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Abstrakt

Meéd je esencialni prvek, ktery je diky svym redoxnim vlastnostem zapojen jako kofaktor
do mnoha enzymt, nejznaméjSim piikladem je cytochrom c oxidaza. Zaroven se tento prvek
ve vetsi koncentraci projevuje toxickym pusobenim na n€kolika urovnich, dokaze naruSovat
zelezo-sirné klastry, poskozovat proteiny a vést k bunééné smrti. To je diivod, pro¢ se tato prace
zabyva metabolismem médi u parazitické améby Acanthamoeba castellanii, ktera zptusobuje
vazna onemocnéni jako je akantamébova keratitida ¢i granulomatdzni amébova encefalitida.
Pochopeni principu, kterym je udrzovana homeostdza médi v tomto organismu, by mohlo vést
k cilenému naruSeni této rovnovahy a vyuziti toxickych t€¢inkd médi. V této praci byla na zékladé
funkéni komplementace popséna funkce ATPazy P-typu jako homologickd k CCC2
ze Saccharomyces cerevisiae, ktera je zodpoveédna za ptenos iontd medi z cytoplazmy do Golgiho
aparatu. Dale byl popsan pienasec z rodiny Ctr, ktery pfenasi ionty médi pravdépodobné pies
cytoplazmatickou membranu. Byla sledovana exprese téchto pfenasect v nadbytku a nedostatku
meédi. Pro lep$i predstavu, jak A. castellanii udrzuje homeostizu médi bylo pomoci metody
ICP-MS popséano, jaké mnozstvi médi se v bunice akumuluje a jak je tato améba schopna
vylucovat nadbyte¢né ionty médi. Poslednim tématem prace je uziti méd’natych ionofort jako
moznych novych terapeutik. Tyto latky pfenasi ionty médi do vnittniho prostiedi butiky, nezavisle
na jejich prenaSecich, a buika je tak vystavena vysoké koncentraci meédi. Méd'naté ionofory

8-hydroxychinolin a pyrithion sulfid se ukazuji jako €¢inné proti 4. castellanii.



Abstract

Copper is an essential element that, due to its redox properties, is involved as a cofactor in many
enzymes, the most well-known example is the cytochrome c oxidase. At the same time, in higher
concentrations, this element shows toxic effects on several levels, it can disrupt iron-sulfur
clusters, damage proteins and lead to cell death. This is the reason why this thesis studies copper
metabolism in the parasitic amoeba Acanthamoeba castellanii, which causes serious diseases such
as acanthamoeba keratitis or granulomatous amoebic encephalitis. Understanding how copper
homeostasis is maintained in this organism could lead to targeted disruption of this balance
and the exploitation of the toxic effects of copper. In this work, the function of the P-type ATPase
homologous to CCC2 from Saccharomyces cerevisiae, responsible for the transfer of copper ions
from the cytoplasm to the Golgi apparatus, was characterized by functional complementation.
Furthermore, a carrier from the Ctr family has been described that transfers copper ions
presumably across the cytoplasmic membrane. The expression of these carriers was monitored
in copper excess and deficiency. To get a better picture of how 4. castellanii maintains copper
homeostasis, the cellular accumulation of copper and the ability of this amoeba to deal with excess
copper were described by ICP-MS. The last topic of the thesis is the use of copper ionophores
as a possible new therapeutics. These substances carry copper ions into the inner cell environment,
independently of their carriers, exposing the cell to high concentrations of copper. The copper
ionophores 8-hydroxyquinoline and pyrithione sulphide have been shown to be effective against

A. castellanii.
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,
1. Uvod

Med je esencialni kov pro téméf vSechny organismy, ale zaroven ma diky svym redoxnim
vlastnostem schopnost piisobit velice toxicky. Kazdy organismus byl nucen vyvinout ve svém
proteomu selektivni pienasece tohoto kovu, které¢ by zamezily nekontrolovatelnému hromadéni
iontd médi ve vnitinim prostfedi buiiky. Diky tomu nachazime pomérné dobfe konzervované
specifické prenaseCe médi napti¢ organismy. Ackoliv u mnohych jesté nebyly identifikovany, je
velmi pravdépodobné, Ze aspon ¢ast proteind bude konzervovana i u nich.

Zkoumat jednotlivé pfenasece médi u parazitickych organismil je obzvlast’ zajimavé, prevazné
kvili jiz zminénym toxickym vlastnostem tohoto prvku. Tato prace se zaméfuje na opomijenou,
ale patogenni Acanthamoeba castellanii. Tato amfizoicka améba Zije kosmopolitné ve vnéjSim
prostiedi, kde se zivi fagocytozou bakterii a dalSich mikroorganismi. Vyjimecné dokaze prezivat
a mnozit se i v lidském organismu. Nasledkem toho miZe vyvolat akantamébovou keratitidu,
kozni 1éze ¢i granulomatézni amébovou encefalitidu. Tato onemocnéni nejsou pfili§ Casta, ale
mnohdy konc¢i fatalné.

Porozumét, jak je tato améba tolerantni viaci meédi a jaké principy pouziva pro jeji transport, tak
muze byt pomocnou cestou k tomu, jak tento prvek vyuzit proti améb¢ samé. Tato prace se zabyva
identifikaci prenasect médi A. castellanii, evaluaci €inku médi na jeji rist a expresi téchto
prenasect a koneéné také testovanim potencialnich 1é¢iv — méd’natych ionofort.. Tato skupina
latek ptenasi ionty médi ptes lipidickou cytoplazmatickou membranu a nekontrolovatelné
navysuje intracelularni mnozstvi médi. To vede k toxickému plsobeni médi a vétSinou k bunécné
smrti. Ukazuje se, ze vyuziti téchto latek je velice Siroké. Experimentalné se vyuZzivaji proti

rakovinnym bunkam, houbovym onemocnénim i parazitim.



2. Literarni prehled

2.1. Acanthamoeba castellanii

A. castellanii je amfizoicka améba ze skupiny Discosea, Amoebozoa, ktera byla popsana v roce
1930 v kultute Cryptococcus pararoseus (Castellani, 1930). Vyskytuje se kosmopolitné
ve vnéjsim prostiedi, v ptidé, vodeé i ve vzduchu, nejvice ji najdeme na rozhrani téchto prostiedi
(naptiklad voda-ptida). V pfiznivych podminkach se vyskytuje ve staddiu trofozoita, které je
schopné se dale mnozit a fagocytovat bakterie, houby, kvasinky i dalsi prvoky (De Moraes &
Alfieri, 2008). A. castellanii tak maji dilezitou ulohu v udrzovéni ekosystému, pievazné
v regulaci bakterii (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Pti zhorSeni vnéjSich podminek se z trofozoitl
stavaji odolna stadia — cysty, ve kterych améby dokazi pteckat nepitiznivé obdobi az nékolik let
a stale si zachovat svou virulenci (Mazur et al., 1995). Cysty maji charakteristicky svrastély az
hvézdicovity tvar a jsou velmi odolné nejen vici vnéj§im podminkdm, ale také k dezinfekcim
a antibiotikim (Khunkitti et al., 1998).

Lékatsky vyznamna se A. castellanii stava v okamziku, kdy vstoupi do lidského organismu.
Jelikoz je kosmopolitné pfitomna v prostiedi, setkavd se s ni ¢lovék opakované, ale pouze
v nekterych ptipadech dojde k namnozeni améb v lidském organismu a naslednym patogennim
projevim (Obr.1).

oko
amébova keratitida

By
trofozoiti a cysty v prostiedi / 7

‘ nosni dutina a dychaci trakt
)

*

Granulomatozni amébova
encefalitida (GAE)

» A

kozni odérky, ranky
kozni léze, GAE

Obrazek ¢. 1. — Mista vstupu A. castellanii do lidského organismu a nasledna onemocnéni

Vytvoteno v BioRender.com

Nejen u uzivateli kontaktnich ¢oek se milze rozvinout akantamébova keratitida
(Lorenzo-Morales et al., 2015). Pfi tomto onemocnéni se jednotlivi trofozoiti A. castellanii (ale
i dal§ich druht, napt. 4. culbertsoni) prichyti nejdiive ke kontaktni ¢occe, pozdé&ji na epitel
rohovky diky schopnosti adheze, ktera je pro celou infekei klicova. Nejprve se pritomnost améby
projevuje lehkym diskomfortem, ale pozdé&ji se ptida bolest a zhorSeni zraku. Nejvétsi komplikaci

této nemoci je pozdni diagnostika, ktera nahrava rozvinuti infekce, ¢imz mize dojit az k Gplné



ztraté zraku. Diive probihala diagnostika pomoci kultivace materialu ziskaného biopsii rohovky,
dnes je to prevazné za pouziti metody PCR a konfokalni mikroskopie (Mathers et al., 2000).
Incidence amébové keratitidy v populaci se postupné zvysSuje (pravdépodobné i diky snazsi
diagnostice) a ro¢n¢ postihne pfiblizn¢ 30 000 uzivatelti o¢nich ¢ocek (Randag et al., 2019; Seal,

2003).

