stdle nejasna (Surve et al. 2012). Elektrony na
ubichinon prenasi alternativni NADH dehydrogenaza (NDH2), ktera se nepodili na tvorbé
protonového gradientu (Fang a Beattie 2002). Pouze pii absenci komplexu I byl zaznamenan
znaény rustovy pokles u NDH2 knock-down krevnich forem (Surve et al. 2017). Tento
vysledek naznacuje, Ze NDH2 a komplex I jsou schopné se vzdjemné zastoupit. NDH2
pravdépodobné hraje klicovou roli vudrzovani redoxni rovnovahy NAD'/NADH

v mitochondrii (Surve et al. 2017).

Ubichinon pfijaté elektrony dale pfendsi na trypanosomovou alternativni oxidazu (TAO),
ktera se vyskytuje ve vnitini membrané mitochondrie. TAO poté pfenasi elektrony na kyslik
za vzniku vody. Béhem pienosu elektroni nedochazi k transportu protontt do
mezimembranového prostoru mitochondrie (Chaudhuri et al. 2006). Jelikoz je TAO uzce
spjata s NDH2, naruSeni TAO aktivity vede ke snizené aktivit¢ glykolyzy. Misto dvou
molekul ATP se generuje z jedné molekuly glukézy pouze jedna molekula ATP, coz vyrazné

ovliviiuje rust parazita (Helfert et al. 2001).

Protonovy gradient je dilezity pro transport iontd, metabolitl a jaderné-kodovanych proteinti
skrze vnitini membranu mitochondrie. Z tohoto divodu u krevni formy F.F; ATP syntaza
funguje vopatném sméru, generuje protonovy gradient =za hydrolyzy ATP
(Nolan a Voorheis 1992). Tyto odlisnosti vedou k vyrazné redukci mitochondrie u krevni
formy ve srovnani shmyzi formou. Mitochondrie jsou mens$i a tvofi mén¢ krist
(Bily et al. 2021).

Hmyzi forma Trypanosoma brucei
V ptenasSeci vyuziva T. brucei jako hlavni energeticky zdroj prolin (Obr. 8). Prolin pfijima

pomoci specifickych prenasect vyskytujicich se v CM (Haindrich et al. 2021).
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Obrazek 8. Zjednodusené znazorneni vybranych drah energetického metabolismu hmyzi procyklické
hmyzi formy T. brucei. Je zde uvedena glykolyticka draha, ktera probiha z velké ¢asti v glykosomech
T. brucei. Déale je soucasti této drahy dulezity glycerol-3-fosfatovy ¢lunek, propojujici glykosom a
mitochondrii, ktery pfenasi elektrony pomoci glycerol-3-fosfat dehydrogenazy (Gly-3-PD) na
ubichinon (Q), a dale glycerol-3-fosfatovy ¢lunek reoxiduje NADH v glykosomu. Hlavnim substratem
pro energeticky metabolismus je prolin, ktery je v mitochondrii zpracovan na alfa-ketoglutarat (a-KG),
jenz vstupuje do Krebsova cyklu. Na zpracovani prolinu v metabolismu se podili prolin dehydrogenaza
(PRODH), ktera prenasi elektrony na ubichinon. Krebsiv cyklus je plné funkéni, le¢ vétSinou neni
dokoncen. Veskery acetyl-CoA je pfemén na acetat, Krebstv cyklus zacina nejcastéji od o-KG, kdy
dochazi k jeho pfeméné a-KG az na sukcinat. Béhem této konverze je syntetizovano ATP. Sukcinat
muze byt vyloucen ven z buiiky nebo je dale oxidovan na fumarat, pficemz elektrony jsou preneseny
na komplex 2. Poté je fumarat zpracovan az na malat. Dale je z pyruvatu a threoninu tvofen acetat,
ktery je dulezitym prekurzorem pro syntézu mastnych kyselin. V mitochondrii se téz vyskytuje plné
funk¢ni elektronovy transportni fetézec. Elektrony jsou pfeneseny na ubichinon kromé glycerolového
¢lunku a PRODH pomoci alternativni dehydrogenazy (NDH2), komplexu II a nejspis komplexu 1.
Ubichinon pak pfenasi elektrony zejména na komplex III, ale téz Cast elektrond prenasi na TAO.
Komplex IV a TAO redukuji kyslik na vodu. FoFi ATP syntaza pomoci protonového gradientu generuje
ATP. Zkratky pouzité v obrazku: F-1,6-P (fruktoza-1,6-bisfosfat); G-3-P (glyceraldehyd-3-fostat);
DHAP (dihydroxyacetonfosfat); 3PGA (3-fosfoglycerat); G-3-PD (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza); NDH2 (alternativni dehydrogenaza); Q (ubichinon); TAO (trypanosomalni
alternativni oxidaza); PRODH (prolin dehydrogenaza); a-KG (a-ketoglutarat); MK (mastné kyseliny).
Upraveno podle Zikova (2022) a vytvoreno v BioRender.com.

Prolin je nejdfive oxidovan v mitochondrii na glutamat ve dvou krocich pomoci
FAD-dependentni prolin dehydrogenazy (PRODH), a pyrrolin-5 karboxylat dehydrogenazy
(P5CDH). Tyto dehydrogenazy jsou velmi dilezité i pro udrzovani protonového gradientu a
produkci ATP, jelikoz béhem oxidace prolinu predavaji elektrony na elektronovy transportni
tetézec (Paes et al. 2013). Oxidace prolinu je zcela zasadni pro hmyzi formu 77 brucei, jelikoz
hmyzi formy se sniZzenou expresi PSCDH nebyly schopny kolonizovat stfedni stfevo
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mouchy Tse-tse (Mantilla et al. 2017). Glutamat je nasledné pfeménén na alfa-ketoglutarat

(a-KG) glutamat dehydrogenazou nebo alanin transaminazou.

V Krebsové cyklu vétsinou nedochazi k preméné acetyl-CoA az na CO,. Misto toho je
veSkery acetyl-CoA pfeménén na acetat, ktery je jinak zejména tvofen skrze threonin
(Millerioux et al. 2013). Stejn¢ jako u krevni formy acetat putuje do cytosolu, kde je
pfeménén zpatky na acetyl-CoA, ktery slouzi ksyntéze mastnych kyselin
(Riviere et al. 2009). Hlavnim substratem pro Krebstv cyklus je a-KG. V Krebsové cyklu
dochazi k preméné¢ o-KG az na sukcinat. Béhem této konverze dochazi k zisku ATP
(Bochud-Allemann a Schneider 2002). Sukcinat je vyloucen ven z buniky nebo je dale
oxidovan na fumarét, pficemz elektrony jsou pieneseny na komplex II. Dale je fumarat

zpracovan az na malat (Zikova 2022).

Narozdil od krevni formy je zde vyrazn€ vyssi exprese proteintt komplexa I, III a IV, které
jsou vyuzity v ramci elektronového transportniho fetézce (Zikova et al. 2017). Celkem 5
enzymi se podili na transportu elektronti na ubichinon. Jedna se o komplex 1, NDH2,
glycerol-3-fostatovy ¢lunek, komplex 2 a PRODH (Acestor et al. 2011). Také u hmyzi formy
je funkce komplexu 1 nejasna. Pfi naruseni tvorby komplexu 1 prostfednictvim RNA
interference nedochazi k vyraznému ovlivnéni jeho aktivity, ani nedochazi ke zméné
mitochondridlniho membranového potencialu (Verner et al. 2011). Nicméné dileZitost
komplexu 1 by mohla byt pfi pfeméné epimastigotniho stddia na metacyklické stddium,
stadium infekéni pro sav¢iho hostitele. /n vitro byla u epimastigotd zjiSténa zvysena potieba
NADH a vyssi membranovy potencial. Tato zména nejspis reaguje na absenci komplext Il a
IV u metacyklickych trypomastigotti zvySenou aktivitou komplexu 1. Dal$i moznou funkci
komplexu I by mohlo byt generovani ROS, které jsou dulezité pro pfeménu epimastigotil.
AvsSak zatim neni urCena pfesna funkce (Dolezelova etal.2020). NDH2 je dtlezitym
prenaSecem elektronti na ubichinon, tudiz se nepiimo podili na syntéze ATP. Zarovei udrzuje
redoxni rovnovahu NAD® vcytosolu na zakladé ziskanych dat u hmyzi formy
(Verner et al. 2013). Glycerol-3-fosfatovy ¢lunek ma stejnou funkci jako u krevnich forem,
avSak neni tak esencialni z divodu celkové nizsi glykolytické aktivity (Zikova 2022).
Komplex II se podili na metabolismu prolinu, jelikoz pfijima elektrony od sukcinatu
z Krebsova cyklu a pfenasi je na ubichinon (Coustou et al. 2008). Dilezitost komplexu II u
hmyzi formy je wvyjadiena zvySenou aktivitou komplexu behem jejiho vyvoje
(Dolezelova et al. 2020). K oxidaci redukovaného ubichinonu dochézi bud tradicné ptes
komplexy III a IV nebo pomoci TAO. Tento fenomén umoziuje 7. brucei adaptaci na zménu
prosttedi. Komplex III je nachylny na tvorbu ROS, a proto by v ptipadé jejich zvySené
koncentrace mohla byt vyuzZita oxidace skrze TAO (Zikova 2022). Jak jiz bylo zminéno vyse,
k redukci komplext III a IV dochazi pfi pfeméné epimastigotnich stadii na metacyklické
trypomastigoty, jelikoz se parazit adaptuje na prostfedi vsavéim hostiteli
(Dolezelova et al. 2020). Vlivem snizené aktivity komplexti III a IV dochazi k snizeni
produkce ATP, coz vede ke zvysené aktivit¢ AMP-indukované protein kinazy. Ta snizuje
aktivitu drah spotiebujicich ATP, coz vede ke vzniku méné pohyblivych metacyklickych
trypomastigotti (Herzig a Shaw 2018; Toh et al. 2021). TAO vyuziva hmyzi procyklicka
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forma pfiblizn€ z 20 % (Gnipova et al. 2012) oproti epimastigotim ktefi ji vyuZzivaji z
pfiblizné 80 % z diivodu snizené aktivity komplexti IIT a IV (Dolezelova et al. 2020). Cinnosti
cytochromovych komplexti obsahujicich méd’ je generovdna protonmotivni sila k syntéze
ATP pomoci F.Fi ATP syntazy (Zikova et al. 2009).
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3 Cile prace

1)
2)
3)
4)
S)
6)

Urcit funkci TbATPazy u T. brucei.

Studovat fenotyp 7. brucei po snizeni exprese TbATPazy.
Stanovit lokalizaci TbATPazy u 7. brucei.

Stanovit miru exprese TbATPazy v riznych podminkéch.
Popsat koncentraci médi v bunikach 7. brucei

Stanovit miru toxicity médi u 7. brucei.
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4 Material a metody:

4.1 Kultivace bunék Trypanosoma brucei

V diplomové praci se pracovalo s procyklickym kmenem 29-13. Tento kmen obsahuje T7
RNA polymerazu s neomycinovou rezistenci a tetracyklinovy represor s hygromycinovou
rezistenci. Déle se vyuzival s krevni kmen New York Single Marker (BSF SM), ktery
obsahuje tézZ T7 RNA polymerazu a tetracyklinovy represor s neomycinovou rezistenci.

4.1.1. Rozmrazeni a kultivace kultury

1 ml zamrazenych bunék 7. brucei byl ptenesen do 5 ml média HMI-9 (Tab. 1) v ptipadé
krevnich forem (Hirumi a Hirumi 1989) nebo do 5 ml média SDM-79 (Tab. 2) v piipadé
hmyzich forem (Brun a Schonenberger 1979). Bunky byly sto¢eny (1300 g, 4 °C, 5 min) a
resuspendovany v Cerstvém médiu v objemu 5 ml. Buiky byly kultivovany v 25 cm?
kultivacnich lahvich s filtrem. Krevni formy byly kultivovany v termostatu pfi teploté 37 °C

v atmosféte s 5% obsahem CO,, hmyzi formy v termostatu pfti teploté 27 °C.

Tabulka 1. Slozeni HMI-9 média v objemu 1 |

Slozka Objem/hmotnost
Iscove‘s (Gibco) 17,66 g
NaHCO; (Penta) 302¢
Pyruvat (Sigma-Aldrich) 110 mg
PenStrep 100x (Gibco) 1 ml
Tymidin (Sigma-Aldrich) 39 mg
2-merkaptoethanol (Sigma) 14,2 ul
Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich) 100 ml
5 mM Bathocuproin (Merck) 10 ml
0,1 M Hypoxanthin (Sigma-Aldrich) 10 ml
0,15 mM L-cystein (Sigma-Aldrich) 10 ml
Voda dol1

Tabulka 2. Slozeni SDM-79 média v objemu 1 |

Slozka Objem/hmotnost

SDM79 CGGGPPTA powder (GE Healthcare) 22,05¢g
NaHCO; (Penta) 2g
Acetat sodny (Sigma) 10 mg
Glutamova kyselina (Sigma) 22 mg
Glutamin (Sigma) 500 mg
Prolin (Sigma) 600 mg
Threonin (Sigma) 400 mg
Pyruvat sodny (Sigma) 100 mg
Glukoéza (Sigma) 05¢g
Hemin (Sigma) 0,5 ml
PenStrep 100x (Gibco) 10 ml
Voda do 900 ml
Fetalni bovinni sérum (Sigma) 100 ml
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Kultura WT krevnich forem byla nafedéna po 48 h na koncentraci 1,5x10* bun&k/ml do 5 ml
HMI-9 sneomycinem (1,5 pg/ml), aby byla maximalni koncentrace bunék 3x10%ml
v HMI-9. Kultura WT hmyzi formy byla nafedéna po 48 h na koncentraci 1,5x10° bunék/ml
do 5 ml SDM-79 s neomycinem (15 pg/ml) a hygromycinem (50 pg/ml), aby byla maximalni
koncentrace bunék 3x107/ml v SDM-79. Dalsi pfidana antibiotika pro transformované butiky

jsou zobrazena v Tab. 3.

Tabulka 3. Seznam bunécnych linii s pridanymi antibiotiky v diisledku genetické manipulace

Bunécéna linie(forma) Antibiotikum Koncentrace

Neindukovany Knock-down (krevni a hmyzi
forma) Phleomycin 2,5 pg/ml

Transformanty s V5 znackou (hmyzi forma) Puromycin 1 pg/ml

4.1.2. Zamrazeni kultur

Cast bundk byla uchovéna v tekutém dusiku pro pozdg&j§i pouziti bdhem experimenti.
Nejdtive bylo do zkumavky ptidano 800 pl narostlé kultury, ke které bylo nésledné ptidano
200 ul 50% glycerolu. Bunky byly nejprve uloZzeny do zamrazovaciho kontejneru, kde byla
snizovana teplota 1 °C/1 min aZ na konecnou teplotu -80 °C v mrazaku a poté byly bunky
preneseny do tekutého dusiku (-196 °C).

4.2 Ptiprava polyklonalni protilatky proti TbATPaze

4.2.1 Primery a plazmidy

Pro amplifikaci celé thatpdzy byly vyuzity primery (Tab. 4), pro amplifikaci zkracené verze
thatpdzy byly navrzeny primery (Tab.5). Primery byly navrzeny v programu Geneious
(https://www.geneious.com/). Pro zaklonovani genu do kompetentniho kmene E. coli TOP10
(Thermo Fisher Scientific, US) byl vyuzit plazmid pJET1.2/blunt Cloning Vector
(Thermo Fisher Scientific) s ampicilinovou rezistenci. Pro expresi proteinu byl pouzit finalni
plazmid pET42b (Novagen, US) s kanamycinovou rezistenci. pET42b obsahuje histidinovou
znacku, diky které je mozné izolovat protein za denatura¢nich podminek.

Tabulka 4. Primery vyuzivané pro amplifikaci thatpdzy

Smér Sekvence R?strikcnl
misto
Forward 5"-ACACATATGGAGGAGAACAACGCAACTACAG-3’ Ndel
Reverse 5'-ACAGGATCCAATGATATCAATGAACTGTTCCCGT-3’ BamHI
Tabulka 5. Primery vyuzivané pro amplifikaci fragmentu thatpazy (1792-2514)
Smér Sekvence Re’strlkcnl
misto
Forward 5"-CACCATATGATGGTGGGAACTGGTGTTGG-3’ Ndel
Reverse 5'-CACGGATCCGCCCACAAACACAACATCCC-3’ BamHI
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4.2.2 1zolace genomové DNA

Genomova DNA z procyklické formy 7rypanosoma brucei kmenu 29-13 byla izolovana
podle DNeasy Blood & Tissue Kits (QIAGEN, DE). Tato DNA slouzila jako vychozi templat
pro PCR.

4.23 PCR

Specifické tiseky DNA byly amplifikovany pomoci PCR reakce (Tab. 6 a 7), ktera byla
provedena dle protokolu vyrobce (Takara, JP).

Tabulka 6. SloZeni reakcni smési pro PCR
Slozka Mnozstvi

PrimeStar Max DNA polymeréaza (Takara) 12,5 pl

Forward primer (10 uM) 1wl

Reverse primer (10 pM) 1l

Genomova DNA 0,5 ul

Deionizovana voda 10 pl

Tabulka 7. Pritbeh PCR reakce v termocykléru s polymerdzou PrimeStar Max DNA

Teplota Cas

Pocet cyklu

1x 98 °C 10 min
98 °C 10 sek

35x 55°C 5 sek
72 °C 30 sek

1x 72 °C 1 min

1x 4°C 0

4.2.4 1zolace DNA fragmentti

Vzorky z PCR byly vlozeny do 1 % agar6zového gelu s 0,05 % interkalacnim barvivem
SYBR Safe (Invitrogen). PCR vzorky vytvofené pomoci PrimeStar Max DNA polymerazy
byly obarveny 6x fedénym barvivem Tritrack (Thermo Fisher Scientific). Nasledné byla
spusténa horizontalni elektroforéza po dobu 30 min pfi 100 V. Pomoci vydezinfikovaného
skalpelu byl vytiznuta z gelu DNA o pozadované velikosti. Pro izolaci DNA z gelu byla
vyuzita komerén¢ dostupnd sada E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, US),
postupovalo se dle manualu vyrobce.

4.2.5 Ligace do primarniho plazmidu
Inzert byl vlozen do pJET1.2/blunt Cloning Vector prostiednictvim sady CloneJET PCR
Cloning kit (Thermo Fisher Scientific) pomoci liga¢ni reakce (Tab. 8). Negativni kontrolou

byla ligacni reakce, ve které byl inzert nahrazen vodou. Ligacni reakce probihala po dobu
5 min pii 22 °C.



Tabulka ¢. 8 Smes ligacni reakce do pJETI.2/blunt Cloning Vector

Slozka Mnozstvi

Inzert 150 ng
pJET1.2/blunt 50 ng
T4 Ligase 1l
10X T4 DNA Ligase Buffer 1l
Voda do 10 pl

4.2.6 Transformace do bakterii

Plazmid pJET1.2/blunt Cloning Vector s inkorporovanou DNA byl vlozen do kompetentnich
bakterii E. coli kmene TOP10, dale TOP 10. Bakterie na led¢ byly inkubovany s ligaéni smési
po dobu 30 min. Nasledné doslo k teplotnimu Soku po dobu 30 vtefin pfi teploté 42 °C ve
vodni lazni. Bakterie byly poté pfeneseny na 2 min do ledu. Po ptidani 250 pl predehiatého
SOC média (Tab. 9), byly bakterie tfepany (200 RPM, 37 °C, 1 h). Dale byl k bakteriim ptidan
ampicilin. Poté byly pfeneseny na agarové plotny s LB médiem (Tab. 10) a inkubovany
(37 °C, 16 h).

Tabulka 9. Slozeni SOC (super optimal broth) média v objemu 1 | pri pH 7

Slozka MnoZstvi/objem
Trypton (Oxoid) 20g
Kvasinkovy extrakt (Oxoid) S5¢

NacCl (Sigma) 0,5g

250 mM KCI (Sigma) 10 ml

Prilit dH20 do celkového objemu 1 1, ptizpisobit
pH na 7 a poté autoklavovat

20 % Glukoza (Sigma) 20 ml

2M MgCI2 (Sigma) 5 ml

Tabulka 10. Slozeni LB (Luria-Bertani) média v objemu 1 I pii pH 7

Slozka MnoZstvi/objem
Trypton (Oxoid) 10 g
Kvasinkovy extrakt (Oxoid) 5g

NaCl (Sigma) 10 g

Voda doplnitdo 11

4.2.7 Izolace transformovaného plazmidu

Kolonie bakterii byly odebrany do pfedem pfipravenych zkumavek s 5 ml LB média a
s ampicilinem v koncentraci 0,1 mg/ml. Zkumavky byly tfepany (220 RPM, 37 °C, 16 h). Z
narostlych ~ bakterii  byla  izolovana  plazmidova @ DNA  pomoci sady
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E.Z.N.A.® Plasmid Mini kit I (Omega Bio-Tek). Kvalita vysledného produktu byla ovéfena
pomoci pristroje NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Plazmidova DNA byla
osekvenovana (Tab. 11) vsekvenaéni laboratofi (laboratof sekvenace Biocev,
RNDr. Stépanka Hrd4, Ph.D.)

Tabulka 11. Sekvenacni reakce

Slozka MnoZstvi
Plazmidova DNA 3 ng/100 part bazi
Primer forward 0,5 ul

Primer reverse 0,5 pl

Voda Do 8 ul

4.2.8 Vlozeni inzertu do pET42b

Restrikéni reakce byla provedena pro plazmid pJET1.2/blunt s inzertem a finalni expresni
plazmid pET42b (37 °C, 1 h) podle protokolu vyrobce (Thermo Fisher Scientific)
(Tab. 12 a 13). Pro restrikéni reakce byly pouzity restrikéni enzymy z komeréné dostupné
sady FastDigest restriction enzymes (Thermo Fisher Scientific) (Tab. 4 a 5).

Tabulka 12. Restrikcni reakce pro pJETI.2/blunt s inzertem _
Slozka Mnozstvi |

Ndel

1wl
BamHI 1ul
10x Fast Digest Green Buffer 1 ul
(Thermo Fisher Scientific) H
pJET1.2/blunt s inzertem 1 g
Voda do 10 pl

Tabulka 13. Restrikcni reakce pro pET42b

Slozka Mnozstvi |

Ndel 3ul
BamHI 3ul
10x Fast D@gest Grgen Buffer 3 il
(Thermo Fisher Scientific)

pET42b 3ug
Voda do 60 pl

Vzorky DNA byly rozdéleny podle velikosti pomoci horizontalni elektroforézy. DNA byla
opét izolovana pomoci sady E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek), postupovano
bylo dle protokolu vyrobce.
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Integrace vystépeného inzertu z pJET1.2/blunt do expresniho plazmidu pET42b byla
provedena dle liga¢ni reakce (Tab. 14). Mnozstvi inzertu vici plazmidu odpovidalo poméru
3:1 (Kap. 4.2.5) a poté nasledovala transformace bakterii (Kap. 4.2.6).

Tabulka 14. Ligacni reakce inzertu do plazmidu pET42b

Slozka Mnozstvi

Inzert Dle koncentrace
pET42b 50 ng

T4 Ligase (Thermo Fisher Scientific) 1l

10X T4 DNA Ligase Buffer 1l

Voda do 10 pl

Transformované TOP10 bakterie byly pieneseny na plotny s kanamycinem ve finalni
koncentraci 50 pg/ml a bez kanamycinu a inkubovany (37 °C, 16 h). Jako negativni kontrola
byly pouzity netransformované bakterie, které byly pfeneseny na plotny pii stejnych
podminkach. Na zavér byla izolovana a osekvenovana plazmidova DNA z transformovanych
bakterii TOP10 (Kap. 4.2.7). Vysledkem bylo uspésné zaklonovani inzertu s expresnim
plazmidem pET42b do TOP10 bakterii.

4.2.9 Ovéfeni exprese pomoci indukce IPTG

S cilem vytvofit polyklonalni protilatky vaci tbatpdze, byl plazmid pET42b s inzertem
transformovan do bakterii E. coli linie BL21, pouzitim totozného postupu jako pfi
transformaci do bakterii TOP10. Bakterie BL21 ispésné narostly na plotnach v LB médiu
s kanamycinem (vySe uvedena koncentrace). BL21 obsahuji T7 RNA polymerazu, ktera
rozpoznava T7 promotor na pET42b plazmidu. Tato RNA polymeraza transkribuje usek
v plazmidu 8x rychleji oproti RNA polymeraze z E. coli, a proto se vyuziva k expresi cileného

genu.

Alespon 3 kolonie bakterii BL21 byly inkubovany (Kap. 4.2.8). U kazdé kolonie BL21
bakterii byl postup nasledujici. Po inkubaci bylo odebrano z narostlé kultury bakterii 300 pl
do 30 ml LB média. Ztedéna kultura byla tiepana (Kap. 4.2.8). Buiiky byly tfepany, dokud
nebyla zméfena hodnota optické denzity (OD) pfi vinové délce 600 nm 0,2 na pfistroji
WPA CO800 Biowave Cell Density Meter (Biochrom, GB).

Poté byl odebran 1 ml bungk, ktery byl stocen (16 000 g, 25 °C, 1 min). Ziskany pelet byl
zavafen v 50 pl vzorkovém pufru (Tab. 16) (100 °C, 10 min). Tento vzorek slouzil jako
kontrola. Zbyla kultura byla pfenesena do nové zkumavky a inkubovana (IPTG (Sigma, US)
ve vysledné koncentraci 0,5 mM, 37 °C, 3 h). Kazdou h byl odebran vzorek, ktery byl sto¢en
a zavafen za stejnych podminek jako kontrolni vzorek. Objem odebranych vzorkiu byl
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s kazdou h inkubace snizovan o 100 pl, aby byla vytvofena podobna koncentrace bunék mezi

vzorky. Po zavateni byly vSechny vzorky stoc¢eny (21 000 g, 25 °C, 1 min).

Tabulka 16. Slozeni vzorkového pufiu

Slozka Objem

Roztok A: 3 g Trisma base (Sigma) v 50 ml vody, pH 6,8 2,4 ml
10% SDS (Sigma) 2 ml
Glycerol 1 ml
Voda 4 ml
0,1% bromfenolova modf v 1 ml roztoku A 0,1 ml
2-merkaptoethanol (Sigma) 0,5 ml

Mira proteinové exprese byla ovétena pomoci SDS-PAGE elektroforézy pii 150 V po dobu
1 h a 15 min. Na polyakrylamidovy gel byly naneseny vzorky zavatené ve vzorkovém pufru.
Velikost proteinli byla porovnana pomoci PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Pro ur¢eni mnozstvi proteint byl obarven 12 % polyakrylamidovy
gel s proteiny pomoci Coomassie Brilliant Blue (Sigma) po dobu 16 h. Gel byl poté odbarven
odbarvovacim roztokem (Tab. 17) pravidelné¢ po 20 min, dokud nebyly vidét jednotlivé

proteiny.

Tabulka 17. Slozeni odbarvovaciho roztoku v objemu 1 [

Slozka Objem
70% Ethanol (Lach-Ner) 250 ml
CH;COOH 100 ml
Voda 650 ml

Ovéfteni exprese TbATPazy bylo vizualizovano pomoci metody western blot, v tomto piipadé
byla pouzita mysi protilatka proti histidinové znacce v pomeéru 1:1000 (Kap. 4.2.12). Bakterie
BL21 neexprimovaly TbATPazu. U téchto bakterii byla upravena doba a teplota indukce
exprese pomoci [IPTG. Vzorky byly inkubovany (27 °C, 16 h misto 37 °C, 3 h). TbATPaza
obsahuje 8 transmembranovych domén. Kvuli nim nemusi byt exprimovana v bakteriich.
Z tohoto divodu byla do bakterii BL21 vloZena zkracena, cytosolickd ¢ast. Primery pouZzité
pro klonovani zkracené ¢asti thatpdzy jsou uvedeny v tabulce 5. Ovéfeni exprese probihalo
pomoci IPTG (sigma) pii stejné koncentraci (0,5 mM) vobou variantaich

(Bhpti37°Cal6hpti 27 °C), nicméné k expresi proteinu nedoslo. Proto byla vlozena
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zkracena verze proteinu do modifikovanych kmend E. coli Rosetta (DE3) Competent Cells
(Novagen) a Rosetta 2(DE3) Competent Cells (Novagen) postupem shodnym jako u TOP10,
pticemz transformované bakterie byly nasazeny na plotny s kanamycinem a chloramfenyklem
(96 pg/ml). Tyto kmeny E. coli obsahuji sirsi paletu kodoni, které vyuziva E. coli pfi translaci,

diky tomu je u nich zvySena pravdépodobnost exprese proteinu.

U bakterii Rosetta 2(DE3) Competent Cells (Novagen) byla ovéfena exprese zkrdcené ¢asti

proteinu pii indukei IPTG ve finalni koncentraci 0,5 mM po dobu 16 h pti 27 °C.

Tyto bakterie byly indukovany IPTG za stejnych podminek v 2 litrech pro zisk dostatecného
materialu pro izolaci proteinu za denatura¢nich podminek. Nejdiive byly nasezeny bakterie
do 50 ml LB média s ptislusnymi antibiotiky po dobu 16 h do 250 ml Erlenmeyerovy banky
a tfepany (220 RPM, 37 °C, 16 h). Téhoz dne byly ptipraveny 2 1 LB média (37 °C). Po 16 h
bylo vlozeno 20 ml narostlych bakterii do 2 litri pfedehfatého LB média a tfepany
(200 RPM, 37 °C). Ttepani bakterii skonc¢ilo v momenté, kdy byla nameétena hodnota ODsno
mezi 0,6-0,8. Poté byl odebran 1 ml bun¢k jako kontrola a zbytek kultury byla pfenesen na
led. Nasledné byla kultura inkubovana pfi stejnych podminkach jako za mensiho objemu
(0,5 mM IPTG, 27 °C, 16 h). Po inkubaci bylo z kultury odebrano 500 pl vzorku pro ovéfeni
exprese proteinu. Nasledné byl zbytek kultury stocen (6 000 g, 4 °C, 15 min). Vysledny pelet
byl promyt fosfatovym pufrem (PBS) za stejnych podminek. Pelet byl skladovan pii -20 °C.

4.2.10 Izolace proteinu za denaturacnich podminek

Pelet s bunikami, u néhoz byla indukovana exprese pomoci IPTG, byl resuspendovan v 20 ml
B pufru. Poté byla narusena membranu bakterii pomoci sonikace (QSonica Q125, US) po
dobu 2 min vintervalu Is/ls samplitudou 60 %. Zlyzované buiikky byly stoceny
v ultracentrifugacnich zkumavkach (100 000 g, 4 °C, 15 min). Supernatant byl odebran do
50 ml zkumavky. Poté byl mensi objem supernatantu a peletu zavafen ve vzorkovém pufru
(100 °C, 10 min). Do supernatantu bylo pfidano po 1 ml HIS-Select Nickel Affinity Gel
(Sigma). Jedna se o roztok obsahujici agarézové kuli¢ky s niklem, které se vazi na proteiny
obsahujici histidinovou znacku. Vznikla smés byla inkubovana 1 h pii pokojové teploté za
mirného michani. Poté byla smés pienesena na kolonu Poly-Prep Chromatography Column
(Bio-Rad, US). Supernatant, ktery protekl kolonou, flowthrough, byl vlozen do 50 ml

zkumavky.

Kolona byla dale promyvana v tomto pofadi:
2xC 5 ml — frakce prenesena do zkumavky
4xD 0.5 ml — frakce pfenesena do zkumavky
4xE 0.5 ml — frakce pfenesena do zkumavky
4x1 0.5 ml — frakce pfenesena do zkumavky

Pufry (Tab. 18) se lisi ve svém pH, diky kterému se postupné procistuje matrice s navazanym
proteinem. V poslednim kroku eluce byly odebrany agar6zové kulicky.
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Tabulka 18. Slozeni pufrii pri izolaci proteinu za denaturacnich podminek
Pufr B

Slozka Koncentrace

NaH,PO4 (Lach-Ner) 100 mM
Tris (Sigma) 10 mM
Mocovina (Sigma) M
pH 8
Pufr C
NaH,PO4 (Lach-Ner) 100 mM
Tris (Sigma) 10 mM
Mocovina (Sigma) &M
pH 6,3
Pufr D
Stozka  Koncentrace |
NaH,PO4 (Lach-Ner) 100 mM
Tris (Sigma) 10 mM
Mocovina (Sigma) &M
pH 5,9
Pufr E
Sl Koncentrace |
NaH,PO4 (Lach-Ner) 100 mM
Tris (Sigma) 10 mM
Mocovina (Sigma) M
pH 4,5
pofrl
S Koncentrace |
NaH,PO4 (Lach-Ner) 50 mM
NaCl (Sigma) 300 mM
Imidazol (Sigma) 400 mM
pH 8

Ze vSech ziskanych frakci byl odebran mensi objem, ktery byl zavaten ve vzorkovém pufru

(100 °C, 5 min). VSechny vzorky byly skladovany pti—20 °C. Vzorky byly naneseny na 12 %

polyakrylamidovy gel a pomoci SDS-PAGE elektroforézy byly rozdéleny podle velikosti. Gel

byl obarven v Coomasie Briliant Blue, ¢imz byla ovétena uspéSnost izolace a mnozstvi

proteinu v jednotlivych frakcich. Pfiblizna koncentrace proteinu ve vzorku byla stanovena

podle gelu odbarveného od Coomassie Brilliant blue. Na zavér byla detekovana pfitomnost

proteinu pomoci metody western blot, kdy byla nejdiive inkubace v mys$i primarni protilatce

proti histidinové znacce v poméru 1:1000 a poté v sekundarni anti-mysi protilatce s kfenovou

peroxidazou v poméru 1:5000 (Kap. 4.2.12.).
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Frakce E1 a E2 byly slou¢eny dohromady. Separace proteinti probéhla na velké SDS-PAGE
elektroforéze pii 300 V po dobu 4 h. Gel byl obarven v Coomassie Brilliant Blue a nasledn¢
odbarven odbarvovacim roztokem. Poté byl vyfiznut protein o pozadované velikosti. Protein
byl promyvan 2x15 min ledovym a sterilnim fosfatovym pufrem (PBS) ve zkumavce. Gel byl
homogenizovan pomoci Douncova homogenizatoru (Kimble-chase, US) na drt. Vysledny
homogenizovany produkt byl pfipraven pro injikaci do potkana. Ve vysledku byly pfipraveny
4 injekéni davky o 230 pg proteinu do potkana. Zkumavky byly poté piredany
RNDr. Janu Machovi, Ph.D. Ten injikoval do potkana jednu davku po 28 dnech a po posledni
davce potkana vykrvil. Ziskana krev byla nechédna stat po dobu 15 min za pokojové teploty,
aby doslo ke srazeni. Poté byla sto¢ena (2000 g, dobu 10 min) a nasledné bylo odebrano sérum
(supernatant). Do séra byl pfidan azid sodny ve finalni koncentraci 0,03 %, aby nedoslo k

mozné kontaminaci. Sérum obsahuje polyklonalni protilatky proti TbATPéze.