Pfi vstupu trofozoith skrze dychaci cesty nebo kozni ranky se mulze pii nasledném rozsevu
do CNS (centralni nervové soustavy) rozvinout granulomatdzni amébova encefalitida (GAE).
A. castellanii je schopna pfekonat hematoencefalickou bariéru a svou pfitomnosti vyvolat zanét
mozkové tkané. Takto silné rozvinuta infekce se vyskytuje pievazné u jiz nemocnych pacientd
a ma rychly prabéh. Vétsinou se jedna o imunodeficientni jedince po transplantacich, piipadné
pacienty se zavaznymi chronickymi zanéty (Feingold et al., 1998). Nékdy mize GAE doplnovat
i kutanni forma, kdy po priniku 4. castellanii k0zi dochazi ke vzniku velkych koznich 1ézi (Torno
et al., 2000). GAE je velmi vzacna, jeji 1éCba je slozitd a spolu s pozdni diagnostikou vede

k vysoké umrtnosti kolem 90 % (Zhang & Cheng, 2021).

A. castellanii funguje pro urcité druhy mikroorganismi jako vektor, rezervoar a v podstate takovy
»trojsky kun®. Neékteré patogenni prokaryotické organismy dokazi uniknout fagocytdze
ve vnitinim prostiedi améby a vyuzit ji jako pienaseCe. Nejznaméj$im piikladem je Legionella
prneumophila (ptivodce legioneldzy), ktera dokaze cilen€ vyvolat 1yzi buniky, aby z Acanthamoeba
spp. unikla (Gao & Kwaik, 2000). Mezi dalsi patii také Escherichia coli, Helicobacter pylori
a Vibrio cholerae (Greub & Raoult, 2004; Kunze et al., 2021). Diky tomu se z 4. castellanii stava

podcenovany, ale svétove vyznamny parazit, ktery téméf nejde zastavit.

2.2, Meéd

2.2.1. Obecné vlastnosti

Med je se svymi vlastnostmi jednim z esencialnich prvkl, ktery potiebuje témét kazdy
organismus. Diky schopnosti pfechdzet mezi oxidovanym (Cu?") a redukovanym (Cu") stavem
a redoxnimu potencialu je méd’ ¢asto inkorporovana jako kofaktor enzymi (Tabulka ¢. 1), nebo
pevna soucast proteinovych komplexii, jakymi jsou napiiklad hemocyanin a plastocyanin

(Olivares & Uauy, 1996; Tsang et al., 2021).



Tabulka €. 1 — Prehled diilezitych enzymi obsahujicich méd’ jako kofaktor

enzym funkce

cytochrom c oxidaza posledni komplex dychaciho fetézce

superoxid dismutaza katalyza dismutace, pfeména superoxidu na peroxid vodiku

amino oxidazy katalyza oxidace riznych biogennich amini

lyzyloxidaza pfemeéna lysinu na aldehydy, tvorba spojii v extracelularnich matrix
,,multi-copper* katalyza oxidace Fe*" na Fe**

ferrooxidazy

tyrozindza syntéza melaninu

dopamin-B-oxidaza syntéza katecholaminti

Ackoliv je méd’ esencialni, musi byt jeji mnozstvi ve vnitinim prostfedi buniky velmi malé a velmi
presné regulované. Je odhadovano, ze se ve vnitinim prostiedi S. cerevisiae vyskytuje méné nez
jeden atom volného iontu médi (Rae et al., 1999). Nadbytek tohoto prvku je totiz pro organismus
toxicky na nékolika tirovnich. Dlouhou dobu pievazovalo ptesvédceni, ze diivodem toxicity médi
je Fentonova reakce, tedy produkce hydroxylovych radikald a nasledny oxidativni stres.
Fentonova reakce je zndma piedevsim jako reakce Fe** s peroxidem vodiku (H,0»), b&hem které
vznikaji hydroxylové radikaly (OHe). Bylo ukéazano, ze obdobné reaguji ionty Cu’ in vitro
a dochazi ke vzniku ROS (reaktivni formy kysliku), viz rovnice niZe v textu. Pfedpokladalo se,
ze tento d¢&j probiha i in vivo (Ozawa & Hanaki, 1991). Bunky vystavené vys$§im koncentracim
meédi vykazovaly poskozeni DNA, proteint a lipidl, coZ bylo brano jako dasledek oxidativniho

stresu v burice.

Cu'+H,0, — 3 Cu*"+ OH + OH-

Nové poznatky ale pfinési jiné pohledy na tuto problematiku. Nyni uz je znamé, ze v pripade
E. coli neni méd’ za oxidativni stres piimo zodpoveédna (Macomber et al., 2007). Zaroven se
ukazuje, ze Cu?* pii reakci s H>O, spiSe piechazi na formu Cu®', neZ aby doslo k vyznamnému
generovani ROS (Pham et al., 2013).

Zajimavym novym poznatkem je, Ze se ionty médi vazi na lipoylované proteiny, zvlast na enzymy
dilezit¢ pro Krebsiv cyklus, a vedou kjejich dysfunkci, agregaci v mitochondriich
a ke specifickému typu bunécné smrti, ktery nékdy byva oznacovan jako ,,cuproptdza“ (Tsvetkov
et al., 2022; Wang et al., 2022). Pfevazn¢ v anaerobnich podminkach vnitfniho prostiedi bunky
a v nadbytku iontd médi dochazi k metalaci proteinti v nespravnych mistech, a to vede k jejich
dysfunkci a agregaci (Zuily et al., 2022). Zaroven je ale méd’ s produkci ROS v aerobnich
podminkach stale spojena, v jeji pfitomnosti dochazi k oxidaci membranovych lipidi, coz

naru$uje plazmatickou membranu (Poyton et al., 2016).

Navic je potvrzeno, ze v E. coli ionty médi naruSuji zelezo-sirné klastry v dehydratazach
zapojenych do syntézy vétvenych aminokyselin (Macomber & Imlay, 2009). Ionty Cu” se navic

pfimo navazi na aktivovanou siru a tim zabrani spravné koordinaci Fe-S klastrt, pfipadné€ narusuji



jiz vytvotené klastry umisténé v enzymech. Enzymy s Fe-S klastry jsou diky svym redoxnim
vlastnostem esencialni pro organismus a ten s jejich dysfunkci nedokaze dlouho piezivat

(Garcia-Santamarina et al., 2017).

2.2.2. Role médi v imunitnim systému

Meéd ma také svou nezastupitelnou roli v imunitnim systému. Pfi deficienci tohoto prvku
v lidském organismu dochazi k vyraznému oslabeni imunitniho systému (Stabel & Spears, 1989).
Naopak béhem infekei je mnozstvi médi v séru vyssi nez u zdravych jedinct (Lahey et al., 1953).
Tyto vysoké hladiny médi jsou vétSinou lokalni a pravdépodobné zplsobené vyssi expresi
ceruloplasminu (Culbertson et al., 2020). Ceruloplasmin je ,,multicopper” oxidaza, ktera je

vvvvvv

Zaroven ma ale velmi dilezitou roli v metabolismu Zeleza (Hellman & Gitlin, 2002).

Kli¢ovou slozkou buné¢né imunity jsou fagocyty a predevsim makrofagy. Po fagocytoze patogen
uzaviou do fagolyzozomu, ve kterém panuji velice nehostinné podminky. Kromeé kyslikovych
radikald, nizkého pH a nedostatku zeleza je uvniti i nadbytek médi. Aktivované makrofagy zvysi
prijem médi pomoci vyssi exprese pienaSeci Ctr (membranové pienaSece pro transport ionttl medi
do cytoplazmy) a jeji mnozstvi ve fagolyzozomu se zvétsi az 10x. Také dochazi k vyssi expresi
ATP7A (ATPaza P-typu), ktera transportuje ionty médi z cytosolu do kompartmentti sekretorické
drahy a fagolyzozomu (White et al., 2009). Tyto dva pienase¢e médi se dohromady podili na

zvyseni koncentraci médi ve fagolyzozomu.

Kwvili tomu jsou hlavné bakterie, paraziti a dal$i patogeny adaptacné nuceni vytvofit detoxifikacni
dréhu pro vylu¢ovani nadbytec¢nych iontth médi, ale zaroven i pro jeji zabudovani do esencialnich

enzymil.

2.3. Metabolismus médi

Pro uz$i zaméteni této prace neni nutné se zabyvat v§emi konkrétnimi prenaseci, metalochaperony
a metalothioneiny, které hraji v metabolismu médi zasadni roli. Proto v nasledujicich kapitolach
(2.3.1. a 2.3.2.) bude vysvétleno pouze fungovani nékolika zasadnich proteind zapojenych
do homeostazy médi, které jsou pro tuto praci klicové, a to u modelového organismu S. cerevisiae

a u Homo sapiens.

2.3.1. Saccharomyces cerevisiae

Jako jeden z nejlépe popsanych modelovych organismli miizeme brat S. cerevisiae, ve kterém
jsou vSechny pfenaSece, podilejici se na metabolismu meédi, jasné popsany a lokalizovany.
Z poznatkl ze S. cerevisiae vychézela i tato prace, prevazné cela studie funkéni komplementace,

ktera byla zaloZena na praci s mutanty S. cerevisiae s deficienci vybranych pienaSect médi.