4.2.11 Ptiprava vzorki pro testovani protilatky

Protilatka byla testovana na lyzatech, membranové a cytosolické frakci WT obou forem
Trypanosoma brucei. Od kazdé formy bylo sklizeno 1,5x107 bun&k. U kazdé formy se
pokracovalo nasledovné. Buiiky byly stoceny (1300 g, 4 °C, 5 min) a byly nafedény do 240 ul
ptislusného média. 40 pl vzorku bylo vlozeno do nové zkumavky a zavafeno ve vzorkovém
pufru. Zbylych 200 pl bun¢k bylo sonikovano po dobu 10 sekund v intervalu 1s/1s
s amplitudou 60 %. Lyzat byl stoCen za stejnych podminek. Pelet obsahuje nezlyzované
buniky. Supernatant obsahuje membranovou a cytosolickou slozku. Supernatant byl odebran
do nové zkumavky a sto¢en (21 000 g, 4 °C, 10 min). Vysledny pelet tvoii membranova frakce

a supernatant cytosolicka frakce. Pelet a supernatant byly zavateny ve vzorkovém pufru.

Dale byla polyklonalni protilatka testovana u knock-down indukovanych a neindukovanych
bunek (knock-down dale oznacen jako ,.kmen Atbatpaza“) krevni a hmyzi formy 7. brucei
pomoci metody western blot. V tomto piipadé byly buniky neindukovaného kmene Atbatpaza
rozdéleny do dvou zkumavek, pficemz jedna zkumavka byla indukovana tetracyklinem
(1pg/ml) po dobu 3 dni a druha zkumavka neobsahovala tetracyklin. Poté byly bunky
kultivovany po dobu 48 h (Kap. 4.1). 1,5x107 bun&k neindukovaného kmene Atbatpaza a
kmene Atbatpaza se snizenou TbATP4azou bylo sto¢eno (1300 g, 4 °C, 5 min) a natedéno do

240 pl média a poté zavateny ve vzorkovém pufru (100 °C, 10 min).

Na zavér byla pouzita jako pozitivni kontrola frakce E1 nafedéna ve vzorkovém pufru a
zavarena za stejnych podminek. Veskera ptiprava vzorkl probihala pii 4 °C. Vzorky byly

skladovany pii— 20 °C.

4.2.12 Testovani protilatky pomoci metody western blot

Zavatené vzorky z pfedchozi kapitoly byly naneseny na 10 % polyakrylamidovy gel. Proteiny
byly rozdéleny podle velikosti pomoci SDS-PAGE (Kap. 4.2.9). Poté byly proteiny z gelu
pteblotovany na nitrocelul6zovou membranu pii 70 mA po dobu 1 hod a 25 min. Membrana
byla obarvena roztokem Ponceaus S (Sigma) pro ovéfeni rovnomérného pieneseni proteint

na membranu. Ponceaus S byl nasledné odmyvan destilovanou vodou a membrana

28



s vizualizovanymi proteiny byla oskenovana. Poté byla membrana zalita roztokem suSeného

mléka po dobu alesponi 1 h pti 4 °C. Tim doslo k jejimu zablokovani.

Membréna byla poté vlozena do folie a zalita v 2 ml roztoku suseného mléka s nafedénou
polyklonalni protilatkou z potkana proti TbATPaze v poméru 1:100. Foélie byla poté
zalaminovana pomoci svarecky. Inkubace v primarni protilatce probihala alesponn 1 h za
mirného tfepani pii 4 °C. Primarni protilatka byla odmyvéana 3x20 min roztokem susSeného
mléka. Membrana byla poté inkubovana 1 h v zfedéné sekundéarni anti-potkani protilatce
s kfenovou peroxidazou v roztoku suSené¢ho mléka v poméru 1:5000. Sekundarni protilatka
byla poté odmyvana roztokem suseného mléka 2x20 min a fosfatovym pufrem 2x20 min.
Membrana  byla  pot¢é  vlozena do nové  folie a @ zalita 1 ml
Immobilon Forte Western HRP substrate (Merck, DE). Poté byla vlozena do pfistoje
Amersham Imager 600 (GE Life Sciences, US), kde byly chemiluminiscencné vyvolany

proteiny na membrane.

4.2.13 Ptiprava preparatii pro fluorescenéni mikroskopii

Dale byla testovana polyklonalni protilatka pomoci fluorescenéni mikroskopie u hmyzi formy
T. brucei se zvysenou TbATPazou. Nésledujici protokol plati pro piipravu jednoho preparatu.
0,5 ml bunék o koncentraci 7,5x10° bunék/ml byl pfenesen na podlozni sklo a inkubovan
(27 °C, 10 min). Nasledné zpracovani vzorku odpovida kapitole 4.4.2 Jako negativni kontrola
byly pouzity bunky 7. brucei, které nebyly inkubovany s polyklonalni protilatkou proti
TbATPaze. Déle byly pfipraveny preparaty s inkubovanou protilatkou ve zfedéné forme 1:200
a 1:2000. Sekundarni protilaitka byla pouzita anti-potkani Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific). Nasledné byly preparaty podrobeny fluorescencni mikroskopii
viz (Kap. 4.4.3).

4.3 SniZeni exprese pomoci metody RNAi
4.3.1 RNA interefence

Béhem RNAIi dochazi k tvorbé dvouvlaknovych short interferring RNA, které rozpoznava
protein DICER. Ten §tépi ds siRNA na kratsi useky, které na sebe vaze protein Argonaut.
Argonaut jedno z vlaken degraduje a poté s dalsimi proteiny tvoti komplex zvany RISC (RNA
induced silencing complex). Vlakno RNA se komplementdrné vaze na cilenou mRNA.
Dvouvlaknovou mRNA RISC rozstiihne, ¢imz dochazi k zastaveni translace. Dochazi tak

k regulaci genové exprese.

V ramci RNAI byla do T. brucei vlozena ¢ast thatpdzy v plazmidu p2T7-177, obsahujici T7
promotor, ktery je regulovany tetracyklinem (Wickstead et al. 2002). Za pfitomnosti
tetracyklinu dochazi k piekladu inzertu z obou stran RNA polymerazou. Vznikaji tseky
mRNA, které jsou komplementarni k useku mRNA thtapdzy. Cimz dochazi ke sniZeni

exprese genu.
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4.3.2 Primery a plazmidy

Primery (Tab.19 a 20) byly navrzeny v programu Geneious. Pro zaklonovani genu do bakterii
TOP10 byl vyuzit plazmid pGEM-T Easy Vector (Promega, US) s ampicilinovou rezistenci.
Pro snizeni exprese proteinu byl pouzit finalni plazmid p2T7-177 s phleomycinovou

rezistenci.

Tabulka 19. Primery vyuzivané pro snizeni exprese tbatpazy pomoci RNAi — fragment 1

Smér Sekvence Re’:strlkcm ‘
_ _misto

R 5'-CACCTCGAGGCCCACAAACACAACATCCC-3’ Xhol

F 5'-CACGGATCCTGACTTCCACGGTACACAGC-3’ BamHI

Tabulka 20. Primery vyuzivané pro snizeni exprese tbatpdzy pomoci RNAi — fragment 2

Smér Sekvence Re’:strlkcm ‘
. _misto

R 5'-CACCTCGAGCGATCTCCAGAAGAGCCGAC-3’ Xhol

F 5"-CACGGATCCCAGTCAGTGGGAGCAGTGAG-3’ BamHI

4.3.3 PCR a ligace

Useky DNA odpovidajici fragmenttim thatpdzy byly amplifikovany pomoci PCR z genomové
DNA T brucei. Reakce byla provedena dle protokolu vyrobce (Takara) (Tab. 21 a 22).
Zaklonovani fragmentu do finalniho plazmidu p2T7-177 bylo provedeno stejnym postupem
jako v kapitolach 4.2.4 az 4.2.8.

Tabulka 21. SlozZeni reakcni smési pro PCR
Slozka Mnozstvi

SapphireAmp Fast PCR Master Mix (2X 12.5 pl
Premix)

10 uM Forward primer 1l

10 uM Reverse primer 1l
Templatova DNA 0.5 ul
Voda 10 ul

Tabulka 22. Prithéh PCR reakce v termocykléru s polymerazou SapphireAmp Fast PCR Master mix (2x
Premix,

Pocet cyklu Teplota Cas
1x 94 °C 1 min
98 °C 5 sec
30x 55°C 5 sec
72 °C 10 sec
1x 72 °C 1 min
1x 4°C 0

30



4.3.4 Izolace DNA pro elektroporaci

Izolace vétsiho mnozstvi plazmidu byla provedena pomoci sady
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification Systém (Promega). Postupovalo se obdobné jako
v kapitole 4.2.7, avSak bakterie TOP 10 narostli ve vétSim objemu (50ml). Vyslednda DNA
byla zméfena na piistroji NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) a poté byla poslana na
sekvenaci (Kap. 4.2.7).

4.3.5 Linearizace a pfesrazeni DNA

Pro transformaci DNA do T. brucei byl plazmid s inzertem zlinearizovéan (Tab. 23), jelikoz
transformace s cirkularnim plazmidem nebyvaji uspé$né. Pred linearizaci plazmidu byly
zkontrolovany restrikéni mista v plazmidu p2T7-177. Pro restrikci findlniho plazmidu byl

zvolen restrikéni enzym Notl. Vysledna smés byla inkubovana (37 °C, 16 h).

Tabulka 23 Linearizace DNA pro jednu elektroporaci

Slozka MnozZstvi

10xFast Digest Buffer 30 ul

Plazmid s inzertem 10 pug

Notl 1 ul

Voda Doplnit do 300 ul

Linearizovand DNA byla izolovéana procesem ptesrazeni. Do vzorku bylo ptidano 40 ul 3M
octanu sodného, pH 5,2 a 1 ml 96 % etanolu. Vzorek byl resuspendovan a inkubovan
(- 20 °C, 15 min). Poté byl vzorek stocen (21 000 g, 4 °C, 30 min). Opatrné byl ze vzorku
odsat ethanol a resuspendovan v 500 ul 70 % ethanolu. Poté byl vzorek stoen za stejnych
podminek a opatrné odsan etanol. Na zavér byl vzorek suSen ve zkumavce s otevienym
vickem (40 °C, 10 min) a po vysuSeni bylo pfidano 50 ul vody. Béhem vysuSeni DNA
zpruhledni.

Uspé&sna linearizace plazmidu byla ovéiena pomoci elektroforézy. Na gel byl nanesen 1 pg
zlinearizovaného a cirkularniho plazmidu. Dle piedpokladu méla zlinearizovana DNA

plazmidu jet pomaleji agar6zovym gelem, coZz se potvrdilo.

4.3.6 Elektroporace DNA do krevni formy Trypanosoma brucei

Pro jednu elektroporaci bylo pieneseno 3x107 bunék do 50 ml zkumavky s oznagenim D.
Mnozstvi bunék bylo zméfeno pomoci pristroje Cell Counter (Beckman Coulter, US). Poté
bylo ptipraveno 90 ml HMI-9 média s neomycinem ve finalni koncentraci 1,5 pg/ml. Pficemz
byly pouzity tfi 50 ml zkumavky. Do zkumavky s oznacenim A bylo ptfidano 30 ml a do
zbylych 2 zkumavek s oznacenim B a C bylo pfidano po 27 ml média. Zkumavka D byla
stocCena pii (1500 RPM, 25 °C, 10 min). Vysledny pelet byl resuspendovan ve 100 ul ledového
TB-BSF pufru (Tab. 24). Poté bylo do kyvety vlozeno 10 ug zlinearizované DNA v objemu
5 ul a nasledné 3x107 bun&k v 100 pl TB-BSF pufru. Transfekce probéhla v pfistroji Amaxa
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Nucleofector (Lonza, CH), program Z-001. Pro kontrolu byla provedena jedna transfekce bez
pridani linearizované DNA, pro ovéfeni Ze phleomycin je selekénim antibiotikem.

Tabulka 24. Slozeni TB-BSF pufiu

Slozka Koncentrace

NaH,PO4 (Lach-Ner) 90 mM
KCI1 (Sigma) 5 mM
CaCl, (Sigma) 0,15 mM
HEPES (Sigma) 50 mM
pH 7,3

Pro ziskani klonalni populace byla smés po transfekci resuspendovana ve zkumavce A.
Nasledné byla smés fedéna desitkovou fadou, kdyz byly 3 ml ze zkumavky A vlozeny do
zkumavky s oznacenim B a ze zkumavky B byly poté vlozeny 3 ml do zkumavky C. Pro
kazdou zkumavku (A, B, C) byly pfipraveny 24jamkové desticky. Do kazdé jamky desticky
bylo vloZeno po 1 ml z pfislu§né zkumavky. Desti¢ky byly inkubovany (37 °C, 5 % CO»). Po
24 h bylo do jednotlivych jamek pifidano po 1 ml HMI-9 s phleomycinem ve finalni

koncentraci 5 pg/ml. Po 6 dnech byly sledovany transformované buiiky.

4.3.7 Elektroporace DNA do procyklické formy Trypanosoma brucei

Pro jednu elektroporaci bylo preneseno 5x10” WT bun&k hmyzi formy 7. brucei do zkumavky.
Bunky byly sto¢eny (1300 g, 4 °C, 10 min). Vysledny pelet byl promyt v 10 ml ledového
cytomixu pfi 4 °C. SloZeni cytomixu je uvedeno v tabulce 25. Buiiky byly stoceny za stejnych
podminek a poté k nim bylo ptidano 500 ul ledového cytomixu (4 °C).

Tabulka 25. Slozeni ledového cytomixu, skladovani v -20 °C.

Slozka Objem

IM HEPES (Sigma) 2,5 ml
1M KCl (Sigma) 12 ml

IM CaCl, (Sigma) 15 ul

0,5 M K,HPO4/KH>PO4 (Sigma) 2 ml

0,5 M EDTA (Sigma) 400 pl
1M Glukéza (Lach-Ner) 600 pl
1M MgCl; (Sigma) 500 pl
Voda do 100 ml

Do 0,2 cm kyvety bylo nejprve vlozeno 10 pg ledové linearizované sterilni DNA v objemu
5 pl, ktera byla poté resuspendovana v 500 pl suspenze bunék v ledovém cytomixu. Nasledné
doslo k elektroporaci na pfistroji Gene Pulser Xcell™ Electroporation System (Bio-Rad) pfi
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nastaveni 1500 V, 500 Q, 25uF. Po 10 vtefinach byl krok opakovan s nastavenim 1700 V,
500 Q, 25uF. Bunky byly resuspendovany v 5 ml SDM-79 média, které obsahovalo

nediferenciacni antibiotika neomycin ve findlni koncentraci 15 pg/ml a hygromycin 50 pg/ml.

Bunky byly inkubovany (27 °C, 48 h). Poté bylo do kultury ptfidano 5 ml SDM-79 média,
které obsahovano neomycin a hygromycin ve stejné koncentraci a phleomycin ve finalni
koncentraci 5 pg/ml (dvojndsobné mnozstvi) a opét ndsledovala inkubace za stejnych
podminek. Poté byly buiiky pteneseny do 96 jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo vloZeno
200 pl kultury a 400 ul SDM-79 média s neomycinem, hygromycinem pii stejné koncentraci
viz nahote a phleomycinem 2,5 pg/ml. Po 24 h byly vybrané narostlé jamky odebrany do
kultivacni nadoby s 5 ml SDM-79 média za stejnych podminek. Opét byla provedena
elektroporace bez vyuziti linearizované DNA.