Prvnimi z nich jsou membranové vysokoafinni prenaSece médi Ctrl a Ctr3, které jsou
lokalizovany na cytoplazmatické membrané a prenasi ionty Cu” do vnitiniho prostiedi bunky.
V aerobnim prostiedi najdeme méd’ spiSe v oxidované formé& (Cu®"), ktera ve vné&jsim prostedi
tvoti stabilni komplexy. Proto se na plazmatické membrané kvasinek nachazi metaloreduktazy
Frel a Fre2, které redukuji ionty médi a Zeleza a jejich exprese je podminéna mnozstvim médi
v butice (Georgatsou et al., 1997). Dal$im pienaseCem médi je Ctr2, ktery je lokalizovan
v membrané vakuol a mobilizuje zde ulozené ionty médi (Rees et al., 2004). Ctr maji tfi
transmembranové domény a maji charakteristické vazebné misto pro ionty meédi (Ren et al.,

2019).

Dalsim dalezitym proteinem je CCC2 (Ca®" sensitive cross complementer 2). Tato ATP4za P-typu
patii do rodiny Pis.; a je lokalizovana v membrané trans-Golgiho aparatu (TGN). Pfijima ionty
médi (Cu®) od cytosolického metalochaperonu Atx1 a ptenasi je do Golgiho aparatu, odkud jsou
pak distribuovany do cilovych enzymt (Banci et al., 2007). Pfedani iontu médi mezi Atx1 a CCC2
probiha za vzniku komplexu téchto proteinti pomoci protein-protein interakce (Banci et al., 2006).
CCC2 je heterodimer, jehoz jednotky se od sebe lisi a obsahuji dvé vazebna mista pro kovy
(MDB, metal binding domain). Navazani iontd médi umoznuji specifické struktury (BoBBaf
ferredoxin fold) a konzervovany aminokyselinovy motiv CxxC, ktery sdili vS§echny enzymy vazici

méd’ napfic celou ti$i eukaryot a prokaryot (Badarau & Dennison, 2011; Zhou et al., 2008).

2.3.2. Homo sapiens

Lidsky metabolismus je mnohem komplikovanéjsi nez u vysSe zminéné kvasinky. Méd je
pfijimana v potravé a jeji redistribuce probiha v jatrech, kam je transportovana portalni Zilou.
Pted vstupem do hepatocytl musi byt pfijaté ionty médi zredukované na formu Cu” (Van den
Berg & McArdle, 1994). V redukované formé je mozné prenést ionty médi pomoci prenaSece
z rodiny Ctr, u lidi pojmenované jako hCtrl (Maryon et al., 2013). VétSina médi v lidském séru

je vazana na ceruloplasmin a zbytek na albumin a transcuprein.

Obdobou zminéné ATPazy P-typu kvasinek jsou lidské ATP7A (Menkeho protein, MNKP)
a ATP7B (Wilsontiv protein, WNDP). Tyto ATPazy dostaly jméno dle nemoci spojenych s jejich
mutacemi, které vyvolaji systémové poruchy metabolismu médi. Funkéné jsou velmi podobné
CCC2, jejich funkce je zavisla na hydrolyze ATP a lokalizované jsou v TGN. Rozdilem je, ze
v nadbytku médi lokalizuje ATP7A 1 do plazmatické membrany a hraje tak klicovou roli pro
vylucovani iontli médi z buniky (Petris et al., 1996). Ob¢ tyto ATPazy sdili jiz zminovany CxxC
motiv, ktery je v tomto ptipadé¢ Sestkrat tandemoveé opakovany (Chelly et al., 1993). Méd je do
TGN transportovana pomoci metalochaperonu Hahl a pfeddana ATPaze P-typu pomoci stejného

mechanismu, jako je tomu u S. cerevisiae.



2.4. Metabolismus médi parazitickych organismu

Paraziti jsou velmi obsahla skupina mnohobunéénych i jednobunéénych organismi. Metabolismu
médi, respektive jednotlivym komponentim udrzujicim jeji homeostazu piekvapivé nebylo
ve vyzkumu vénovdno mnoho prostoru. Proto je dosavadnich poznatkii velmi malo, nicméné

veédecka pozornost parazitologt se timto smérem zacina pomalu ubirat.

2.4.1. Patogenni amfizoické améby

Skupina amfizoickych améb, které sdili obdobné zivotni naroky a schopnost vyvolat lidské
patogenni projevy, sdruzuje améby, jako je Naegleria fowleri, Balamuthia spp. a Sappinia spp.
Jejich metabolismus médi témét neni popséan. Nejvice poznatkil je znamo u N. fowleri, kde byla
popsana ATPéaza P-typu (Nf-CuATPase), ktera obsahuje transmembranové domény
a charakteristicky motiv CxxC pro vazbu iontd médi. V nadbytku médi byla exprese této ATPazy
zvysena a umoznila mutantnimu kmeni S. cerevisiae Acup2 rust ve vysokych koncentracich médi.
Tento mutantni kmen S. cerevisiae Acup2 postrada aktivator exprese metalothioneind, které jsou
dilezité pro detoxifikaci médi, a tak v nadbytku médi nedokaze rhst. Vysledky funkcni
komplementace v tomto mutantnim kmeni naznacuji, Ze Nf-CuATPaza se podili pravé na
detoxifikaci médi a bude pravdépodobné lokalizovana v cytoplazmatické membrané, nebo
membrané vakuol, coz jes§t¢ nebylo mozné potvrdit (Grechnikova et al., 2020). Zaroven byly
u N. fowleri i jeji nepatogenni piibuzné N. gruberi popsany pomoci funkéni komplementace
v S. cerevisiae prenaseCe médi obdobné Ctr. Ty dokazaly v mutantnim kmeni A Ctrl/3 obnovit
piijem médi a byly lokalizovany v S. cerevisiae v plazmatické membrang. Jejich exprese nebyla
ovlivnéna nadbytkem médi, takZe je jejich regulace pravdépodobné posttranslaéni (Zeniskova et

al., 2022).

2.4.2. Apikomplexa

Medicinsky nevyznamngj$im parazitickym prvokem je piivodce malarie Plasmodium falciparum.
U n¢j byla popsdna ATPaza P-typu (PfCuP-ATPase, CuTP), kterd obsahuje charakteristicky
motiv CxxC a transmembranové domény. CuTP je lokalizovdna v membrané erytrocytu
i v membran¢ parazita (Rasoloson et al., 2004). Predpoklada se, Ze slouzi k distribuci iontt médi,
ale pravdépodobné hraje roli i v exportu iontti médi z buiiky. Zaroven bylo ukdzano, ze funkce
této ATPazy je kliCova pro pohlavni rozmnozovéani P. falciparum. Pti deficienci této CuTP
dochazi pravdépodobné k dysfunkci neznamého proteinu se zabudovanou médi, coz pak
ovliviiuje schopnost oplozeni gamet (Kenthirapalan et al.,, 2014). Navic byl identifikovan
prenase¢ médi Ctr, lokalizovany v membrané erytrocytu, ktery slouzi jako importér médi do
vnitiniho prostiedi parazita (Choveaux et al., 2012). Jako jediné metalochaperony u P. falciparum
byly popsany Pf-Cox17, ktery se podili na pfedavani iontti médi pro cytochrom c oxidazu (CCO),
a Pf-Cox11, ktery ma ulohu v zabudovani iontu médi do Cug ¢asti CCO (Choveaux et al., 2015;
Salman & Goldring, 2022).



ATPéza CuTP je ptitomna i u dalSich zastupci ze skupiny apikomplexa, jako je Cryptosporidium
parvum nebo Toxoplasma gondii. Diky sdilenému motivu MxxCxxC jsou tyto ATPazy snadné&ji

vyhledatelné v genomu (Kenthirapalan et al., 2014; LaGier et al., 2001).

2.4.3. Kinetoplastida
Ze zastupctu skupiny kinetoplastida byla popsana ATPaza P-typu u Leishmania major. LmATP7

je lokalizovana u promastigott v plazmatické membrané 1 endosomech a hraje
klicovou roli pro ptezivani L. major uvnitf makrofdgu a pravdépodobné i ve vylucovani
nadbytecnych iontti médi (Paul et al., 2022).

V genomu Trypanosoma spp. byly identifikovany komponenty metabolismu médi, pfevazné
ATPazy P-typu schopné vazat méd’. Byla potvrzena pfitomnost, exprese a schopnost vazat méd’
u ATPazy P-typu NTbbCuATPase u 7. b. brucei a NTcoCuATPase u T. congolense (Isah et al.,
2020).

2.4.4. Helminti

Poznatky ohledné prenasecti médi mezi zastupci parazitickych helmintii neni mnoho. Pro skupinu
Nematoda se da vychazet zpoznatkli z modelového organismu Caenorhabditis elegans,
ve kterém byl popsan prenase¢ médi z rodiny Ctr s nazvem CHCA-1 (Yuan et al., 2018). Dale
byla identifikovana pouze jedna ATPaza P-typu CUA-1 v intestinalnich bunkach, podilejici se na
metabolismu médi. Jeji lokalizace se méni vlivem vnéjSich podminek a pti nadbytku médi hraje
roli v exportu ionti (Chun et al., 2017).

U ostatnich skupin jako jsou Cestoda, Trematoda a Acantocephala nebyly zadné pienase¢e médi
identifikovany. Jelikoz u mnohych byla popsana Cu/ZnSODI1, naptiklad u Clonorchis sinensis,
Taenia solium a Paragonimus westermanii, da se ptredpokladat, ze v jejich genomu budou
komponenty udrzujici homeostazu medi a metalochaperony ptinasejici ionty médi pro tento, ale
i dalsi enzymy (Castellanos-Gonzalez et al., 2002; A. H. Li, Kong, et al., 2005; A. H. Li, Na, et
al., 2005).

2.5. Ionophory

Ionofory predstavuji skupinu latek, kterd nesdili jednotné strukturni podobnosti, ale spojuje ji
schopnost pfenaset ionty pfes plazmatickou membranu, ptipadn€ se do ni inkorporovat. Tim je
Casto zplsoben iontovy rozvrat ve vnitinim prostfedi buniky a nasledn€ bunéc¢na smrt. Diky tomu

jsou ionofory slibnym nastrojem pro cilenou likvidaci patogenti (Alfonso & Quesada, 2013).

Prvnim moznym vyuzitim ionofort je cileni na zménu pH v bunce, které je prisné regulovano.
Salimycin funguje jako ionofor K* iontl a jejich vnesenim dovniti buiiky dochazi k dysfunkci
Na'/K" pump a naslednému rozvratu v butice. Diky tomu se z néj stava slibny nastroj pro boj

s patogeny i rakovinnymi buiikami (Antoszczak, 2019).



Druhou moznosti je vyuziti ionofort, které vazi rizné kationty kovi, jako jsou naptiklad méd’,
zinek, Zelezo nebo kobalt. Pro téma této prace jsou nejdilezitéjsi ionofory prenasejici ionty medi
ve form& Cu*". Ionofory s mé&di vytvaii neutrdlni lipofilni komplex, ktery je schopny projit
membranou. Buiika se pak musi vyporadat s extrémnim narGstem vnitini koncentrace médi,
a pokud nema dostateén¢ vykonny detoxifikacni systém, dochazi k bunécné smrti. Méd’naté
ionofory mizeme rozdelit do Ctyt skupin: dithiokarbamaty, thiosemikarbazony, hydroxychinoliny
a hydroxyflavony (Oliveri, 2020). Mezi dithiokarbamaty patti disulfiram (DSF), zndmy také
pod ndzvem Antabus. DSF je vyuzivany pro 1écbu alkoholismu, jelikoz inhibuje aldehyd
dehydrogendzu a tim celkové zpracovdvani alkoholu za doprovodu nepiijemnych ucinki.
Vyhodou je, Ze se jedna o jiz zndmy a uzivany 1€k, ktery diky svym vlastnostem nabizi nové
moznosti uziti. Velmi G¢inny se ukazal v kombinaci s médi proti Mycobacterium tuberculosis
(Dalecki et al., 2015) a Candida albicans (Shanholtzer et al., 2022). Zaroven bylo prokazano,
7e pusobi cytotoxicky i1 na rakovinné bunky (Y. Li et al., 2020). DSF se v kyselém a na meéd’
bohatém prosttedi rozpada na DETC (diethyldithiokarbamat), kdy dvé molekuly DETC vazi jeden
iont médi (Obr. 2).

Médnaté ionofory dokazi ptisobit vice toxicky na nadorové bunky, protoZze je pro jejich proliferaci
med’ velice dulezita, a to pfevazné pro angiogenezi. Zaroven maji rakovinné bunky pozménény
metabolismus, ktery se projevuje charakteristickou vys$si hladinou ROS a vétSim mnozstvim
redukovaného glutathionu (GSH). Kvili tomu jsou nachylnéjsi k navyseni ROS vice nez buiiky
zdravych tkani (Oliveri, 2022; Trachootham et al., 2009). Ionofory mohou byt dodavany do
organismu ve formée proionoforu, kdy jsou aktivované az v konkrétni rakovinné bunce. Diky vyssi
hladiné¢ GSH, nez jaké jsou v normalnich bunikach, dojde pouze v rakovinné buiice k aktivaci
ionoforu, ktery pak prendsi ionty médi do vnitiniho prostiedi bunky. V nadorové buiice dochazi
k akumulaci médi, vyCerpani GSH a tvorbé ROS, ¢imz dojde k Giplnému naruSeni redoxni
rovnovahy bunky (Bao et al., 2018). Dals§i moznosti cileného transportu ionoforu do rakovinnych
bunek je vytvoreni riznych glukokonjugatti, naptiklad s derivaty 8-hydroxychinolinu. Nadorové
buniky vice exprimuji glukdézové prenaseCe nez normalni bunky, vice ji pfijimaji a glukoza je

odstépena az v nadorovych bunkach, ¢imz pak dojde k aktivaci ionoforu (Oliveri et al., 2012).

LI
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Disulfiram Cu*(DETC), 2 DETC
Obrazek ¢. 2 - Struktura disulfiramu a diethylthiolkarbamatu a vazba iontu médi.

Upraveno v programu KingDraw, ptevzato z (Dalecki et al., 2015).



DalSim ionoforem, ktery ma velmi variabilni vyuziti, je 8-hydroxychinolin (§HQ, Obr. 3) (Song
et al., 2015). Jeho ucinnost je vysoka pievazné diky schopnosti vazat kovy, ale s médi tvoii
nejstabilnéjsi komplex. S navdzanymi ionty médi se ukazuje jako G¢inny proti Mycobacterium

tuberculosis (Shah et al., 2016).

D g8
[ ° N\ /

Obrazek €. 3 — Struktura 8-hydroxychinolinu a navazani iontu médi

Vytvotfeno v programu KingDraw, ptevzato z PubChem.

Poslednim vyzna¢nym méd’natym ionoforem je pyrithion sulfid (PyS), ktery je bézné€ vyuzivany
ve form¢ se zinkem ve vlasovych Samponech proti lupim (Obr. 4). Kromé zinku ale pyrithion
dokaze vazat ionty médi a ukazuje se jako ucinny ionofor, ktery ma antimikrobidlni tc€inky

(Mishra et al., 2023; Reeder et al., 2011).
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Obrazek €. 4 — Struktura pyrithion sulfidu s navazanymi ionty médi a zinku

Vytvoifeno v programu KingDraw, pfevzato z PubChem.
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3.

Cile prace

Identifikovat funkéni homology kvasinkové ATPazy P-typu CCC2 a pienaSece medi Ctrl/3
v Acanthamoeba castellanii, popsat a ovéfit funkci téchto homologli a pokusit se je
lokalizovat.

Experimentaln¢ vyzkouset ptisobeni ionofor s pfidavkem médi na rlst Acanthamoeba
castellanii.

Popsat obsah médi v bunice v zavislosti na jeji dostupnosti v kultivatnim médiu pomoci
metody ICP-MS a popsat vliv téchto podminek na expresi vybranych proteint s vyuZzitim
metody qPCR.
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4. Material a metody

4.1. Kultivace bunék

Acanthamoeba castellanii kmen Neff je udrzovéana v kultivani nadob& s povrchem 25 cm?
v teploté 27 °C. Do kultivacni nadoby je pfidano 5 ml kultivacniho média PYG (Tabulka ¢. 2).

Kultura naroste do vysoké hustoty obvykle za tii dny, vhodné je kulturu preockovat jednou tydné.

Tabulka €. 2 — SloZeni kultivaéniho média PYG v objemu 1 1 pro Acanthamoeba castellanii

slozka hmotnost/objem
kvasinkovy extrakt (Oxoid) 75¢g
pepton (Oxoid) 75¢g
glukoza (Carl Roth) 15¢g
KH,PO4 (Sigma) 0,272 g
MgSO4 ¢ TH,0 (Sigma) 0,246 g
CaCl, (1 M) (Sigma) 50 pl
thiamin (1 pg/ml) 1 ml
biotin (0,2 pg/ml) 800 pl
B12 (1 ng/ml) 10 pl
dH,O/miliQ H,O dol1

4.2. Riustova krivka

V biologickém triplikatu byly nasazeny buiiky do kultiva¢nich nadob (25 cm?) v mnozZstvi 50 000
bunek/ml do 5 ml média PYG. Pro zjisténi koncentrace piivodni populace bunék byl pouzit
piistroj pro analyzu bun&k (Z2™ COULTER® Counter, Beckman Coulter). Médium pro kontrolni
triplikat bylo PYG. Pro ostatni triplikaty byla vytvofena média s pfidavkem médi (50 mM
CuSO04), nebo chelatoru médi BCS (Bathocuproinedisulfonic acid disodium salt, 10 mM). Méfeni
probihalo kazdych 24 hodin po dobu 7 dni na pratokovém cytometru (Guava easyCyte 11HT.
Luminex). VSechna méfeni byla provedena v 96-jamkové desticce, kdy ke 100 pul 4 %
paraformaldehydu pro fixaci bunék bylo pfidano 100 pl bunék. Pro udrZeni stalého objemu
v kultivaénich nadobach bylo kazdy druhy den doplnéno 200 pl média. Vysledné hodnoty byly
zpracovany pomoci programu GraphPad, ve kterém byla vytvotena kiivka doplnéna chybovymi

useckami o hodnot¢ standardni odchylky.