4.3.8 Ptiprava bunék pro izolaci RNA

Pro krevni a hmyzi formy T. brucei byly pouzito pét bunécénych linii, WT, neindukovany kmen
Atbatpéza pro fragment 1 a 2 a indukovany kmen Atbatpaza pro fragment 1 a 2 v biologickém
triplikatu. P¥ed indukci tetracyklinem, bylo pfeneseno 7,5x10* WT a neindukovanych bun&k
kmenu Atbatpaza do 5 ml HMI-9 pro krevni formy a 7,5x10° WT a neindukovanych bunék
kmenu Atbatpaza do 5 ml SDM-79 pro hmyzi formy 7. brucei v kultivacnich lahvich. Polovina
kultivacnich nddob obsahujic transformované buiky byla indukovéana tetracyklinem ve
finalni koncentraci 1 pg/ml. Krevni formy a hmyzi formy byly inkubovany po dobu 48 h
(Kap. 4.1).

4.3.9 Izolace RNA z krevnich a hmyzich forem Trypanosoma brucei
Bunky byly stoceny (1300 g, 4 °C, 10 min) a promyty sterilnim PBS. Poté byly znovu stoceny
za stejnych podminek. Z vysledného peletu byla pomoci sady High pure RNA isolation kit
(Roche, CH) izolovana mRNA dle protokolu vyrobce. Koncentrace RNA byla zmétena
pomoci pristroje NanoDrop 2000. Ziskana mRNA byla ulozena pii teploté —80 °C pred dal$im
pouzitim. Pro kazdy vzorek byla RNA zfedéna na koncentraci 25 ng/ul.

4.3.10 gPCR (kvantitativni polymerdzova fetézova reakce)

gPCR bylo provedeno dle protokolu vyrobce pomoci sady KAPA SYBR FAST One-Step
(KAPA BIOSYSTEMS, US) (Tab. 26 a 27). Primery (Tab. 28) byly navrzeny v programu
Geneious. qPCR a naslednd analyza byla provedena pomoci pfistroje
CFX96 Real-time PCR instrument (Bio-Rad). Jako kontrolu byly vyuzity stabilné
exprimované ,.house keeping geny TERT (telomericka reverzni transkriptdza) a 18 S rRNA.

Vysledky byly zpracovany pomoci programti Excel (Microsoft, US) a GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc., CA, US). Data pro obé formy 7. brucei byla pted statistickou
analyzou ovéfena normalitou pomoci Shapiro-Wilkova testu a shodnost rozptyli pomoci
Brown-Forsytheova testu, Poté byla provedena analyza jednocestné ANOVA, nasledovana
post-hoc Tukeyho testem. P-hodnota <0,05 byla povazovana za signifikantni. Data jsou
prezentovana jako pramér + smérodatné odchylka.
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Tabulka 26. Slozeni gPCR reakce
Slozka Objem

gPCR Master Mix (2x) S5pul

Forward primer (5 pM) 0,5 ul
Reverse primer (5 pM) 0,5 ul
KAPA RT Mix (50X) 0,2 ul

Resuspendovat a vlozit do jamky

RNA (25 ng/pul) 3,8 ul

Tabulka 27. Pritbeh gPCR

Pocet cyklu Teplota

1x 42 °C 30 min

1x 95 °C 5 min

39x 95 °C 10 sek
56 °C 20 sek
72 °C 20 sek

1x 55°C 5 sek

1x 95 °C 1 min

Tabulka 28. Primery vyuzivané pro gPCR
Primery pro fragment 1 ,
Smér _ Sekvence |
Reverse 5-TGTTTCCACGCCACTCACTC-3’
Forward 5'-TCCCAAATCCTTCGCGTAGTTC-3’
Primery pro fragment 2 »
Smar _Sekvenee |
Reverse 5-ACTTCATAGGCGGCTACTTGAC-3"
Forward 5’-ACGGGAACCATTACGAACGG-3’
Primery pro TERT
Smer __Sekvence |
Reverse 5'-AGGAACTGTCACGGAGTTTGC-3"
Forward 5-GAGCGTGTGACTTCCGAAGG-3’
Primery pro 18S rRNA »
Smer _ Sekvence |
Reverse 5'-GTCCGTTGACGGAATCAACC-3’
Forward 5'-ACGGAATGGCACCACAAGAC-3’
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4.4 Lokalizace TbATPazy pomoci V5 znacky
4.4.1 Primery a plazmidy

Primery (Tab. 29) byly navrzeny v programu Geneious. Pro zaklonovani genu do bakterii
TOP10 byl vyuzit plazmid pJET1.2/blunt. Pro zvyseni exprese proteinu byl pouzit finalni
plazmid pT7-3V5-PAC, ktery obsahuje puromycinovou rezistenci a zaroveii ma ve své

nukleotidové sekvenci V5 znacku, ktera slouzi k lokalizaci proteinu (Flaspohler et al. 2010).

Tabulka 29. Primery pouzivané pro urceni lokalizace TbATPazy.

Smér Sekvence Restrik¢éni misto

Forward 5'-CACAAGCTTATGGAGGAGAACAACGCAACT-3’ HindIlI

Reverse 5'-CACGGATCCAATGATATCAATGAACTGTTCCCG-3’ BamHI

Nasledny proces klonovani od izolace gDNA po vlozeni inzertu do plazmidu pT7-3V5-PAC
odpovida stejnému postupu jako v kapitole 4.2. DNA byla vlozena do hmyzi formy 7. brucei
pomoci elektroporace, jak je popsano v kapitole. 4.3.7. V tomto ptipadé€ bylo jako selek¢ni

antibiotikum pouzito puromycin ve finalni koncentraci 1 pg/ml.

4.4.2 Ptiprava preparata pro fluorescencni mikroskopii

Nasledujici protokol plati pro piipravu jednoho preparatu. Do zkumavky bylo pfeneseno
0,5 ml bunék. K buiikdm bylo pfidano barvivo MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen) ve
finalni koncentraci 1 uM a nasledovala inkubace (27 °C, 10 min) v oteviené zkumavce. Bunky
byly stoc¢eny (1500 g, 27 °C, 5 min) a promyty 0,5 ml SDM-79. Pot¢ byly buiiky inkubovany
(27 °C, 20 min) v oteviené zkumavce. Buiiky byly stoceny za stejnych podminek a promyty
0,5 ml sterilnim PBS. Poté byly builkky pfeneseny na podlozni sklo a inkubovany
(27 °C, 10 min).

Pro fixaci a permeabilizaci membran, aby se do bun¢k dostaly protilatky, byla pouzita
kombinace methanolu a acetonu. Nejdiive byl preparat fixovan v chlazeném methanolu
(-20°C, 5 min), a poté byla membrana bunék permeabilizovana v chlazeném acetonu
(-20 °C, 5 min).

Po fixaci byl preparat blokovan po dobu 1 h v PEMBALG roztoku (Tab.30). Nasledné byl
odsan PEMBALG roztok. Preparat byl poté prevrstven a inkubovan primarni V5-mysi
protilatkou v PEMBALG roztoku v poméru 1:1000 po dobu 1 h. Po inkubaci byla primarni
protilatka odsata a preparat byl promyt 3x v intervalu 10 min v 1x PEM pufru (Tab.31). Poté
byl odsat 1x PEM. Dale byl preparat ptevrstven a inkubovan v sekundarni protilatce anti-mysi
Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific) v PEMBALG roztoku v poméru 1:1000 po dobu
1 h. Vzorek byl opét promyvan 3x v intervalu 10 min v 1x PEM pufru. Na podlozni sklo byla
pfidana kapka montovaciho média Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, US), ktera byla
priklopena krycim sklem. Kryci sklo bylo k podloznimu sklu zafixovano pomoci laku na

nehty.
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Tabulka 30. Slozeni PEMBALG roztoku

SloZeni Mnozstvi/objem

1XxPEM pufr (Tab. 31) 100 ml
1 % BSA (Sigma) lg
100 mM Lysin (Sigma) 1,8g
0,5 % Zelatina (Sigma) 0,5g

Tabulka 31. Slozeni IxPEM pufiru

SloZeni MnoZstvi/objem
200 mM PIPES (Sigma) 302 g

0,5 M EGTA (Sigma) 2 ml

IM MgSO;4 (Lachema) 100 pl

Voda doplnit do 500 ml

Upravit pH na 6,9

Autoklavovani

Jako negativni kontrolu byly pouzity WT bunky, které neobsahuji V5 znacku ve svém
genomu, a indukované bunky, které nebyly inkubovéany s primarni protilatkou. Tim bylo
ovéieno, zda se jedna o specificky signal. Pro zjisténi lokalizace proteinu byla pouzita krali¢i
protilatka proti BiP (Jay Bangs) a protilatka proti KDEL sekvenci (Thermo Fischer Scientific).
Béhem kolokalizace cileného proteinu a proteinového markeru nebyly bunky inkubovany
v MitoTrackeru. Primarni protilatky proteinti pochéazely z jinych zvitat, aby se sekundarni

protilatka vazala na primarni protilatku.

4.4.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie byla provadéna pomoci invertovaného konfokalniho mikroskopu
TCS SP8 WLL SMD-FLIM (Leica, DE). Vysledné fotografie byly zpracovany v programu
Huygens Professional (Scientific Volume Imaging, NL) a nésledn€ upraveny v programu Fiji
(ImagelJ, US) (Schindelin et al. 2012).

4.5 Identifikace role genu pomoci funkéni komplementace

Tato Cast diplomové prace se zabyvala studiem kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které
maji defektni gen ccc2 (dale CCC2A). Tento gen koduje ATPazu P1B typu, umisténou
v trans-Golgi, ktera ma za ukol prenaset méd’ z cytoplazmy do Golgiho aparatu (GA), kde se

36



méd integruje do cilovych apoproteini. Cilem experimentu bylo vlozit thatpdzu do kvasinek
CCC2A a zjistit, zda TbATPaza dokaze nahradit funkci CCC2. Kvasinky CCC2A nejsou
schopny u¢inné zaclenit méd’ do multicopper oxidazy, dilezitého enzymu pro piijem Zeleza.

Proto bylo ptedpokladano, Ze pfi limitovaném mnozstvi Zeleza nebudou schopny narust.

Pro kontrolu byl vlozen prazdny plazmid PCM189 do kvasinek (CCC2A) a WT. Plazmid
pCM189 umoznuje kvasinkam syntetizovat uracil. Proto probéhla selekce pti transformaci na
plotnach bez ptitomnosti uracilu (SC-U). Nasledovala funkéni analyza genu pomoci
komplementace. Transformované kvasinky byly péstovany na specifickych plotnach a byl
porovnavan jejich rast s WT. Usp&sna komplementace by byla patrna z podobného ristu jako
uWT.

Jako selekéni podminka byla zvolena piitomnost chelatoru zeleza BPS (Tab.32) ve finalni
koncentraci 22 pM. Dalsi selekéni podminkou bylo pfidani doxycyklinu (Tab. 32) na plotny.
Toto antibiotikum blokuje transkripci na promotoru plazmidu PCM189. Proto by méli za
téchto podminek rtst pouze WT kvasinky. Koncentrace doxycyklinu v zasobnim roztoku byla
0,5 pg/ml. Seznam pouzitych selekénich podminek je uveden v Tab.32. Plotna dale
obsahovala 30 ml LB média.

Tabulka 32. Selekcni podminky behem komplementace

Selekéni podminka Objem Efekt
50 mM BPS 13,2 ul snizuje dostupnost Zeleza pro kvasinky
Doxycyklin (0,5 pg/ml) 120 pl zabranuje transkripci genu v pCM189

4.5.1 Primery a plazmid

Primery (Tab. 33) byly navrzeny v programu Geneious. Gen pro TbATPazu byl zaklonovan
do plazmidu PCM 189, ktery obsahuje ampicilinovou rezistenci. Nasledny proces od izolace
gDNA z T. brucei po transformaci plazmidu PCM189 s inzertem do bakterii TOP10 a izolaci
plazmidové DNA z TOP10 bakterii probihal stejnym zptisobem jako v kapitole 4.2.

Tabulka 33. Primery pro amplifikaci thatpazy vyuzivané pro funkcni komplementaci

Restrikéni

Smér Sekvence ,
misto

Reverse  5-CACGCGGCCGCCTAAATGATATCAATGAACTGTTCC-3" Notl

Forward  5-CACGGATCCATGGAGGAGAACAACGCAAC-3’ BamHI

4.5.2 Kultivace kmenil Saccharomyces cerevisiae pted transformaci

WT a CCC2A kmeny S. cerevisiae byly inkubovany na plotné€ obsahujici 30 ml YPAD média
s agarem (30 °C, 48 h) (Tab. 34).



Tabulka 34. Slozeni YPAD média.

Slozka Hmotnost/objem
Adenin (Sigma) 25 mg
Pepton (Oxoid) S5¢g

Kvasinkovy extrakt (Sigma) 25¢g

Agar 375¢g
40% Glukoéza (Lach-Ner) 12,5 ml
PenStrep 100x (Gibco) 2,5 ml
Voda 235 ml

4.5.3 Transformace do kvasinek Saccharomyces cerevisiae

Transformace kmenit WT a CCC2A S. cerevisiae byla provedena dle protokolu
(Gietz a Schiestl 2007). Do kmenu WT S. cerevisiae byl vloZzen pouze samotny plazmid
PCM189, zatimco do kmenu CCC2A S. cerevisiae byly provedeny dv¢ transformace: jedna s
plazmidem PCM189 obsahujicim inzert a druhd s plazmidem PCM189 bez inzertu. Slozeni
médii 2xYPAD a SC-U je uvedeno v tabulkach 35 a 36.

Tabulka 35. SloZeni 2xYPAD média.

Slozka Hmotnost/objem
Adenin (Sigma) 25 mg

Pepton (Oxoid) S5¢g

Kvasinkovy extrakt (Sigma) 25¢g

Agar (Sigma) 375¢g

40% Glukoza (Lach-Ner) 25 ml

PenStrep 100x (Gibco) 2,5 ml

Voda 222,5 ml

Tabulka 36. Slozeni SC-U média.

Slozka Hmotnost/objem
YNB (Sigma) 1,68 g
YMS — URA (Sigma) 0,48 g
MES (Sigma) 25¢g
Adenin (Sigma) 25 mg
Voda 237,5 ml
Upravit pH na 6,5

Agar (Sigma) 3,75 ¢g
Autoklavovat

40 % glukoza (Lach-Ner) 12,5 ml
PenStrep 100x (Gibco) 2,5 ml
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4.5.4 Komplementace

Izolované kolonie z kazdé transformované plotny byly naneseny sterilni Spickou do 50 ml
zkumavky obsahujici 3 ml SC-U média a byly tiepany (220 RPM, 30 °C, 16 h). Poté bylo
zméteno ODego kvasinek a nasledné byly kvasinky natfedény na ODgoo = 0,2. Pro kazdou
transformovanou bunécnou linii byla z nafedéné kultury vytvotrena desitkova fedici fada v
96jamkové desticce. Na plotnu se selekénim médiem bylo naneseno 5 pl z kazdé jamky.
Kvasinky na plotnach byly poté inkubovany (30 °C, 72 h). Po uplynuti této doby byly plotny
naskenovany a vysledky byly odvozeny podle narustu kolonii.

4.6 Polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICs)

Jedné se o standardni metodu vyuZzivanou pro vyhodnoceni t¢innosti latek. Bylo zkouméano,
pti jaké koncentraci latky dochazi k polovicnimu snizZeni ristu u 7. brucei. Mezi testované
latky byly zatazeny zdroj médi CuSOys a chelator médi neocuproin (Sigma). Tyto latky maji
vytvofit prostiedi o nadbytku a nedostatku médi pro bunky 7. brucei.

4.6.1 Ptiprava vzorkil

Koncentrace hmyzich forem véetné krevnich forem 7. brucei byla zméfena pomoci ptistroje
Cell Counter (Beckman Coulter). Vychozi koncentrace pro krevni formu byla
1,5x10* bun&k/ml a 5x10° bun&k/ml pro hmyzi formu. Experiment byl proveden

v biologickém triplikatu.

4.6.2 Nasazeni bunék do desticky a inkubace v resazurinu

V ramci jedné fady bylo do prvni jamky pfidano 200 pl adekvatniho média s testovanou
latkou (CuSO4 nebo neocuproin). Koncentrace roztok testovanych latek pro hmyzi a krevni
formy jsou uvedeny v tabulce 37. Do ostatnich jamek v fad¢ bylo ptidano 100 ul adekvatniho
média. Nasledné byla testovana latka pomoci dvojkové fedici fady pfidana do zbylych jamek
v tadce. Nakonec bylo do kazdé jamky piidano 100 pl bunék 7. brucei (koncentrace viz 4.6.1).
Testovany byly u hmyzi a krevni formy WT, neindukovany kmen Atbatpaza a kmen Atbatpaza
se snizenou TbATPazou. Testované kmeny Atbatpaza byly vytvofeny pomoci RNA
interference, pomoci fragmentu 1 u krevni formy a fragmentu 2 u hmyzi formy. Jako kontrola
byly pouzity jamky obsahujici pouze médium v objemu 200 pl (Obr. 9). Pro zabranéni
vypafeni média z jamek, byly zbylé jamky dolity 100 ul adekvatnim médiem a nasledné byly
desticky umistény do vlhké komirky. Desticky byly poté pieneseny do termostatu. Bunky
hmyzi formy a krevni formy byly poté inkubovany 72 h (Kap. 4.1).
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Obrazek 9. Design 96jamkoveé desticky ICso pro neocuproin u krevni formy WT T, brucei. V fadach C-E
se vyskytuji buiikky 7. brucei o rizné koncentraci neocuproinu, pficemz se jedna o dvojkové fedéni.
Jako kontrola slouzi jamky G8-G10, které obsahuji pouhé médium o stejném objemu jako testované
jamky (200 pl). Ostatni jamky jsou naplnény do 100 pl médiem, aby se zabranilo pfipadnému
odpatovani vzorkd.

Tabulka 37. Vychozi koncentrace roztokii testovanych latek pri testovani ICsy

Forma a bunécna linie 7. brucei Testovana latka Koncentrace
Krevni forma WT CuS0O4 (Lachema) 1 mM
Krevni forma kmen Atbatpaza se

snizenou TbATPazou CuSO4 (Lachema) 400 uM
Hmyzi forma WT CuS0O4 (Lachema) 80 mM
Hmyzi forma kmen Atbatpaza se

snizenou TbATPazou CuSO4 (Lachema) 16 mM
Krevni forma WT Neocuproin (Sigma) 125 uM
Hmyzi forma WT Neocuproin (Sigma) 30 uM

Po inkubaci bylo do kazdé jamky ptiddno 2 pl 0,2% resazurinu (Sigma). Resazurin je
modro-fialové barvivo, které aktivni zivotaschopné buiiky redukuji na rezorufin, coz
zpusobuje barevnou zménu. Resazurin se proto pouziva jako barvivo pro stanoveni hodnoty

ICso u zivych bunék.

Desti¢ky byly nasledné inkubovany (Kap. 4.1). Po 2 h inkubace u hmyzich forem a 4 h
inkubace u krevnich forem 70 brucei byla pomoci spektrometru Synergy MX
(BioTek-Instruments, US) zméfena fluorescence pii excitaci 544 nm a emisi 590 nm. Signal

fluorescence zivych bunék by mél byt alespon 10krat vyssi nez signal negativni kontroly.

Vysledné hodnoty byly ziskany v podobé excelové tabulky ze spektrometru Synergy MX.
Nasledné byly vysledky zpracovany v programu GraphPad Prism, kde byly stanoveny
hodnoty IC a vytvorena kiivka ,,dose response®, ktera vyjadfuje vztah mezi koncentraci
testované latky a po¢tem bunék. Data pro ob¢ formy 7. brucei byla pted statistickou analyzou
ovétena normalitou pomoci Shapiro-Wilkova testu a shodnost rozptylu pomoci Fisherova
testu. Poté byl proveden Studentiv t-test pro porovnani ICsy porovnavanych skupin.
P-hodnota <0,05 byla povazovéna za signifikantni. Data jsou prezentovana jako
pramér + smérodatna odchylka.
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4.7 Vliv médi na fenotyp Trypanosoma brucei
Pomoci kalkulacky GraphPad Prism (https://www.graphpad.com/quickcalcs/Ecanything1/)

byly z namétenych hodnot ICsy stanoveny koncentrace 1Cio CuSOs4 pro indukovany kmen
Atbatpaza (0,12 mM pro hmyzi formu a 1,34 pM pro krevni formu) a ICio neocuproin pro
kmen WT (0,33 uM pro hmyzi formu a 1,18 uM pro krevni formu) k testovani buné¢ného

rustu krevni a hmyzi formy 7. brucei.

Cilem bylo vytvofit mirny stres pro kmen Atbatpaza se snizenou TbATPazou, pfiCemz
vychozi koncentrace neni nikterak limitujici pro kontrolni skupiny WT a neindukovany kmen
Atbatpaza. Za téchto podminek bylo pfedpokladano, ze kmen Atbatpaza se snizenou
TbATPazou bude rist pomaleji nez kontrolni skupiny, nebot’ vlivem absence TbATPazy
nebude schopen efektivné detoxifikovat méd. Experiment byl proveden v biologickych
triplikatech. Pro krevni a hmyzi formu 7. brucei byly vyuzity bunécné linie WT, neindukované

kmeny Atbatpaza a kmeny Atbatpaza se snizenou TbATPazou.

Pro kazdou fadu, ve které byla bunééna linie, bylo do prvnich tfi jamek pfidano 10 pl roztoku
CuSO04, do nasledujicich tfi 10 pl neocuproinu a zbylé tii jamky byly doplnény 100 pl
adekvatnim médiem. Roztoky CuSQOj4 a neocuproin byly dolity do 100 ul adekvatnim médiem.
Poté byly do vSech jamek vloZeny buiiky v objemu 100 pl, pfi¢emz koncentrace bunék byla
stejna jako v kapitole 4.6.1. Jako kontrola bylo nalito 200 ul adekvatniho média do tii
prazdnych jamek (Obr. 10). Koncentrace CuSO4 a neocuproinu jsou uvedeny v tabulce 38.
Vysledné 96jamkové desticky byly inkubovany za stejnych podminek jako v kapitole 4.6.2.
Poté byl pfidan resazurin a dale se postupovalo obdobné jako v kapitole 4.6.2.

Cu+ Cu- 0 )
10]0/0/0/00/0/0/0/00/0.
widype | QOO0 000C0O0O0

N Atbatpaza s fragmentem 1 COQOOOQOOOOOO
| Atbatpaza s fragmentem 1 JOI0IVIPI0I0I0IPINIVIO®,
N Atbatpéza s fragmentem 2 (00000000000
| Atbatpaza s fragmentem 2 FOOOOOOOOOOQQ

1000000, | | 100
10/0/0/0,0,0/0/0/0/0/0/0

O Buriky v selekénich podminkach

. SDM-79 médium (200p1)

Obrazek 10. Prikladovy design 96jamkové desticky pri testovani toxicity médi. V fadach B-F se
vyskytuji odlisné bunécné linie. V druhé az Ctvrté jamce se vyskytuji buiky T. brucei ve vyssi
koncentraci médi oproti médiu. V paté az sedmé jamce se vyskytuji buiiky T. brucei v niz$i koncentraci
meédi oproti médiu. V osmé az desaté jamce se vyskytuji buniky 7. brucei. Jako kontrola slouzi jamky
G8-G10, které obsahuji pouhé médium o stejném objemu jako testované jamky (200 pl). Ostatni jamky
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jsou naplnény do 100 pl médiem, aby se zabranilo pfipadnému odpafovani vzork. Cu+ (CuSO4); Cu-
(neocuproin); N (neindukovany kmen); I (indukovany kmen = se snizenou TbATPazou).

Tabulka 38. Koncentrace testovanych latek

Forma a bunécna linie 7. brucei Testovana latka Koncentrace

26,8 uM
BSF SM indukovany kmen Atbatpaza CuS04 (Lachema)

2,4 mM
29-13 indukovany kmen Atbatpaza CuS04 (Lachema)

23,6 uM
BSF SM WT Neocuproin (Sigma)

13,2 uM
29-13 WT Neocuproin (Sigma)

Data byla pted statistickou analyzou ovéfena normalitou pomoci Shapiro-Wilkova testu a
shodnost rozptylti pomoci Brown-Forsytheova testu. Poté po provedeni jednocestné analyzy
ANOVA, nasledoval post-hoc Tukeyho test. P-hodnota <0,05 byla povazovana za

signifikantni. Data jsou prezentovana jako prumér + smérodatné odchylka).

4.8 Rustova kiivka

Pti testovani byly pouzity WT a neindukovany kmen Atbatpaza pro fragment 2 v biologickém
tetraplikatu u hmyzi formy 7. brucei. Nejdfive bylo nasazeno 7,5x10° bun&k do 5 ml média
SDM-79. Koncentrace bunék byla zméfena pomoci pfistroje Cell Counter
(Beckman Coulter). Po 48 h byl k WT a polovin€é bunék neindukovaného kmene Atbatpaza
pridan 96% ethanol v poméru 1:1000 a k druhé poloviné bunék neindukovaného kmene
Atbatpaza ptidan tetracyklin. Poté probéhla inkubace (27 °C, 24 h). Nasledné byl kazdy
vzorek prenesen do dvou rdznych podminek, do SDM-79 média a do SDM-79 s piidanou
medi ve finalni koncentraci 0,12 mM. Méfeni probihalo kazdych 24 h po dobu 6 dni.

Jelikoz bylo pied experimentem opakované otestovano, ze kmen Atbatpaza se sniZenou
TbATPazou narostl za 48 h stejné¢ jako kmen WT v médiu, byla nakonec testovan kmen
Atbatpéza se snizenou TbATPazou pii zvysené koncentraci medi oproti ostatnim kontrolnim

skupinam v médiu a v médiu o pfidané médi.

Vysledky byly zpracovany v programu GraphPad Prism a Excel. Pro vSechny buné¢né linie
byl spocitain doubling time neboli doba zdvojeni bunék 7. brucei. Dale byla data pred
statistickou analyzou ovéfena normalitou pomoci Shapiro-Wilkova testu a shodnost rozptyla
pomoci Levenova testu. Statistika byla provedena pomoci analyzy dvoucestné ANOVA,
pficemz vyhodnoceny signifikantni interakce. Proto byla provedena jednocestnd ANOVA
analyza se skupinami v médiu s piidanou médi a Dunnetiv test pro porovnavani kmene
Atbatpaza se snizenou TbATPazou s WT a neindukovanym kmenem Atbatpaza v médiu
s pridanou médi. P-hodnota <0,05 byla povazovana za signifikantni. Vysledna rstova kiivka
a doubling time byly doplnény o chybové usecky ve formé standardnich odchylek.
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4.9 Hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanou plazmou
(ICP-MS)

Tato metoda byla vyuzita pro stanoveni mnozstvi médi v 7. brucei. Pti testovani byly pouzity
stejné bunécné linie jako v kapitole 4.6. Cilem experimentu bylo stanovit mnozstvi médi u
T brucei a uréit, zda dochazi ke zméné v obsahu médi u bun€k 7. brucei vlivem snizené
TbATPazy.

V biologickém tetraplikatu bylo pro kazdy vzorek nasazeno 1,5x107 bunék krevni formy do
50 ml HMI-9 a 5x10” bun&k hmyzi formy do 10 ml SDM-79. Nasledné& byly buiiky 7. brucei
inkubovany (Kap. 4.1), pficemz na zacatku inkubace byl k WT pfidan 96% ethanol a
k neindukovanému kmenu Atbatpaza tetracyklin v poméru 1:1000. Po 24 h byl kazdy vzorek
nasazen do dvou odlisnych podminek (Kap. 4.8), pficemz pro kazdy vzorek krevni formy
bylo nasazeno 1,5x10° bun&k do 50 ml HMI-9 a pro kazdy vzorek hmyzi formy 1,5x107 bunék
do 10 ml SDM-79. Po 48 h byly buriky stoceny (1300 g, 4 °C, 10 min) a promyty v 10 ml
ARBON média s EDTA ve finalni koncentraci 10 mM. Vysledné pelety byly resuspendovany
v 10 ml ARBON médiu (Tab. 39) s EDTA ve finalni koncentraci 10 mM. Opét byly stoceny
a promyty v 1 ml ARBON médiu. Vzorek byl pienesen do pfedem zvazené zkumavky.
Supernatant byl odsat a zkumavka byla umisténa na termalni blocek, kde byl pelet susen pii
100 °C po dobu alespon 1 h. VysuSené pelety ve zkumavkach byly zvazeny, aby byla zjisténa
hmotnost susiny. Poté byly vzorky pfedany do laboratofe plazmové spektrometrie
(Laboratot geologickych ustavii UK, Albertov 6), kde byly analyzovany na pfistroji
X Series II, iCAP Q ICP-MS (Thermo Fisher Scientific).

Vysledky byly zpracovany v programu GraphPad Prism a Excel. Pfed statistickou analyzou
byla data oveéfena normalitou pomoci Shapiro-Wilkova testu, shodnost rozptyli pomoci
Levenova testu nebyla zjisténa, nicméné byl predpokladan. Statistika byla provedena pomoci
testu dvoucestné ANOVA analyzy. P-hodnota <0,05 byla povazovana za signifikantni. Jelikoz
pomoci dvoucestné ANOVA analyzy byla zjisténa signifikantni interakce, byly buné¢né linie
testovany pomoci jednocestné ANOVA analyzy ve stejném prostiedi (médium nebo médium
s pfidanou médi) za ptfedpokladu normality dat a shodného rozptylu. Poté¢ byla data
vyhodnocena pomoci Tukeyho testu. Data jsou prezentovana jako primér = smérodatna
odchylka.

Tabulka 39. Slozeni ARBON média

Slozka Koncentrace
HEPES 10 mM

KCl 2,7 mM
NaCl 154 mM
Glukoza 11 mM
NaHCO3 pH 7,3 24 mM
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4.10 Hmotnostni spektrometrie

U krevnich forem WT 7. brucei byla provadéna identifikace proteinti, u nichz dochazi ke
zmeéne exprese pii zvySovani nebo snizovani koncentrace médi ve srovnani s proteiny
exprimovanymi ve standardnim médiu, pomoci hmotnostni spektrometrie. Pied pfipravou
vzorki byly testovany riizné nasobky koncentrace ICso pro neocuproin a CuSOs, pii kterych
dochazelo k poklesu ristu bunék ve srovnani s kontrolnim médiem HMI-9, aby byly
vytvofeny stresové podminky nadbytku a nedostatku médi pro 7. brucei. Pro hmotnostni
spektrometrii byla zvolena koncentrace 2 ICso = 10 uM pro CuSO4 a 2x ICso = 4 uM pro
neocuproin. Rist krevni formy 7. brucei je témito koncentracemi inhibovan o tretinu.

V biologickém tetraplikatu bylo pro kazdy vzorek nasazeno 1,5x10° WT buné&k krevni formy
T. brucei v objemu 5 ml HMI-9. Nasledné byly buiky inkubovany po dobu 48 h (Kap 4.1).
Poté byla kazda kultivacni lahev rozdélena do tfi novych. Do dvou kultivacnich lahvi bylo
nasazeno 1,5x10° v objemu 5 ml HMI-9, pticemz do jedné bylo pfidano CuSOs ve finalni
koncentraci 10 uM a do druhé neocuproin ve findlni koncentraci 4 pM. Do tieti kultivacni
nadoby bylo nasazeno 1x10°bun&k v objemu 5 ml HMI-9. Bufiky byly inkubovany po dobu
24 h (Kap. 4.1) a poté byly stoceny (1300 g, 4 °C, 15 min). Vysledné pelety byly promyty
v 0,5 ml steriln¢ chlazeném PBS (4 °C) a znovu stoceny a promyty v 0,5 ml chlazeného PBS
(4 °C). Vysledna smés byla pfenesena do mensich zkumavek a znovu stoCena. Pelety ve
zkumavkach byly pfedany do laboratofe OMICS — proteomika (BIOCEV). Po celou dobu
experimentu byly buiiky udrzovany pii teploté 4 °C.
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5 Vysledky

5.1 Ptiprava polyklonalni protilatky proti TbATPaze
TbATPaza byla identifikovana jako ATPaza P1B typu, kterd se podili na transportu médi

(Isah et al. 2020). Pro urceni lokalizace TbATPazy a stanoveni jeji exprese u forem 7. brucei
jsme se rozhodli vytvofit polyklonalni protilatku v potkanovi. Vytvotfena polyklonalni
protiladtka proti zkrdcené verzi TbATPazy byla testovdna na lyzatech, membranové a
cytosolické frakci WT a dale na lyzatech neindukovaného kmene Atbatpdza a kmene

Atbatpaza se snizenou TbATPazou T. brucei.