4.3. Klonovani

4.3.1. Vybér proteinu

Pti hledani vhodnych proteinti, které by mohly hrat v metabolismu médi u A. castellanii dilezitou
roli, byl na zakladé proteomickych dat (poskytnula Maria Grechnikova, Ph.D.), kdy byla
pozorovana vy§$i hladina proteinu ACA1 111080 pii kultivaci s chelatorem médi (100 uM BCS),
vybran homolog proteinu CCC2 ze Saccharomyces cerevisiae. A. castellanii ma v genomu dva

homology této ATPazy P-typu a tato prace se zabyva pouze genem oznacenym ACA1 111080
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(AmoebaDb, https://amoebadb.org/amoeba/app). Pii hledani homologického transportéru ke
kvasinkovému Ctr (copper transporter) v genomu A. castellanii byly zvoleny k experimentiim dva
homologické geny: ACAI1 289610 (oznacovan v této praci jako Ctr) a ACAl 399620
(oznacovan jako Ctr-like) (AmoebaDDb).

4.3.2.
Ke kazdému genu z 4. castellanii (ATPaza P-typu, Ctr, Ctr-like) byly objednany primery,

Primery

vytvorené v programu Geneious, s pfidanou sekvenci, na kterou cilily specifické restriktazy,
viz Tabulka €. 3. Dodané primery byly nafedény v eppendorfové zkumavce do findlniho objemu

100 pl na koncentraci 10 pM.

Tabulka €. 3 - souhrn pouzitych primerd, jejich sekvenci a restrikénich enzymt

. restrikéni
primer sekvence
enzym
AcATPase-golgi-R-pUG35 Ndel 5'- ATAATCGATGTCCGCCTTATGGTCTTCG — 3’
AcATPase-golgi-F-pUG35 Nhel 5'- GCCACTAGTATGGCCGATGGAAGTTTCG -3’
AcATPase-golgi2600R Ndel 5'- AAGCCCTTGGATTGGAGCTC -3’
AcATPase-golgi-1678-F Nhel 5- ATCGTGTTCTGCATGTGGCT -3’
Ctr-R-pCM 189 Pstl 5'- ATTCTGCAGTTAGTGGCATCCTTGTTTCATGT -3’
Ctr-F-pCM 189 Notl 5'- ATAGCGGCCGCATGCGAGAGAGAGCGTGTTTG -3’
Ctr-R-pTPBF Ndel 5'- ACGCATATGATGGTGGCATCCTTGTTTCATGTG — 3’
Ctr-F-pTPBF Nhel 5’- CATGCAGCATGCGAGAGAGCGTGTTTG -3’
Ctr-like-R-pTPBF Ndel 5'- ATCCATATGACATCCGGCTTCGTTG -3’
Ctr-like-F-pTPBF Nhel 5'- ATTGCTAGCATGTCGATGCCAATGTACTTTC-3’
Ctr-like-R-pCM189 Pstl 5'- ATACTGCAGCTAATGACATCCGGCTTCG -3’
Ctr-like-F-pCM 189 Notl 5'- ATAGCGGCCGCATGTCGATGCCAATGTACTTTC -3’
4.3.3. Syntéza cDNA

Z kultury bun€k A. castellanii byla ziskina mRNA za pouziti High Pure RNA Isolation Kit
(Roche). Podle izolované mRNa byla za pouziti protokolu (SuperScript IV invitrogen reverse
transcriptase) syntetizovana reverzni transkriptazou cDNA, kterd byla v nasledujicim kroku

vyuzita jako templat pro PCR.

4.34.
S pouzitim PCR metody byly zvolené sekvence DNA amplifikovany. Jako templat pro PCR byla

PCR (polymerazova fetézova reakce)

pouzita extrahovana cDNA (viz kap. 4.3.3.). V pfipadé¢ ATPéazy P-typu byla pouzita PrimeStar
Max DNA polymeraza (Takara) (Tabulka ¢. 4). V ptipadé Ctr a Ctr-like byla pouZita PrimeStar,
ale také Q5 HotStart polymeraza (BioLabs) (Tabulka ¢. 5). PCR cyklus pro polymerazu PrimeStar
vychdzi z protokolu k této polymeraze (Takara). Cyklus byl opakovan 30x a konkrétni parametry
reakce jsou udany v tabulce ¢. 6. PCR cyklus pro polymerazu Q5 HotStart probiha, viz

tabulka €. 7.

13



Tabulka €. 4 — sloZeni PCR reakce PrimeStar do celkového objemu 50 pl

slozka objem
PrimeStar mix 25 ul
forward primer 1,5 ul
reverse primer 1,5 ul
cDNA 2ul
sterilni voda 20 ul

Tabulka €. 5 — slozeni PCR reakce Q5 Hot start do celkového objemu 50 ul

slozka objem
reak¢ni pufr 10 pl
10 mM dNTPs (nukleotidy) 1l
forward primer 2,5 ul
reverse primer 2,5 ul
DNA templat 2 ul
Q5 Hot Start DNA-Polymerase | 0,5 ul
zesilovac reakce (enhancer) 10 pl
voda bez nukleaz 21,5l

Tabulka €. 7 — pribéh reakce PCR s Q5 Hot start Tabulka €. 6 - prub¢h reakce PCR s PrimeStar

faze teplota casovy interval faze teplota casovy
(@9 (°O) interval
zahgjeni 98 30 sekund zahajeni 98 3 minuty
98 5-10 sekund 98 10 sekund
35133 50-72 10-30 sckund 30 cykl 55 10 sekund
Y 72 20-30 sckund/kbp _ 72 | minuta
finalni 7 2 minuty ﬁnacﬁn o 7 10 minut
prodlouzeni prodiouzent

4.3.5. Elektroforéza

Spravna velikost produktu PCR byla ovéfena pomoci elektroforézy. Byl pouzit 1 % agarézovy
gel. K50 ml gelu bylo pfidano 20 pl UV barviva SYBR green I (Scientific ThermoFisher).
Ke kazdému vzorku bylo po PCR reakci (objem 50 pl) ptidano 10 pl nanaseci barvy TriTrack
(6X TriTrack DNA loading dye, ThermoFisher). Do prvni jamky v gelu bylo dano 5ul DNA
zebiiku a dalsi jamky byly naplnény 50ul PCR produktu. Elektroforéza probihala po dobu

25 minut a vysledny band byl vyfiznut a vloZen v eppendorfové zkumavce do —20 °C.
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4.3.6. Extrakce DNA z gelu

V dalsim kroku bylo potieba extrahovat PCR produkt z agar6zového gelu. K tomu se vyuziva
Extraction Kit (Gel extraction kit, Omega Bio-Tec). Vysledna DNA muze byt skladovana
v =20 °C. Pro dalsi nasledné kroky je nutné zméfit koncentraci této DNA na nanodropu

(Nanodrop2000, ThermoScientific).

4.3.7. Restrikéni reakce

Restrikéni reakce je dulezita pro vytvoreni tzv. sticky ends, diky kterym pak 1ze presné zaklonovat
fragmenty DNA do vektoru (plazmidu). Byly pouzité restriktazy, které cili na pfedem vybrané
sekvence primerQ a mista na plazmidech. Pro kazdy gen byly vybrany tii plazmidy — pCM189
pro vyuziti ve funkéni komplementaci v S. cerevisiae, pTPBF-EGFP a pGAPDH-EGFP pro
vytvoreni transformovanych A. castellanii. Plasmidy pTPBF a pGAPDH jsou vyuZivané
u A. castellanii pro over-expresi proteinl a jejich zna¢eni pomoci GFP (zeleny fluorescencni
protein). Lisi se mirou exprese, kdy pGAPDH-EGFP ma siln€jsi promotor a vede k vyssi expresi
nez pTPBF-EGFP (Bateman, 2010). Restrikéni reakce pro plazmid mé celkovy objem 60 pl,
pro PCR fragment 90 pl, slozenim se tyto reakce nelisi (Tabulka ¢. 8). Reak¢ni doba zavisi
na vybranych restrikénich enzymech. Smés byla vlozena do termobloku o teplot¢ 30 °C
na pozadovany ¢as. Po uplynuti reakéni doby se mohou piidat 3 pl fosfatazy (Shrimp Alcaline
Phosphatase) pro lepsi efektivitu reakce, a to piedevs§im u plazmidd pGAPDH a pCM189.
Pro ukongeni reakce je vhodné pouzit Plasmid DNA minikit (E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit
I, Omega, Bio-Tec).