5.1.1 Purifikace TbATPazy s histidinovou znackou

Gen pro thatpazu byl GspéSné zaklonovan do plazmidu pET42b obsahujiciho histidinovou
znacku, a nasledné byla provedena transformace do bakterii E. coli kompetentniho kmene
BL21. Poté byla provedena kontrola exprese. AvSak bakterie thatpdzu neexprimovaly.
Vzhledem k tomu, Zze TbATPaza obsahuje 8 transmembranovych domén (Isah et al. 2020),
byla do bakterii £. coli kompetentniho kmene BL21 vlozena zkracena cytosolickd verze
TbATPazy. Poté byla znovu otestovana kontrola exprese zkracené verze TbATPazy, avSak
opét nebyla zaznamendna exprese proteinu. Zkracena verze proteinu byla poté vlozena do
geneticky modifikovanych kmenii E. coli Rosetta (DE3) Competent Cells a Rosetta 2(DE3),
které jsou schopny translatovat vice kodond, ¢imz je zvySena pravdépodobnost translace
proteinu. Zkracenou verzi TbATPazy byly E. coli Rosetta 2(DE3) schopny exprimovat
(27 °C, 16 h). Poté nasledovala izolace TbATP4azy za denaturacnich podminek pomoci
niklové kolony (Poly-Prep Chromatography Column), na kterou se vazala histidinova znacka
proteinu. Na zaklad¢€ vysledku izolace proteinu byla uréena uspesna purifikace zkracené verze
TbATPazy (Obr. 11). Frakce E1 a E2 byly pouzity jako material pro tvorbu polyklonalni
protilatky v laboratornim potkanovi. Dale byla potvrzena zkracenda verze TbATPazy

s histidinovou znackou pomoci metody western blot (Obr. 12).
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Obrazek 11. Vysledek purifikace zkrdcené ¢dsti ThPATPdzy na SDS-PAGE gelu. Sipka oznaduje velikost
sledovaného proteinu. L: proteinovy standard, S: supernatant, P: pelet, FT: Vzorek nezachyceny na
kolong, C1 a C2: vzorky promyté pufrem C, D1-D4: vzorky promyté pufrem D, E1-E4 vzorky promyté
pufrem E, I1-14 vzorky promyté v imidazolu, K: vzorek proteinu, ktery ztstal na niklovych kulickach.
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Obrazek 12. Vysledek purifikace zkrdcené casti ThATPdzy pomoci metody western blot. Sipka oznacuje
velikost sledovaného proteinu. L: proteinovy standard, S: supernatant, P: pelet, FT: Vzorek
nezachyceny na koloné, C1 a C2: vzorky promyté pufrem C, D1-D4: vzorky promyté pufrem D, E1-
E4 vzorky promyté pufrem E, I1-14 vzorky promyté v imidazolu, K: vzorek proteinu, ktery ziistal na
niklovych kuli¢kach.

5.1.2 Testovani polyklonalni protilatky

Metodou western blot byla testovana polyklonalni protilatka proti zkracené ¢asti TbATPazy.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita zkracena verze TbATPazy purifikovana za denaturacnich
podminek. TbATPaza v lyzatech a frakcich nebyla rozpoznana, avSak byl rozpoznan

purifikovany protein zkracené ¢asti TbATPazy.
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Obrazek 13. Detekce zkracené ¢asti TbATPazy na membrané pomoci metody western blot. Sipka
oznatuje velikost sledovaného proteinu. L: proteinovy standard, BSF-I: indukovany kmen Atbatpaza
krevni formy T. brucei, BSF-K: neindukovany kmen Atbatpaza krevni formy T. brucei, PF-I:
indukovany kmen Atbatpaza hmyzi formy T. brucei, PF-K: indukovany kmen Atbatpaza hmyzi formy
T. brucei, BSF-L: lyzat WT krevni formy, BSF-C: vzorek cytosolické frakce WT krevni formy, BSF M:
vzorek membranové frakce WT krevni formy, PF-L: lyzat WT hmyzi formy, PF-C: vzorek cytosolické
frakce WT hmyzi formy, PF-M: vzorek membranové frakce WT hmyzi formy, E1: vzorek nafedéné
frakce E1 o velikosti 25 kDA (+ 2,5ug).

5.2 Snizeni exprese pomoci metody RNA1
V ramci RNAi byly vytvoieny fragmenty 1 a 2, které byly vytvofeny ke snizeni mRNA
thatpazy. Tyto fragmenty se podafilo zaklonovat do plazmidu p2T7-177. Probéhla Gspésna

48



elektroporace plazmidové DNA do krevni a hmyzi formy 7. brucei. Byly vytvofeny 4
transformované bunécné linie pro hmyzi a krevni formy 7. brucei, neindukovany kmen
s fragmenty 1 a 2 a indukovany kmen Atbatpaza s fragmenty 1 a 2. Buniky byly inkubovany
(Kap. 4.1) po dobu 48 h. Nasledné byla z bunécnych linii véetné¢ WT krevnich a hmyzich
forem T. brucei izolovana RNA. Usp&sna RNAi byla vyhodnocena, kdyz se mnozstvi mRNA
thatpazy indukovaného kmenu Atbatpaza vyznamné liSilo od kontrolnich skupin WT a
neindukovaného kmenu Atbatpaza, a zaroven kdyz se mnozstvi mRNA tbatpdzy neliSilo v
ramci kontrolnich skupin. Poté byl provedena analyza jednocestné ANOVA, nasledovana

post-hoc Tukeyho testem. Hodnoty p jsou zobrazeny a popsany v obrdzcich. 14 a 15.

RNAI u krevni formy 7. brucei pti pouziti fragmentu 1 vedla ke snizeni mRNA thatpdzy o
59,4 % u indukovaného kmenu Atbatpaza s fragmentem 1 ve srovnani s WT. Konkrétné
mnozstvi mRNA tbatpdzy bylo sniZzeno na 40,6 £ 2,3 % u indukovanych Atbatpaza
s fragmentem 1, ana 82,5 + 8,1 % u neindukovaného kmene Atbatpaza s fragmentem 1 oproti
WT. RNAi u krevni formy 7. brucei pfi pouziti fragmentu 2 byla vyhodnocena jako
neuspésna, jelikoz nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi mRNA mezi
neindukovanym kmenem Atbatpaza (78,9 £ 2,5 %) a indukovanym kmenem Atbatpaza
53,5+ 1,8 %) (Obr. 14). Kvili ¢emuz byly pro dalsi experimenty vyuZzity bunétné linie
s fragmentem 1 (Kap. 4.6 2 4.9).

RNAIi u hmyzi formy 7. brucei pti pouziti fragmentu 1 vedlo ke snizeni mnozstvi mRNA
thatpazy o 68,7 % u indukovaného kmene Atbatpaza s fragmentem 1 ve srovnani s WT.
Konkrétné mnozstvi mRNA tbatpdzy bylo snizeno na 31,3 + 1,4 % u indukovaného kmene
Atbatpaza s fragmentem 1, a na 78,3 £ 3,1 % u neindukovaného kmene Atbatpaza
s fragmentem 1 oproti WT. Déle se podafilo snizit mnozstvi mRNA thatpdzy pomoci
fragmentu 2 o 76,3 % u indukovaného kmene Atbatpaza s fragmentem 2 vici WT. Konkrétné
mnozstvi mRNA tbatpdzy bylo snizeno na 23,7 £ 3 % u indukovaného kmene Atbatpaza
s fragmentem 1, a na 93,4 £4,7 % u neindukované¢ho kmene Atbatpaza s fragmentem 2 oproti
WT (Obr. 15). V dalSich experimentech byly vyuzity bunééné linie s fragmentem 2, jelikoz
u téchto linii bylo zaznamenano vyssi snizeni mRNA tbatpazy (Kap. 4.6, 4.8 a 4.9).
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Snizeni mRNA tbatpdzy u krevni formy T. brucei
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Obrazek 14. Vysledek qPCR pro krevni formy T. brucei v biologickém triplikatu. Snizeni mnozstvi
mRNA tbatpazy se podafilo u indukovaného kmene Atbatpaza s fragmentem 1. * = p <0,05; ** =
p <0,01; WT: wild type; BSF1: neindukovany kmen Atbatpéza s fragmentem 1; BSF1-ind: indukovany
kmen Atbatpaza s fragmentem 1; BSF2: neindukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 2; BSF2-ind:
indukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 2. Statistika provedena pomoci analyzy jednocestné
ANOVA a post-hoc Tukeyho testu. Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve formé standardnich
odchylek.
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Obrazek 15. Vysledky qPCR pro hmyzi formy T. brucei v biologickém triplikdtu. Snizeni mnoZzstvi
mRNA tbatpazy se podatilo u obou indukovanych kmenti Atbatpaza s fragmentem 1 a 2. * = p <0,05;
** =1p <0,01; *** = p <0,001; WT: wild type; PF1: neindukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 1;
PFl-ind: indukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 1; PF2: neindukovany kmen Atbatpaza
s fragmentem 2; PF2-ind: indukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 2. Statistika provedena pomoci
analyzy jednocestné ANOVA a post-hoc Tukeyho testu. Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve
formé standardnich odchylek.
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5.3 Lokalizace TbATP4zy pomoci V5 znacky

Pro urceni lokalizace TbATPazy v bunce 7. brucei byla pouZzita metoda exprese fluorescencné
znaceného proteinu. Gen kddujici TbATPazu se tspesné podafil zaklonovat do plazmidu
pT7-3V5-PAC obsahujiciho V5 znacku. Plazmid s thatpdzou byl poté elektroporovan do WT
hmyzi formy 7" brucei.

Protein kédovany thatpdazou neni lokalizovana v jadie ani mitochondrii (Obr. 16), vysledny
signal pro TbATPazu byl nasledné porovnan s vysledky z ¢lanku od Price et al. (2007).
Lokalizace TbATPazy byla poté navrhnuta v ER. Kontrola pfi neinkubované primdarni
protilatce byla Uspésna, nebot’ sila signalu pro sledovany protein odpovidala sile signalu
pozadi. (Obr. 17).

Obrazek 16. Vysledek fluorescencni mikroskopie pri inkubaci s primarni protilatkou proti V5 znacce
TbATPdze u T. brucei. A: bunka pozorovana pomoci bright field, B: vizualizace TbATPazy pomoci V5
znacky, C: barvivo MitoTracker fluorescenéné oznacujici mitochondrii. D: slou¢eni kanald B, C s DAPI,

ktera fluorescencné oznacuje jadro a kinetoplast.
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Obrazek 17. Vysledek fluorescencni mikroskopie pri absenci inkubace v primarni protilatce proti V5
znacce ThATPdaze u T. brucei. A: buiika pozorovana pomoci bright field, B: vizualizace TbATPazy
pomoci V5 znacky bez vyuziti mys$i V5 protilatky, C: MitoTracker fluorescenéné oznacujici

mitochondrii, D: slouceni kanalt B, C s DAPI, ktera fluorescencné oznacuje jadro a kinetoplast.

Dale. byl otestovan mozny prekryv studovaného proteinu a krali¢i anti-BiP, avSak bez
uspéchu (Obr. 18). Stejny vysledek byl zaznamenan pii pokusu o kolokalizaci s mysi
anti-KDEL protilatkou. Proto byla lokalizace studovaného proteinu v ER vyloucena.
Protilatka proti GA nebyla k dispozici.

Obrazek 18. Vysledek fluorescencni mikroskopie kolokalizace ER s ThbATPazou u T. brucei. A: bunka
pozorovana pomoci bright field, B: Vizualizace ER pomoci krali¢i anti-BiP protilatky C: vizualizace
TbATPazy pomoci V5 znacky, D: slouceni kanala B, C s DAPI, ktera fluorescencné oznacuje jadro a
kinetoplast.



5.4 Charakterizace thatpazy

Pomoci funkéni komplementace byla snaha charakterizovat funkci TbATPazy. Gen kodujici
TbATPazu byl uspésné zaklonovan do plazmidu pCM189. Nasledné byla provedena
transformace do S. cerevisiae u kmene WT a mutantntho kmene CCC2A
(ATPaza P1B typu ptenasejici méd’). Po uspésné transformaci byla provedena analyza funkce

genu pomoci funkéni komplementace.

Bylo ptedpokladano, ze TbATPaza bude mit podobnou funkci jako CCC2. To bylo potvrzeno,
jelikoZ byl zpozorovan podobny nartist u WT nesouci prazdny pCM189 a kmene CCC2A
nesouci TbATPazu oproti nenarostlym kvasinkdm kmene CCC2A nesouci prazdny pCM189
na SC-U plotnach za ptitomnosti BPS. Tim byla potvrzeno, Zze TbATPaza dokaze nahradit
funkci CCC2 a dale urcena jeji role v transportu meédi. Dale byla pouzita SC-U plotna s BPS
ptidanym doxycyklinem, ¢imz bylo zkontrolovano, ze narist CCC2A zavisel pouze na
vlozeném genu. Transkripce thatpdzy na plazmidu pCM189 je inhibovana prave
doxycyklinem. U mutantnich linii byl rist za pfitomnosti doxycyklinu limitovan v podobné
mife, nicméné oproti plotné bez doxycyklinu, byl narist kvasinek vyssi. Déle byl zaznamenan
v ramci kontroly stejny narist u vSech kvasinkovych linii na SC-U plotné bez selekénich
podminek (Obr. 19).

BPS

BPS + doxy

CCC2A s thatpazou

cccaa

Wild type

Obrazek 19. Vysledky funkcni komplementace thatpdzy u S. cerevisiae. Na plotné bez uracilu (SC-U) s BPS
nedokazaly nartst kvasinky mutantni pro ccc2 (CCC2A) s prazdnym plazmidem pCM189, zatimco CCC2A
s vlozenym plazmidem pCM189 nesoucim thatpdzu dokézali nariist podobné jako WT nesouci prazdny
plazmid pCM189. Déle byl podobné snizen narist mutovanych linii na SC-U plotné s BPS a doxycyklinem,
le¢ byla ptedpokladana absence kolonii mutovanych kvasinek. Na SC-U plotné bez chelatoru a doxycyklinu
narostli stejné vSechny bunééné linie. ACCC2: mutantni kmen deficientni v ATPaze P1B typu CCC2; doxy:
doxycyklin; KO; SC-U plotna bez BPS a doxycyklinu.

5.5 Stanoveni miry toxicity u 7. brucei

Uspésné se podafilo stanovit miru toxicity meédi u 7 brucei pomoci metody ICso u latek
CuSO4 a neocuproinu. Vzorova dose response kiivka je zobrazena v obrazku 20. Namétené

hodnoty ICso jsou zobrazeny v grafech uvedenych v obrazcich 21 a 22.
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Obrazek 20. Vzorova kiivka dose response. Kiivka popisuje vztah mezi koncentraci latky a poctem
bunék, ktery je zde vyjadien signalem barviva resazurinu.
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Obrazek 21. Whodnoceni ICs9o CuSOy4 u T. brucei v biologickém triplikatu. kmen Atbatpaza se snizenou
TbATPazou krevni (A) a hmyzi (B) formy ma vyssi citlivost viici médi nez WT T. brucei. Vzhledem
k naméfenym hodnotam byla naznacena role TbATPazy pfti detoxifikaci médi. BSF: WT krevni forma;
BSF1-ind: kmen Atbatpaza se snizenou TbATPazou; PF: WT hmyzi forma; PF2-I: kmen Atbatpaza se
snizenou TbATPazou. ** = p <0,01; *** =p <0,001. Statistika provedena pomoci analyzy jednocestné
ANOVA a post-hoc Tukeyho testu. Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve formé standardnich
odchylek.
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Obrazek 22. Whodnoceni IC neocuproin pro WT krevni (BSF) a hmyzi formy (PF) T. brucei v
biologickém triplikatu. WT hmyzi formy maji vyssi citlivost vii¢i snizené koncentraci médi. BSF: WT
krevni forma; PF: WT hmyzi forma; ** = p <0,01. Statistika provedena pomoci analyzy jednocestné
ANOVA a post-hoc Tukeyho testu. Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve formé standardnich
odchylek.
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Data byla vyhodnocena Studentovym t-testem. Hodnoty p jsou zobrazeny a popsany
v obrazcich 21 a 22. Ze ziskanych hodnot ICs testovanych latek bylo zjisténa nizsi citlivost
vuci médi u hmyzi formy nez u krevni formy. Hodnota ICso CuSO4 byla stanovena pro hmyzi
formu na 1,33 £ 0,13 mM oproti krevni formée 20,38 & 2,33 uM, pii srovnani p hodnota vysla
<0,001 (***). Vysledky dale naznacuji, ze méd’ je vice potfebnd pro metabolismus hmyzi
formy, jelikoz krevni formy dokazali nartst v prostiedi o nizsi koncentraci médi. Hodnota
ICso neocuproin byla stanovena na 2,18 = 0,11 pM pro krevni formu oproti hmyzi forme
0,48 0,02 uM.

Dale bylo byla zjisténa vyssi citlivost vi¢i médi u kmene Atbatpaza T. brucei se sniZenou
TbATPazou ve srovnani s WT u hmyzich forem, nebot’ hodnota ICso CuSO4 byla stanovena
na 0,27 £ 0,02 mM oproti WT 1,33 £ 0,13 mM a u krevnich forem na 4,42 = 0,28 uM oproti
WT 20,38 +2,33 uM. Vzhledem k témto vysledkiim mtze TbATPAaza hrat roli pfi detoxifikaci

meédi.