Tabulka €. 8 — obsah restrikéni reakce pro plazmid v celkovém objemu 60 pl

slozka mnozstvi

DNA 0,6 pg (dle koncentrace DNA)
pufr 6 pl

restrikéni enzym 1 3l

restrikéni enzym 2 3ul

voda doplnit do 60 pl

4.3.8. Liga¢ni reakce

Pro ligacni reakci a vypocty jejich komponent je vhodné wvyuzit online kalkulacku

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation), jelikoZ mnozstvi DNA insertu pfidaného do reakce

zavisi na jeho délce. Pro vypocet byl zvolen pomér objemu DNA insertu ku plazmidu 3:1
(Tabulka ¢. 9). Pro reakci je nutné vytvofit kontrolu, kdy byla misto insertu pfidana do reakce

voda. Reakce probiha 1 hodinu ve 22 °C nebo vlednici ve 4 °C pfes noc.
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Tabulka €. 9 — obsah ligacni reakce v celkovém objemu 20 ul

slozka mnozstvi

plasmid 100 ng

DNA insertu X ng (mnozstvi dle kalkulacky)
T4 DNA pufr 2 ul

T4 ligaza 1 pl

voda doplnit do 20 pl

4.3.9. Transformace

Pro namnozeni plazmidu s naklonovanym cilovym genem byla pouzita populace bun¢k E. coli
typu Topl0. Tyto buniky jsou skladovany v eppendorfovych zkumavkach v objemu 150 pl
v —80 °C. Po vyjmuti bun¢k z mraziciho boxu byly buiiky nechany na ledu a po lehkém odtani
k nim bylo ptidano 15 pl plazmidu. V ledu byly nésledné ponechany 20-30 minut. Po uplynuti
této doby byly bunky vystaveny teplotnimu Soku (heat shock), k tomu byla vyuzita vodni lazen
o teploté 42 °C po 30 sekund. Poté byly bakterie znovu pfeneseny na led a po 2 minutach k nim
bylo ptidano rozehiaté SOC medium o teploté 37 °C (Tabulka ¢. 10). Po hodinové inkubaci
v tfepacce (37 °C, 225 rpm) byly bunky pfeneseny na Petriho misky s LB médiem (Tabulka
¢. 11), na které bylo ptedtim pfidano selekéni antibiotikum — v tomto piipadé 40 pl Ampicilinu
(100 pg/ml). Pro idealni rozprostfeni bun¢k je dobré zvolit sterilni sklenéné kulicky. Petriho
misky s bakteriemi byly vloZeny do termoboxu o 37 °C pies noc, po dobu pfiblizn¢ 16 hodin.
Kromé¢ plazmidu s insertem je vhodné pouzit jako kontrolu plazmid bez insertu, ten by ovSem
nemél nartist do takové hustoty jako bakterie s vlozenym insertem. Plazmid bez insertu se muze

nahodné pospojovat a dat bunkdm schopnost pfezit na selekénim médiu.

Na Petriho miskdch byly dalsi den vybrany cca 3 kolonie, které byly vhodné oddé€lené
od ostatnich, ¢imz bylo zaruceno, Ze pii nasledujici praci bude vybran pouze jeden klon. Pokud
jsou bakterie narostlé pfilis, je leps$i zvolit vice kolonii a uspéSnost transformace ovérit pies ,,crack
PCR®. Kolonie byly odebrany v blizkosti kahanu pomoci pipety a vlozeny do 5 ml LB média
s 5 ul ampicilinu (100 pg/ml). Jednotlivé kolonie byly kultivovany pies noc v tfepacce (37 °C,
225 rpm).

Druhy den byla ¢ast bun¢k odebrana k zamrazeni. K odebranym 800 pl bunék bylo ptidano 200 pl
glycerolu a buiiky byly uloZzeny do —20 °C. Zbytek bunck byl pouzit pro extrakci plazmidu
dle protokolu Plasmid DNA mini kit (E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I, Omega, Bio-Tec).

Zachovani spravné sekvence DNA vlozeného insertu bylo ovéreno sekvenovanim (Tabulka ¢.12),

kterému predchazelo méfeni koncentrace DNA na nanodropu.
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Tabulka €. 10 — slozeni média SOC (super optimal broth with catabolite repression) v objemu

1LpH=7

slozka hmotnost/objem

trypton (Oxoid) 20¢g

kvasinkovy extrakt 5¢g

NaCl (Sigma) 0,5¢g
KCL (250 mM) (Sigma) 10 ml

MgCl: (2 M) 5ml

glukoza (1 M) 20 ml

dH»0 dol11

Tabulka €. 11 — sloZzeni média LB (Luria-Bertani) v objemu 1 I, pH="7

slozka hmotnost/objem
trypton 10g
kvasinkovy extrakt S5¢g

NaCl 10g

dH,O dol1

Tabulka €. 12 — obsah smési pro sekvenovani v celkovém objemu 8 pl

slozka mnozstvi

F primer (10 uM) 0,5 ul

R primer (10 uM) 0,5 pl
plazmid 3 ng /100 kb
voda doplnit do 8 pl

4.4. Komplementace

V tomto procesu byl modifikovany plazmid se spravnou sekvenci vlozen do kvasinek
S. cerevisiae. Jednak do nemodifikovaného kmenu ,,wild-type* (WT), ale také do mutantt, které
postradaji ATPazu CCC2, nebo membranové prenase¢e médi CTRI1/3. Pfi vlozeni
plazmidu s homolognimi geny z A. castellanii 1ze pozorovat, zda budou v téchto deficientnich
kvasinkach plnit domnélou funkci a pfesouvat esencialni ionty médi. To se projevi specifickym

narustem kvasinek na Petriho miskach se selekénimi podminkami.

4.4.1. Meédia
Prvnim krokem byla ptiprava v§ech médii. Jedna se o YPAD, 2xYPAD, SC-U medium (synthetic

medium without uracyl), jejich slozeni je v tabulkach €. 13, 14, 15. Petriho misky byly vylévany
30 ml média s pfidanym agarem. Médium YPAD slouzi pro narust wild type mutantnich kment,
2xYPAD pro narGst kvasinek pred transformaci a SC-U pro naslednou funkéni komplementaci.

Pro funkéni komplementaci ATPazy P-typu z 4. castellanii byly piipraveny Petriho misky
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s 30 ml média SC-U. Mutantni kmen S. cerevisiae s deficienci v CCC2 nedokaze rust bez Zeleza,
tedy na Petriho misce s pfidanym BPS (chelator zeleza). ATPaza CCC2 piendsi ionty medi
do Golgiho aparatu, odkud jsou dale zabudovany do ,,multicopper* oxid4z nutnych pro piijem
zeleza.

Pro funkéni komplementaci Ctr z 4. castellanii byla jako selekéni sacharid pouzita 20% rafindza,
kterou kvasinky nedokdzi efektivné vyuzit pro fermentaci a pfevazné ji vyuzivaji jako zdroj
elektront pro dychaci fetézec. Tento energeticky metabolismus je zavisly na dostatku médi, ktera
je zabudovavéana do cytochrom c oxiddzy, proto byly vytvoieny kombinace Petriho misek
s ptidavkem 3 uM BCS, cheldtoru médi, na kterém mutantni kmen S. cerevisiae bez prenaSect
médi Ctrl/3 nedokaze rust.

V obou piipadech funk¢éni komplementace pro potvrzeni selektivity bylo pfidano 90 pl
doxycyklinu, v jehoz pfitomnosti je blokovana transkripce naseho insertu (selekéni podminky viz

Tabulka ¢. 16).

Tabulka €. 13 — sloZzeni média YPAD v objemu 250 ml

slozka hmotnost/objem
adenin (Sigma) 25 mg

pepton S5g

kvasinkovy extrakt (Sigma) 25¢g

(agar) 375¢

glukéza (40 %) 12,5 ml

voda 237,5 ml
penstrep 2,5 ml

Tabulka ¢. 14 — sloZzeni média 2xYPAD 250 ml

slozka hmotnost/objem
adenin 25 mg

pepton 10g
kvasinkovy extrakt S5¢

(agar) 375¢

glukéza (40 %) 25 ml

voda 237,5ml
penstrep 2,5ml
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Tabulka €. 15 — slozeni média SC-U 250 ml, pH =6

slozka hmotnost/objem
YNB (Sigma) 1,68 g

YMS — URA (Sigma) 048 ¢g

MES (Sigma) 25¢g

adenin 25 mg

glukoéza (40 %) / rafindza (20%) (Fluka) 12,5 ml /25 ml
voda 237,5 ml
penstrep 2,5 ml

(agar) 3,75 ml

Tabulka €. 16 — seznam uzivanych selekénich podminek pii komplementaci

selekéni podminka ?:13032 gt;gl) efekt

rafindza (20 %) 3 ml neprobiha fermentace

BCS (10 mM) 9 ul chelator médi — méd’ neni pro kvasinky dostupna
doxycyklin (0,5 pg/ml) 90 pul inhibuje transkripci insertu

BPS (10 mM) 45 ul chelator zeleza — Zelezo neni pro kvasinky dostupné

4.4.2. Transformace kvasinek

Transformace byla provedena dle protokolu High-efficiency yeast transformation using the
LiAc/SS carrier DNA/PEG method (Gietz & Schiestl, 2007). Doslo k vneseni plazmida se

studovanymi geny (a nemodifikovanych kontrolnich plazmidi) do S. cerevisiae WT 1 mutantd.

4.4.3. Komplementace

Kvasinky byly nechany pfes noc na tiepacce (30 °C, 200 rpm) v SC-U médiu. Druhy den bylo
zméteno ODggo, nasledné byly bunky nafedény na ODggo = 0,2 a byla vytvotrena desitkova fedici
fada v 96-jamkové desti¢ce. Z kazdé jamky bylo pfeneseno 5 ul na Petriho misku se selekénim
médiem. Petriho misky byly vlozeny do termoboxu o teploté¢ 30 °C po dobu 3 dnil. Z nariistu

kvasinek byly ode¢teny vysledky a Petriho misky byly naskenovany.

4.5. Lokalizace proteinu

4.5.1. Transformace améb

Plazmidy se studovanymi geny byly pomoci sady PolyFect transfection reagent (Quiagen)
vlozeny do WT A. castellanii . Do 6-jamkové desticky bylo ddno 5x10° bungk, zde byly nechany
30 minut, aby se pfichytily na dno jamek. Mezitim byly rozpuStétny 2 pg DNA
ve 100 pl encystatniho média (Tabulka ¢. 16). K smési DNA bylo pfiddano 20 pl PolyFect
Transfection Reagent a takto byla smés inkubovana po dobu 10 minut pfi laboratorni teplote.
Mezitim bylo od améb odsato ptivodni médium a bylo nahrazeno 3 ml cerstvého média PYG.
K reakéni smési bylo po uplynuti inkubac¢ni doby ptiddno 600 pl PYG a smés byla ihned
prenesena do 6-jamkové desticky k amébam. Desticka byla vlozena do 27 °C na 24 hodin. Druhy

19



den bylo odsato médium a nahrazeno médiem PYG s geneticinem o koncentraci 8 pg/ml. Takto
byly buiiky ponechany, dokud nenarostly do dostatecné hustoty. Jakmile k tomu doslo, byly
buitkky pieneseny do kultivaéni nadoby a postupné byla zvySovdna koncentrace geneticinu

na 50 pg/ml, ¢imz dochazi k selekci transformovanych améb.

4.5.2. Fluorescen¢ni mikroskopie

100 pl z kultury transformovanych bun¢k A. castellanii bylo pomoci pipety naneseno na kryci
sklicko. Po pil hoding, kdy doslo k pfisednuti vétSiny bun€k, bylo kryci sklicko preneseno
na podlozni sklicko a vzorek byl vlozen do mikroskopu. Byl pouzit mikroskop Leica TCS SP8
WLL SMD-FLIM. V mikroskopu byl nastaven laser na vinovou délku dle excitacnich hodnot pro
GFP.

Jako znacdeni pro Golgiho aparat byla vyzkouSena komeréné dostupna Cervena fluorescencni
barva BODIPY™ TR Ceramide (Invitrogen, ThermoFisher). K namnozené kultuie A CCC2
S. cerevisiae s vlozenym plazmidem pCM189, ktery nese gen pro ACA1_ 111080, bylo ptidano
0,225 pl BODIPY a po 30 minutach inkubace byly vzorky sledovany v mikroskopu. Stejné tak

byla tato barva vyzkousena i u transformovanych bun¢k A. castellanii.

4.6. 1Cso

Stanoveni inhibicni koncentrace je vyuzivand metoda pro evaluaci 1éCivych latek. V tomto
pfipadé jsme vyuzili tfi latky patfici mezi ionofory: 8-hydroxychinolin, disulfiram a pyrithion
sulfid v kombinaci s médi a bez mé&di. lonofory jsou po pfidavku médi velmi Gcinné a mohly

by ukézat novy zptisob boje s amébami.

4.6.1. Priprava experimentu
Nejdiive bylo ptipraveno médium PYG pro kultivaci améb. 10 ml média PYG bylo doplnéno

roztokem 50 mM CuSQg, aby vysledna koncentrace byla 53,55 M médi. Tato koncentrace byla
zvolena, aby pfidanim 10 pl bun€k do kultivacni jamky doSlo k nafedéni média s médi

na pozadovanou koncentraci 50 uM médi.

96-jamkova desticka byla naplnéna ve vSech jamkach, kromé prvniho sloupce, 140 ul média
— v tadce bylo pouze médium bez médi nebo s médi. Nasledné byl do prvni jamky ptidan 40 uM
roztok ionoforu v médiu PYG v objemu 280 ul. Nasledné byl ionofor pomoci dvojkové fedici
fady pfenesen do vSech jamek v fadce. Jelikoz jsou ionofory rozpusténé v DMSO, byla vytvorena
kontrola s DMSO (1,2 pl DMSO do jamky, do média s médi i bez ni) a zaroven kontrola pouze

v médiu PYG bez médi nebo s ni (viz obrazek €. 5).
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Poslednim krokem bylo pfidat do pfipravené 96-jamkové desticky bunky A. castellanii
o koncentraci 3000 bun€k v 10 pl. Buiiky byly nasazeny v biologickych tetraplikatech. Nasledné
byla desticka vlozena do krabicky s vlhkym prostiedim pro zamezeni evaporace a takto byly

buiiky kultivovany 72 hodin ve 27 °C.

koncentrace 40 20 10 5 25 125 063 031 016 0,08 kontrola DMSO

s ™
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Obrazek ¢. 5 — Rozvrzeni 96-jamkové desticky pro experiment s ionofory
V ftéadcich se nachazi biologické tetraplikaty bunék v médiu PYG bez médi nebo s piidavkem
50 uM médi. Ve sloupcich je gradient koncentrace ptidaného ionoforu. Sloupec ¢. 11 slouzi jako

kontrola bunék bez ptidaného ionoforu, posledni sloupec je kontrola DMSO.

4.6.2. Meéreni vysledku
Po uplynuti inkubacni doby byly bunky v desticce poloZzeny na led na dobu 10 minut, aby

se odchytily ode dna jamek. Nasledné bylo 100 ul z kazdé jamky pfeneseno do nové 96-jamkové
desticky, kde jiz v kazdé jamce bylo 100 ul 4 % paraformaldehydu pro fixaci. Pro méfeni
koncentrace byl vyuzit pritokovy cytometr (Guava easyCyte 11HT, Luminex). Vysledky byly
zpracované v programu GraphPad, kde byla zjisténa poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace

jednotlivych ionofort.

4.7. ICP-MS

Pro ptipravu vzorkG pro ICP-MS je nutné ziskat dostatené mnozstvi bunék. Nejprve
byly v péti stiedn& velkych kultiva¢nich nadobach o povrchu 75cm? kultivovany bufiky
A. castellanii po dobu 72 hodin. Poté byla zméfena koncentrace bunék pomoci piistroje Cell
counter a nasledng byly buriky rozdé&leny do velkych kultivaénich nadob s povrchem 150 cm?

do objemu 100 ml v koncentraci 60000 bun¢k/ml média PYG s pfisluSnym pfidavkem médi nebo
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chelatoru. Pro tento experiment byly zvoleny hodnoty koncentrace médi 5, 250, 500 uM CuSO4
a pro chelator médi koncentrace 25 a 100 uM BCS.

Po inkubaci bunck ve velkém objemu v odliSnych podminkidch bylo nutné buitky promyt
s vyuzitim pufru HEPES (10mM HEPES, 140mM NaCl, pH = 7,2). Nejprve bylo jemné odlito
puvodni médium z kultivacni nadoby, aby se bunky stale udrzely na dné kultiva¢ni nadoby.
Nasledné bylo pridano 20 ml pufru a pomalymi pohyby byly bunky proplachnuty a HEPES byl
opét vylit. Poté bylo pfidano dalSich 20 ml pufru, tentokrat byly buiikky mechanickymi udery
o nadobu oddéleny ode dna a cely obsah nadoby byl piesunut do falkony a nasledné centrifugovan
10 min pii 1200 g. Nasledné byl odstranén supernatant, buiiky byly resuspendovany v malém
objemu pufru HEPES a byla zméfena koncentrace bunck. Dale byly bunky pieneseny do predem
zvazenych eppendorfovych zkumavek, po centrifugaci byl opét odstranén supernatant a bunky
byly vlozeny do termobloku o teploté 100 °C, ve kterém byly nechany 1 hodinu k vysuseni. Suché
vzorky byly opé€t zvazeny, aby se zaznamenala hmotnost susiny v eppendorfové zkumavce.
Nésledn¢ byly vzorky odeslany pro analyzu na piistroji X Series II, iCAP Q ICP-MS
(ThermoFisher Scientific) do laboratofe plazmové spektrometrie (Laboratoie geologickych

ustavi UK, Albertov 6). Analyza vysledkd probéhla v programu Excel a GraphPad.

4.8. qPCR

4.8.1. Kultivace bunék
Pro qPCR analyzu byly nasazeny buniky A. castellanii v tetraplikatu pro jednotlivé podminky.

Jako kontrolni byla zvolena koncentrace 5 pM CuSOs. Nasledné byla jako podminka s vysSim
pfidavkem médi vybréna koncentrace 250 pM CuSOs a jako podminka s nedostatkem médi
250 uM BCS. Do kazdé kultivacni nadoby o objemu 5 ml média byly pfidany bunky
o koncentraci 50 000 bun¢k/ml média. Kultivace probihala po dobu 72 hodin.