5.6 Vliv TbATPazy na fenotyp 7. brucei

Dale byl zkouman fenotyp T. brucei pii snizené expresi TbATPazy. V podminkach o rizné
koncentraci médi nebyl zaznamenan narist bun¢k bunéénych linii krevnich formy 7. brucei.
V podmince o zvySené koncentraci médi (Obr. 23A) byl u hmyzi formy splnén piedpoklad.
U kment Atbatpéaza se snizenou TbATPazou byla zaznamendna vyrazna inhibice rastu ve
srovnani s WT a neindukovanymi kmeny Atbatpaza. V podmince o snizené koncentraci medi
(Obr. 23B) byl zaznamenan podobny nartst kmene Atbatpaza se snizenou TbATPazou
pomoci fragmentu 1 jako u WT. Naopak u kontrolnich neindukovanych kmenti Atbatpaza byla
zpozorovana vyrazna inhibice ristu oproti WT, pfi¢emz byla ptedpokladana podobna rychlost
mnozeni. Vysledky jsou statisticky podpofeny pomoci analyzy jednocestné ANOVA a
post-hoc Tukeyho testu. Hodnoty p jsou zobrazeny a popsany v obrazku 23.
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Obrazek 23. Viiv ThATPazy na fenotyp T. brucei p#i riznych podminkdch v biologickém triplikatu.
(A) U kment Atbatpaza se snizenou TbATPazou byla ve srovnani s WT a neindukovanymi kmeny
Atbatpaza zaznamenana vyrazna inhibice ristu v podmince o zvySené koncentraci médi. (B)
V podmince o nizsi koncentraci médi byl zaznamenan u kmene Atbatpaza se snizenou TbATPazou
s fragmentem 1 podobny nardst jako u WT. Naopak kontrolni skupiny, neindukované kmeny Atbatpaza
narostly vyrazné hufe nez WT, coz nespliiuje piedpoklad experimentu. *** =p <0,001; WT: wild type;
PF-1: neindukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 1; PF-lind: kmen Atbatpiza se snizenou
TbATPazou pomoci fragmentu 1; PF-2: neindukovany kmen Atbatpaza s fragmentem 2; PF-2ind: kmen
Atbatpaza se snizenou TbATPazou pomoci fragmentu 2. Statistika provedena pomoci analyzy
jednocestné ANOVA a post-hoc Tukeyho testu. Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve formé
standardnich odchylek.

5.7 Rustova kiivka

Stejné jako v kapitole 5.6 byl testovan fenotyp 7. brucei pti snizené expresi TbATPazy, avSak
zde byl méfen rist bunék pouze u hmyzi formy 7. brucei, na zakladé vysledkd 5.6, navic
v kultivacnich lahvich, kde mtze byt rychlost mnozeni mirn¢ odlisna ve srovnani s ristem

v 96-jamkové desticce.
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Z namétenych hodnot byl pro vSechny skupiny v médiu o pfidané médi (Cut) vypocitan
»doubling time*, neboli doba, kdy se populace bunék zdvojnasobi mezi ¢tvrtym a Sestym
dnem méteni. Poté byla provedena analyza jednocestné ANOVA a post hoc Dunnetlv test.
Rozdil vristu mezi kmenem Atbatpdza se snizenou TbATPazou a skupinami WT a
neindukovanym kmenem Atbatpaza v podmince o zvysené koncentraci médi (Ind Cu+) byl
urcen jako statisticky signifikantni (Obr. 24). Spolecné s vysledky (5.5 a 5.6) byla naznacena
funkce TbATPazy v detoxifikaci médi.
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Obrazek 24. Rustové méreni T. brucei pri odlisnych koncentracich medi v biologickém tetraplikatu. U
kmene Atbatpaza se snizenou TbATPazou byla zjisténa nizsi rychlost ristu v podmince o vyssi
koncentraci médi ve srovnani se skupinami WT a neindukovanym kmenem Atbatpadza pomoci
stanovenych hodnot doubling time neboli doby zdvojeni bunék mezi ¢tvrtym a Sestym dnem. Rustové
meéfeni T. brucei bylo provedeno pfi riznych koncentracich médi v biologickém tetraplikatu. U kmene
Atbatpaza, jez ma snizenou TbATPazu, byla zaznamenana niz§i rychlost riistu pfi vyssi koncentraci
médi ve srovnani se skupinami WT a neindukovanym kmenem Atbatpaza. Vysledek byl uréen na
zéklad¢ stanovenych hodnot doubling time neboli doby zdvojeni u testovanych bunék mezi ¢tvrtym a
Sestym dnem. SD: smérodatnd odchylka; 29-13 Cu-: WT v médiu; Neind Cu-: neindukovany kmen
Atbatpaza s fragmentem 2 v médiu; Ind Cu-: Atbatpaza se snizenou TbATPazou v médiu; 29-13 Cu+:
WT v médiu se zvysenou koncentraci médi; Neind Cu+: neindukovany kmen Atbatpaza s fragmentem
2 v médiu se zvySenou koncentraci médi; Ind Cu+: kmen Atbatpaza se snizenou TbATPazou v médiu

se zvySenou koncentraci médi; Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve formé standardnich odchylek.

5.8 Vysledky ICP-MS.

Metodou ICP-MS bylo urcena koncentrace médi v dehydratovanych vzorcich hmyzi a krevni
formy T. brucei. Pomoci analyzy jednocestné ANOVA a nasledného post hoc Tukeyho testu

byla provedena statistika. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v obsahu médi v ng na gram
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susiny (ng/g) u hmyzi formy 7. brucei mezi WT a kmenem Atbatpaza se snizenou TbATP4azou
v médiu (18,82 + 4,15 oproti 7,98 £ 2,65) a také v médiu o zvySené koncentraci médi
(256,6 + 10,8 oproti 143,8 + 5,4). Kdyz se ptidala méd’ do média, tak u kmene Atbatpéza se
snizenou TbATPazou byl stanoven pomérové vyssi obsah médi nez u WT (18x oproti 13,6x).
Stejny trend byl zjiStén u krevni formy (7,5x oproti 2,72x). Vysledky mohou naznacovat, ze
u kmene Atbatpaza se snizenou TbATPazou pravdépodobné dochazi ke snizené aktivité drahy
pro import médi do bunek 7. brucei, zaroven vSak importovand méd’ neni efektivné vyuzita

ve srovnani s WT a dochazi k jeji vyssi akumulaci v bunce.

Dale byla stanovena statisticky vyznamné¢ vyssi obsah medi (ng/g) u WT hmyzi formy ve
srovnani s WT krevni formou v médiu (4,35 £ 2,94 oproti 18,82 £ 4,15) a v médiu pii zvysené
koncentraci médi (256,6 + 10,8 oproti 13,9 + 0,9) (Obr. 25). U hmyzi formy 7, brucei je meéd’
vice potiebna v ramci jejiho energetického metabolismu, naopak krevni forma by mohla méd’

efektivnéji vyluovat ven z buiky nebo u ni mohlo dojit k inhibici drahy pro import médi.
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Obrazek 25. Stanoveni obsahu médi pri riznych podminkach u T. brucei v biologickém tetraplikatu. U
hmyzi formy byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi WT a kmenem Atbatpaza se snizenou
TbATPazou. Zaroven byl stanoven niz§i pomérovy narist médi u WT (13,6x oproti 18x) pii zvySené
koncentraci médi v médiu. Vysledky poukazuji na pravdépodobné snizenou aktivitu drahy pro import
meédi, ale zaroven niz§i efektivitu zpracovani médi v bunice 7. brucei kmene Atbatpaza se snizenou
TbATPazou oproti WT, ¢imz dochazi k vyssi akumulaci médi v bunice. Dale byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi WT krevni a hmyzi formou, naznacujici vyssi potiebu médi v metabolismu pro
hmyzi formu 7. brucei. ** = p <0,01; *** = p <0,001; BSF: WT krevni forma; BSF-ind: kmen
Atbatpaza se snizenou TbATP4azou krevni forma; PF: WT hmyzi forma; PF-ind: kmen Atbatpaza se
snizenou TbATPazou hmyzi forma. Grafy jsou doplnény o chybové usecky ve formé standardnich
odchylek.
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5.9 Vysledky hmotnostni spektrometrie

V ramci hmotnostni spektrometrie byly porovnavany WT buiiky krevni formy T. brucei
inkubované pfi zvySené a snizené koncentraci médi s inkubovanymi ve standartnim médiu
HMI-9. Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo detekovano 5889 proteinti, z nichz 78 proteinti
vykazalo zvySenou expresi a 156 proteinil snizenou expresi. Mezi detekovanymi proteiny byla
nalezena sledovana TbATPaza. Exprese TbTAPazy byla zvySena pii zvySené koncentraci
medi 2,85x a pfi snizené koncentraci médi 2,22x oproti expresi v HMI-9. AvSak nebyla
zjisSténa staticka vyznamnost. Vysledek naznacuje, ze TbATP4aza neni regulovana koncentraci
meédi. Vysledek hmotnostni spektrometrie byl vizualizovdn pomoci volcano ploth
(Obr. 26 a 27), ziskanych z laboratore OMICS — proteomika (BIOCEV), které byly
vytvofeny v programu Perseus. Jednotlivé body na volcano plotu oznacuji nalezené proteiny.
Vzdalenost od stiedu na ose x oznacuje zménu v expresi (log2 fold change). Vyska na ose y
popisuje miru statistické vyznamnosti (-log p). Detailngjsi analyza vysledki hmotnostni

spektrometrie bude popsdna v planovaném clanku.

ThATPaza

Difference (N - M)

Obrazek 26. Vysledek hmotnostni spektrometrie u krevni formy T. brucei v tetraplikatu vizualizovan
pomoci volcano plotu. Byly srovnavany vzorky v nizsi koncentraci médi s vzorky v médiu (N-M). Na
obrazku nebyla u sledované TbATPé4za zaznamendna vyznamna zmeéna Vv expresi. Vytvoieno
v softwaru Perseus (DE), laboratofi OMICS - proteomika (BIOCEV) a déale upraveno

v BioRender.com.
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Obrazek 27. Vysledek hmotnostni spektrometrie u krevni formy T. brucei v tetraplikatu vizualizovan
pomoci volcano plotu. Byly srovnavany vzorky ve vyssi koncentraci médi s vzorky v médiu (C-M). Na
obrazku nebyla u sledované TbATPaza zaznamenana vyznamna zména v expresi. Vytvoreno

v softwaru Perseus, laboratoti OMICS — proteomika (BIOCEV) a dale upraveno v BioRender.com.

60



6 Diskuse

Med’ je esencialni stopovy prvek. Kvuli svym redoxnim vlastnostem slouzi jako kofaktor
mnoha dillezitych enzymi. Je soucasti procesu oxidativni fosforylace, ochrany proti tvorbé
kyslikovych radikalt a dale se vyznamné podili na piijmu Zeleza (Besold et al. 2016). Volné
ionty médi se mohou nespecificky vazat na biomolekuly v bufice, pfikladem mohou byt
lipoylované proteiny ¢i Fe-S proteiny v mitochondrii. Vazba médi na tyto proteiny zptsobuje
ztratu jejich struktury a funkce. Tyto disledky mohou vést az k bunééné smrti oznacované

jako cuproptoza (Tsvetkov et al. 2022). Proto je hladina médi v bunce silné regulovana.

Med je téz dulezitou soucasti vybavy imunitniho systému, béhem infekce je meéd’
koncentrovana ve fagolysozomech makrofagl k likvidaci patogenti, vcetné paraziti.
Odpovédi parazita bylo vyvinuti detoxifika¢niho systému médi v buiice. Méd’ mtize vyloudit
z buniky prostiednictvim ATPaz P1B typu nebo sekvestrovat pomoci metalothioneint
(Li et al. 2019).

Pocet ptipadi spavé nemoci zpusobené poddruhy 7. brucei rhodesiense a gambiense
kazdorocné klesa, prevazné diky uzivani u€innych lé¢iv fexinidazolu a nifurtimoxu a diky
kvalitnimu kontrolnimu systému Svétové zdravotnické organizace (WHO 2024). AvSak u
zminénych 1éciv byla zaznamenéana tvofici se rezistence (Wyllie et al. 2016). Léciva
obsahujici méd’ by mohla predstavovat dalsi moznost v boji proti T. brucei. Naptiklad u
ionophori byla prokdzana antimikrobidlni aktivita. (Grechnikova et al. 2020;
Helsel et al 2017).

Cilem této diplomové prace bylo zjistit nové poznatky o transportu médi a jeji toxicité u
T brucei. V ramci diplomové prace byla podrobena vyzkumu ATPé4za P1B typu u T. brucei
(TbATPaza). TbATPaza je velkd 95 kDa (Isah et al. 2020) oproti piedpokladané
velikosti 102 kDa z databaze TriTrypDB (Amos et al. 2022). Dale obsahuje 8§
transmembranovych domén, a 2 domény obsahujici charakteristicky motiv CXXC, jez vaze
med (Boal a Rosenzweig 2009; Isah et al. 2020). Také byla srovnavana sekvence ATP4z P1B
typu rodu Trypanosoma s jinymi organismy, mezi které patiila i S. cerevisiae, kterd byla
vyuzita pfi funk¢ni komplementaci TbATPazy. Pii této analyze bylo zjisténo, ze ATPazy P1B
typu sdileji aminokyselinové sekvence, které se podileji na navazani a transportu médi
(Isah et al. 2020). Dale bylo zjisténo, ze T. brucei neobsahuje zadny homolog proteinu
Atx1(Isah et al. 2020; Lin et al. 1997), ktery transportuje méd’ k CCC2 ani homolog proteinti
rodiny CTR, které se podileji na importu médi (Dancis et al. 1994a; Grechnikova et al. 2024;
Isah et al. 2020). Absence CTR byla téz zjisténa u piibuzného rodu Leishmania
(Grechnikova et al. 2024). CTR proteiny obsahuji v rdmci parazitickych organismt naptiklad
rody Naegleria spp. nebo Plasmodium spp., vice v bioinformatické analyze
(Grechnikova et al. 2024). I pfes sdilenou absenci CTR maji rody Trypanosoma brucei a
Leishmania odlisnou lokalizaci v savéim hostiteli. Trypanosoma se vyskytuje v savéim
hostiteli extracelularné zatimco Leishmania intracelularné, z toho diivodu neni predpokladan

obdobny transport.
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Ptijem médi by mohl byt podobny piijmu Zeleza. V krvi je zelezo soucasti transferinu, ktery
je prijiman T brucei pomoci transferinového receptoru v periflagelarni kapse
(Steverding et al. 1995). Méd’ by mohla 7. brucei ptijimat z ceruloplasminu pomoci
neznamého ceruloplasminového receptoru v periflagelarni kapse (Isah et al. 2020).
Ceruloplasmin by pak putoval ve vaccich ke kulovitym organelam (Obr. 18D), kde by byla
meéd z ceruloplasminu nejspi§ redukovana pomoci metaloreduktdzy homologni Fre2
(Georgatsou et al. 1997) a poté prenesena na TbATPazu k dal§Simu vyuziti. V databazi
TriTrypDB se vyskytuji dva homology pro metaloreduktazu Fre2 u kmene 427 T. brucei
(Tb427 110049400.1-p1 a  Tb427tmp.02.1990-t26 _1-pl) (Amos et al. 2022;
The UniProt Consortium 2023).

Funkce TbATPazy byla potvrzena pomoci funkéni komplementace u S. cerevisiae, kdy byl u
kmene CCC2A S. cerevisiae s vlozenou TbATPazou zpozorovan rast pii limitovaném
mnozstvi zeleza (Obr. 19). Homologie pro CCC2 pomoci funkéni komplementace byla téz
uspesné potvrzena pro LmATP7 u L. major (Paul et al. 2021) naopak nebyla potvrzena pro
ATPazu P1B typu (Nf-CuATPase) N. fowleri (Grechnikova et al. 2020). Na zaklad¢
homologie k CCC2 byla predikovana role TbATPazy v ptenosu médi 7. brucei, piesna
lokalizace by ur¢ila jeji konkrétni roli.

Kvili ¢emuz byla vytvofena polyklonalni protilatka z potkana proti TbATPaze za cilem
stanoveni miry exprese TbATPazy a urCeni jeji lokalizace (Kap. 5.1), avsak polyklonalni
protilatka se ukazala jako nefunk¢éni. (Obr. 13). Polyklonalni protilatka, specificky
rozpoznava zkraceny usek TbATPazy ve spravné velikosti, nicméné na vzorcich lyzati,
membranovych a cytosolickych frakcich nikoliv. TbATP4za je nejspi§ exprimovana v bufice
T. brucei v malém mnozstvi, kvili ¢emuz nebyla detekovana protilatkou. Nebo mohlo dojit
béhem SDS-PAGE k zamotani proteinové struktury, ¢imz byla antigenni ¢ast protilatce

znepfiistupnéna.

Z dat ziskanych z analyzy pomoci qPCR. byla ur¢ena vyssi exprese TbATPazy u krevni formy
na transkripéni Grovni ve srovnani s hmyzi formou 7. brucei. Vyssi exprese TbATPazy, u

krevni formy je pravdépodobné spojena s roli TbATPazy pti detoxifikaci medi.

Lokalizace proteinu byla provedena pomoci exprese TbATPazy znacené V5 (Kap. 5.3).
Vysledek barevného signalu pro TbATPazu naznacoval lokalizaci proteinu v ER, kdyz byl
vysledek fluorescenéni mikroskopie srovnan s vysledky od Price et al. (2007). Nicméné
vyskyt TbATPazy v ER byl vyloucen, jelikoz TbATP4za nebyla kolokalizovana s protilatkami
mysi anti-KDEL a krali¢i anti-BiP. Pfi zvySené expresi proteinu s V5 znackou pomoci T7
promotoru mohl byt naruSen transport zna¢eného proteinu do cilového kompartmentu bunky,
ktery se mohl projevit akumulaci nezpracovanych a Spatné slozenych proteini v ER. Na
zakladé fluorescenéni mikroskopie (Obr. 18D) byla zpozorovana lokalizace TbATPaza
v kulovitych utvarech. Tyto globule mohou pfipominat Golgiho aparat (Ooi et al. 2018) nebo
acidokalcisomy (Docampo et al. 2005). S ohledem k vysledkim funkéni komplementace
(Kap. 5.4) je ptedpokladano, ze méd’ je z trans-GA transportovana TbATPazou do cilenych
proteind, podobné jako CCC2 (Yuan et al. 1997). Navic homologické ATPazy pro CCC2 u
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H. sapiens se téZ vyskytuji v trans-GA (Yamaguchi et al. 1996; Hung et al. 1997). Vyskyt
TbATPazy byl vyloucen v CM, ve které jsou lokalizovany ATPazy P1B-typu u né¢kolika
parazitickych organismi, mezi které patii L. major (Paul et al. 2021), P. falciparum
(Choveaux et al. 2012), N. fowleri (Grechnikova et al. 2020) a C. albicans
(Weissman et al. 2000). Vyuziti protilatky proti markeru GA (GRASP) (Price et al. 2007)
nebo proti markeru acidokalcisomu, (TbVP1) (Docampo et al. 2010) by mohlo urcit pfesnou
lokalizaci TbATPéazy u T. brucei.

V mitoproteomu hmyzi formy 7. brucei je vyrazné vyssi exprese proteintl, které jsou soucasti
klasického elektronového fetézce. Mezi tyto proteiny patii cytochromové komplexy III a IV
s inkorporovanou médi (Zikova et al. 2017). Proto se ptedpokladé, ze krevni formy redukuji
kyslik za vzniku vody vyrazné vice pomoci TAO nez pomoci cytochromovych komplexti ve
srovnani s hmyzi formou (Dejung et al. 2016; Gnipova et al. 2012; Zikova 2022), a méd’ bude

z toho divodu vice potiebna pro hmyzi formu v metabolismu neZ pro krevni formu.

Hmyzi forma 7. brucei ma vyrazné vyssi odolnost vii¢i médi nez krevni forma, protoze byla
stanovena vice jak 60x vyssi hodnota ICso pro CuSOs (Obr. 21). TéZ bylo zjisténo, ze krevni
forma dokaze prezit pti nizsi koncentraci médi, kdyz byla stanovena vy$s$i hodnota ICsy pro
neocuproin u krevni formy (Obr. 22). Neocuproin by mohl poslouzit jako potencialni 1é¢ivo
v boji proti 7. brucei u Homo sapiens. Na lidskych bunkach byl in vitro testovan pii 100 uM
koncentraci (Arnal et al. 2011), jedna se pfiblizné€ o 25x vyssi koncentraci neocuproinu nez u
krevnich forem 7. brucei. Nicméné bylo zjisténo, ze se jedna o cytotoxickou latku, ktera je
schopna vytvéaiet polychlorované fenoly (Zhu a Chevion 2000).

Ve srovnani s parazitem L. major vykazuje T. brucei odhadem 25x nizsi citlivost k medi. ICso
CuSO;s byla stanovena na 1,33 mM pro hmyzi formu 7. brucei, zatimco podobna inhibice
rustu byla sledovana u promastigotd rodu Leishmania pti 50 pM koncentraci CuSOs.

Naznacujici, Zze méd’ je vice potebna pro metabolismus u 7. brucei (Paul et al. 2021).

Citlivost vii¢i médi byla téZ stanovena pomoci metody ICso na 1,62 mM u patogenniho druhu
N. fowleri (Grechnikova et al. 2020), na 2,3 mM u patogenniho druhu
Cryptococcus neoformans (Ding et al. 2013) a na 10 mM u patogenniho druhu C. albicans
(Weissman et al. 2000). Dale byla stanovena u nepatogennich druhd na 1,05 mM u N. gruberi
a 1,1 mM u S. cerevisiae (Grechnikova et al. 2020). Ze srovnani vyplyva, Ze patogenni
organismy maji nizsi citlivost vii¢i médi, kterd nejspis souvisi s efektivnéjsim detoxifikaénim
systétmem. Dale byla zjisténa pii srovndni ICso pro CuSOs vyrazné€ vyssi citlivost k médi u
krevni formy 7. brucei. Pii srovnani s rody Candida, Naegleria a Saccharomyces byla u rodu
Trypanosoma a Leishmania zjisténa absence proteind podilejicich se na detoxifikaci médi
(Grechnikova et al. 2024). Tyto poznatky naznacuji, Zze by se zastupci tiidy Kinetoplastea
mohli stat idealnim cilem pro 1é¢bu pomoci terapeutik obsahujicich méd’.

Ackoliv snese hmyzi forma 7. brucei vyssi koncentraci médi, dokaze krevni forma nejspis
efektivnéji regulovat ptijem médi nebo vylucovat jeji nadbyte¢né ionty, jelikoZ pti podmince
o zvySené koncentraci médi byl u ni stanoven vice nez 10x niz§i obsah médi nez u hmyzi

formy T. brucei, avsak je téz mozné, ze hmyzi forma vyzaduje vice mé&di v jejim metabolismu.

63



Pomoci metody inhibi¢ni koncentrace I1Cso byla dale sledovana vyssi citlivost k médi u kment
Atbatpaza se snizenou TbATPazou ve srovnani s kmenem WT (Obr. 21 a 22). V podmince o
zvySené koncentraci médi by se mohla TbATPaza premistit z trans-GA do vackd, kde by
vyloucila méd’ z buiiky podobné jako Menkeseho ATPaza, jenz je homologem CCC2 u
Homo sapiens (Lutsenko a Petris 2003). Méd’ je detoxifikovana ATP4zami P1B typu u
n¢kolika parazitickych organismtl, mezi n€z patii L. major (Paul et al. 2021), P. falciparum
(Rasoloson et al. 2004), N. fowleri (Grechnikovaetal.2020) a C. albicans
(Weissman et al. 2000). Pro potvrzeni role TbATPazy na detoxifikaci médi by mohla byt
stanovena mira toxicity médi u hmyzich bunék 7. brucei se zvySenou expresi znacené
TbATPazy. Snizena citlivost k médi ve srovnani s kmenem WT by poukézala na ucast
TbATPazy pii detoxikaci médi. Dale byla zjisténa zvySena exprese ATPazy P1B typu u
parazitickych organismti N. fowleri (Grechnikova et al. 2020), C. albicans
(Mackie et al. 2016) a L. major (Paul et al. 2021) pti zvySené koncentraci médi. Konkrétné
byla zvysena exprese ATPazy P1B typu v podmince o vyss$i koncentraci médi 4,21x u
N. fowleri (Grechnikova, 2020), u TbATPazy se nepotvrdila regulace exprese meédi.
V budoucnu by mohla byt zkoumana funkce TbATPazy testovanim knock-out pro tbatpdzu u
T. brucei. AvSak knock-out se nepodafil u homologické LmATP7, které je nejspiS kddovana
esencialnim genem u L. major (Paul et al. 2021). Vysledky naznacuji podobné jako ve studii
Paul et al. 2021, ze TbATP4za ma dvojitou roli. Podili se na transportu médi v burice a pii

zvysené koncentraci médi na jeji detoxifikaci.

Dale bylo ptedpokladano, ze pokud je TbATPaza vyuzita T. brucei pti detoxifikaci médi, tak
WT budou obsahovat méné médi nez kmen Atbatpaza se snizenou TbATPazou. Podobného
vysledku bylo dosazeno u LmATP7 (Paul et al. 2021). Avsak u hmyzi formy 7. brucei nebyl
tento vysledek potvrzen, pii zvySené koncentraci médi byl zméten 1,8x vyssi obsah médi u
WT oproti kmenu Atbatpaza se snizenou TbATPazou (Obr. 25). Nicméné v ramci ICP-MS
byla pfidana koncentrace médi IC;o pro hmyzi kmen Atbatpaza se snizenou TbATPazou, coz
nepiedstavovalo nadbytek médi pro WT a pouze mirny stres pro buiiky se sniZzenou
TbATPazou. Navic pii zvySené koncentraci meédi byl u kmene Atbatpaza se sniZenou
TbATPazou poméroveé zvysen obsah médi oproti WT (7,5x oproti 2,72x u krevni formy a 18x
oproti 13,6x). Vysledky ICP-MS naznacuji, ze u kmene Atbatpaza se snizenou TbATPazou je
nejspis snizena aktivita drahy pro import medi a zaroven je pravdépodobné, Ze piijaté ionty
medi u kmene Atbatpaza se snizenou TbATP4zou jsou neucinng zpracovany, coz vede k vyssi
akumulaci médi. Zajimavé vysledky by mohla poskytnout hmotnostni spektrometrie. Pro
puvodni zamér s cilem ovéfit roli TbATPazy v detoxifikaci médi by bylo pravdépodobné
potfeba zvysit koncentraci médi, aby byla limitujici pro kmen Atbatpaza se snizenou
TbATPazou a WT buiky.

U L. major bylo u promastigotii uréeno mnozstvi medi v bunikach kolem 4 ng na milion bunék
piiinkubaci v médiu (Paul et al. 2021). U rodu Trypanosoma inkubovanych v médiu byl uréen
obsah médi v buiice na 4,35 ng/g u bunck krevni formy a 18,82 ng/g u bun¢k hmyzi formy.
Rozdil v obsahu médi mezi krevni a hmyzi formou byl urcen jako statisticky vyznamny. Tento

vysledek naznacuje, ze méd je u hmyzi formy 7 brucei vice vyuZzita vramci jejiho
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metabolismu. Vyrazné€ vyssi obsah médi byl ve srovnani s hmyzi formou 7. brucei stanoven
na 84,1 mg/g u N. fowleri (Grechnikova et al. 2020). Jelikoz byla u téchto rodii zméfena
podobna odolnost vii¢i médi, mize byt predpokladana efektivnéjsi regulace importu ¢i vyssi
export volnych iontd médi pomoci TbATPazy u rodu Trypanosoma ve srovnani s rodem
Naegleria. Dalsi moznosti mize byt vyrazné vyssi obsah médi v médiu u Naegleria nez
v médiu SDM-79.

Vliv TbATPazy na fenotyp T. brucei byl dale testovan pomoci ristové kiivky. Pii méfeni
rustové kiivky po dobu 6 dni doslo k statisticky vyznamnému snizeni inhibice ristu u kmene
Atbatpaza se snizenou TbATPazou oproti WT a neindukovanému kmenu Atbatpaza v médiu
o zvySené meédi (Obrazek 24). Spolecné s vysledky zkapitoly 5.5 je naznacena role
TbATPazy pfi detoxifikaci médi. Rustova kiivka byla téz provedena pro L. major
(Paul et al. 2021). Ta probihala po dobu 72 h, pfi¢emz builky byly inkubovany v médiu
s pridanou médi o koncentraci v rozmezi 0-500 uM. Jiz pfi 50 uM ptidané koncentraci medi

byl sledovana vyrazna inhibice riistu. Pfi 200 uM byl rtst témét potlacen.

V ramci dal§iho testovani vlivu TbATPazy na fenotyp 7. brucei byly testovany bunky krevni
a hmyzi formy 7. brucei pii riznych podminkach. Pii podmince o zvysené koncentraci medi
byla zjisténa vyrazna inhibice ristu u kmenii Atbatpaza se snizenou TbATPazou, tim byla opét
naznacena role TbATPazy v detoxifikaci médi. Pii snizené koncentraci médi byl vyrazné
snizen rust u kontrolni skupiny, neindukovanych kment Atbatpaza, naopak u kmene
Atbatpaza se snizenou TbATPazou pomoci fragmentu 1 byl sledovan rist srovnatelny s WT.
Nartst kmene Atbatpdza se snizenou TbATPazou mohl byt zpisoben vysokou vychozi
koncentraci médi, kdy chelator neocuproin mohl svou pfitomnosti snizit toxické ¢inky médi.
Nicméné v tom piipade by byl o¢ekavan nartst u vSech sledovanych skupin a zaroven by byl

vyrazn¢ inhibovan rist u skupin v podmince o zvySené meédi.

V této studii byla navrzena dvoji role TbATPazy u T. brucei. TbATPaza se podili na transportu
medi v buiice a na detoxifikaci médi. Mechanismus importu médi do 7. brucei neni znam,

nicméné byl navrzen design importu médi analogicky importu zeleza u 7. brucei.

Pfi srovnani inhibi¢nich hodnot pro CuSOs4 u vybranych druhti parazitt, byla zjisténa pomérné
vysoka citlivost k médi u krevni formy 7 brucei a promastigoti rodu Leishmania
(Paul et al. 2021). Vzhledem k jejich zaznamenané rezistenci na pouzivana léciva
(Ponte-Sucre et al. 2017; Wyllie et al. 2016) , by se proti nim a 7. cruzi mohla vyvinout 1é¢iva
obsahujici méd’ . Tato éCiva by mohla slouzit v boji proti spavé nemoci, leishmanidze a
Chagasoveé chorobé. Mezi takova 1éCiva by mohly byt zafazeny ionophory, lipofilni latky,
které akumuluji méd v bunce, ¢imz dochazi kvyuziti toxickych vlastnosti médi.
Antimikrobialni aktivita ionophor@ jiz byla zaznamendna u rodu C. neoformans
(Helsel et al. 2017).

Celkové lze konstatovat, Ze role TbATPazy v metabolismu médi u 7. brucei je stale
pfedmétem zkoumani. Je nezbytné provést dalsi experimenty k lepSimu porozuméni

transportu médi v 7 brucei.

65



7 Zaver

Meéd je esencialnim prvkem pro vSechny aerobni organismy. Zaroven muze pritomnost
volnych ionth médi vést k bunécné smrti. V ramci diplomové praci byl zkouman transport a
testovana mira toxicity médi u Trypanosoma brucei, pivodce spavé nemoci a onemocnéni

nagana.

V této préci se podafilo charakterizovat pienase¢ médi na zéklad¢ funk¢éni komplementace.
Jednd se o ATPazu PIB typu, ktera je funkéné homologicka kCCC2 u
Saccharomyces cerevisiae. TbATPéza se tedy podili na transportu médi v buiice 7. brucei.

Dalsi cast diplomové prace se vénovala toxicité médi, kdy byla testovana odolnost krevni a
hmyzi formy 7. brucei vici médi pomoci v podminkach o zvysené médi. Byla naznacena dalsi
funkce TbATPazy v detoxifikaci médi u 7. brucei, jelikoz u bun€k se snizenou expresi
TbATPazy byla urcena vyssi citlivost k médi nez u wild type. TbATP4za nejspis zastava
v T’ brucei dvoji roli. Zaroven se potvrdilo, ze méd’ je efektivnéji vyuzita hmyzi formou,

jelikoz byl u ni stanoven vys$si obsah médi ve srovnani s krevni formou 7. brucei.

Sledovany protein se nepodafilo kolokalizovat. Lokalizace TbATPazy byla zjisténa
v kulovitych utvarech v bunice 7. brucei, které pripominaji struktury acidokalcisomti a GA,
avsak jeji presna lokalizace je neznama. V ramci dalSich pokust bychom se pokusili protein
kolokalizovat s protilatkou proti GA a acidokalcisomu.

Dale byla urc¢ena vyssi exprese TbATPazy na transkripcni trovni u krevni formy oproti hmyzi
formé 7. brucei, ptiemz jeji role je u krevni formy predpokladana zejména pti detoxifikaci

medi 7. brucei. Exprese TbATPazy neni regulovana médi.

V budoucnosti by se mohla vyvijet 1é¢iva obsahujici méd’ proti Trypanosoma spp. a
Leishmania spp. U obou rodl Leishmania a Trypanosoma byla sledovéana vysoka citlivost k
meédi ve srovnani s jinymi parazitickymi rody. Je dulezité vytvofit novou variantu 1&Civ,
jelikoz Casem si parazit proti terapeutikiim vytvari rezistenci. Méd’ by se mohla stat soucasti
novych terapeutickych postupti nebo 1éCiv proti spavé nemoci, leishmaniéze nebo Chagasové

chorobé.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ETR Elektronovy transportni fetézec

Cu/Zn SOD Superoxid dismutdza obsahujici zinek a méd’

H»0y Peroxid vodiku

CTR Copper transporter, pienase¢ médi

CcO Cytochrom c oxidaza

CcCC2 Copper transporting ATPase, méd’ prenasejici ATPaza P1B typu v S. cerevisiae

TAO Trypanosomalni alternativni oxidaza

WHO World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace

NDH2 Alternativni dehydrogenaza

PCR Polymerazova fetézova reakce

BPS Bathofenantrolin disulfonat

ROS Reaktivni formy kysliku

OD Opticka denzita

GA Golgiho aparat

ER Endoplazmatické retikulum

AVCR Akademie véd Ceské republiky

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonova kyselina

ICP-MS Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

VSG Variable surface glycoprotein, Variabilni povrchovy glykoprotein

G-3-PD Glycerol-3-fosfat dehydrogenaza

DHAP Dihydroxyaceton

MELAS Mitochondrialni myopatie, encefalopatie, laktatova acidéza a zachvaty podobné
mrtvici

CM Cytoplazmaticka membrana
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