4.8.2. Extrakce mRNA

Po 72 hodinach bylo od bungk odstranéno kultiva¢ni médium, do kultivacni nadoby bylo pfidano
5 ml sterilniho PBS. Buniky byly mechanicky oddéleny ode dna kultiva¢ni nadoby a premistény
do falkony. Nasledné probéhla centrifugace bun€k po dobu 10 minut pfi 8000 g. Déle bylo
postupovano dle protokolu k sadé pro izolaci mRNA (High pure RNA isolation kit, Roche),
z kultivovanych bun¢k byla extrahovana mRNA, kterd byla uskladnéna v —80 °C pied dalSim

pouzitim.

4.8.3. qPCR

Pted samotnou reakci PCR byla zméfena koncentrace RNA a nafedéna na koncentraci 50 ng/pl.
Dale byly nafedény primery (Tabulka €. 17) a nasledovéan protokol dle sady pro qPCR (KAPA
SYBR FAST One-Step, Roche). Nejdtive bylo potfeba namichat smés dle protokolu, postupné
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smési zaplnit jamky 96-jamkové desticky a nakonec byla do kazdé pripravené jamky pridana
RNA. Byl pouzit ptistroj CFX96 Real time PCR instrument (Bio-Rad), ktery umoziiuje analyzu
celé 96-jamkové desticky najednou. Byl nastaven cyklus viz tabulka €. 18. Jako kontrola reakce

byl pouzit B-aktin. Vysledky byly zpracovany v programu Excel a GraphPad Prism.

Tabulka €. 17 — seznam pouzitych primerti pro gPCR

primer sekvence

qPCR-AcCTR-like-R 5’- CATCAAGCAAGCGCGGATAG - 3¢
qPCR-AcCTR-like-F 5’- TCGAACAATGGCACGTCGAG - 3’
qPCR-AcATP-R 5'- ATGATGAACGTGATGACCACCC - 3’
qPCR-AcATP-F 5'- TACAAGGTGTTGAAGCACGGG - 3’
qPCR-AcCTR-R 5’- TACACTCCGCAACAACCGAC -3/
qPCR-AcCTR-F 5'- ACTGCCAAATGATGCCCAAC - 3’

Tabulka €. 18 — prubéh reakce gPCR

faze teplota (°C) casovy interval

zahajeni 42 30 minut
95 5 minut

95 10 sekund

39 cyklu 56 20 sekund

72 20 sekund

. 55 5 sekund
ukonceni 95 1 minuta
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5. Vysledky

5.1. Riistova krivka

Vytvoteni rustovych kfivek bylo prvnim krokem prace pro leps§i porozuméni, jak
nadbytek a nedostatek médi ovliviiuje rist Acanthamoeba castellanii. JelikoZz nebylo mozné
predem odhadnout, jaka koncentraci médi (Cu) a chelatoru medi (BCS) bude pro 4. castellanii
nepiizniva, bylo zvoleno §irsi spektrum podminek, ve kterém byl rist bunék zaznamenan. Bunky
nasazené v biologickém triplikdtu byly mefeny kazdych 24 hodin pomoci pritokového cytometru.
Z tohoto pozorovani je patrné, ze ve vysokém nadbytku médi (500 pM CuSO4) buiiky méné
prosperuji. Obdobné tak ptisobi nedostatek médi zptsobeny cheldtorem médi (250 uM BCS)
(Obr. 6). Naopak pii nizkych koncentracich médi nebo chelatoru médi (BCS) nebyl rist
A. castellanii nijak zpomalen a v téchto podminkéach dokézaly velmi dobie ptezivat. Z vysledkl

rustové kiivky byla nasledné vybrdna kontrolni koncentrace 5 pM CuSOs pro nasledujici

experimenty.
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Obrazek ¢. 6 — Ruastova kiivka Acanthamoeba castellanii p¥i kultivaci v médiu s ruznou
dostupnosti médi.

Nadbytek médi (Cu) byl dosazen zvysujici se koncentraci ptidavku CuSQOs, nedostatek médi byl
navozen piidavkem chelatoru médi (BCS). Koncentrace bunék je zaznamenana jako pocet

bunék/ml média.
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5.2. Charakterizace prenaSec¢i médi

5.2.1. ATPaza P-typu (gen ACA1_111080)

5.2.1.1. Funkéni analyza genu
Gen ACA1 111080 kédujici domnélou ATPazu P-typu byl uspésné zaklonovan do plazmidu

pCM189, spravnost vlozeného genu byla ovéfena sekvenovanim. Nésledné byla provedena
transformace S. cerevisiae vektorem, ktery nesl studovany gen, a to u nemodifikovaného kmene
(WT) a mutantniho kmene postradajiciho CCC2 (méd’ pienasejici ATPaza P-typu). Selekce
transformovanych kvasinek probéhla na Petriho miskach s médiem bez uracilu (SC-U).
Po tspésné transformaci bylo mozné ptistoupit k poslednimu kroku, a to analyze funkéni

komplementace.

Transformované kvasinky byly naneseny na Petriho misky s odliSnymi selekénimi podminkami.
Bylo ocekavano, ze gen ACA1 111080 kdéduje podobny pienase¢ médi, jakym je jiz zndma
CCC2. Mutantni kmen S. cerevisiae postradajici tuto CCC2 (ACCC2) nesouci prazdny pCM189
nedokézal na médiu s pfidanym chelatorem zeleza (BPS) rtst. Tato metoda je zaloZena na
nedostatku vlozené médi do ,,multicopper oxidazy, ktera slouzi pro pfijem Zeleza. Tim padem
na Petriho misce s chelatorem zeleza (BPS) nedokaze ACCC2 rtst, jelikoz mu chybi Zelezo ve
vnitinim prostiedi bunky. Stejny kmen svlozenym genem ACA1 111080 pavodem
z A. castellanii za stejnych podminek narostl. Tato skute¢nost dokazuje, ze ATPaza P-typu
kodovana genem ACAI1 111080 dokaze suplovat funkcijiz znamé CCC2. Tedy Ze protein
kodovany genem ACA1 111080 plni funkci pienaSece meédi (Obr. 7). Jako kontrola, Ze je tento
nartst opravdu specificky a zavisi pouze na vlozeném genu z A. castellanii, byla pouzita Petriho
miska s pfidanym doxycyklinem. Ten inhibuje transkripci vlozeného genu na plazmidu pCM 189

a na tomto médiu ani mutantni kmen CCC2 s vloZenym genem ACA1 111080 nenarostl.
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A
ACCC2 s vlozenym
pCM189 nesouci
ACAI1 111080
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B
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pCM189 nesoucim

ACAI1 111080
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ACCC2 pCM189
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doxycyklin

C
ACCC2 s vlozenym
pCM189 nesoucim
ACAI1 111080

ACCC2 pCM189
prazdny

WT pCM189
prazdny

Obrazek €. 7 — Vysledky funkéni komplementace genu ACA1_111080 v S. cerevisiae

(WT = nemodifikovany kmen, ACCC2 = mutantni kmen deficientni v ATPaze P-typu CCC2,
BPS = chelator Zeleza, doxycyklin = inhibitor transkripce vloZzené¢ho genu ACA1 111080,
pCM189 = plazmid)

A — Médium obsahuje chelator zeleza (BPS). B — Médium obsahuje chelator zeleza (BPS)
a doxycyklin. C — Kontrolni Petriho miska.

5.2.1.2. Lokalizace proteinu
Nejdiive byla vyzkouSena lokalizace proteinu kodovaného genem ACA1 111080

v transformovanych amébach. Do bunek A. castellanii byly vneseny plazmidy pGAPDH-EGFP
a pTPBF-EGFP nesouci ACA1_111080 a zarovent GFP (green fluorescent protein). Pozorovani
in vivo pod fluorescencnim mikroskopem (Leica TCS SP8 WLL SMD-FLIM) nepfineslo
jednoznacné vysledky a vzhledem kabsenci vhodnych markerd bunééné lokalizace
u A. castellanii neSlo tuto metodu vyuzivat pro ureni lokalizace (Obr. 8).

S. cerevisiae ma tento protein lokalizovan v Golgiho aparatu, proto bylo vyzkouSeno oznacit
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Golgiho aparat pomoci komeréni fluorescenéni barvy BODIPY™ TR Ceramide (Obr. 9). Cerveny
fluorescencni signal je viditelny nejen uvnitt builky, ale i na periferiich a je patrné, ze BODIPY
v S. cerevisiae nekolokalizuje s ATP4azou kédovanou genem ACA1_111080. Vysledkem analyzy
bunécné lokalizace je, Ze v S. cerevisiae tento protein za danych podminek s ptidanym GFP neni
lokalizovan v Golgiho aparatu. Nasledné bylo vyzkouseno vyuziti BODIPY v transformovanych
A. castellanii (Obr. 10), kdy BODIPY nekolokalizovalo s ATPazou P-typu. Neni jasné, zda byl
BODIPY vhodny marker Golgiho apardtu pro A. castellanii, a tak bude potieba vyuzit jinych
metod pro lokalizaci ATPazy P-typu.

Obrazek ¢. 8 — Vizualizace proteinu kédovaného ACA1_111080 pomoci GFP v A. castellanii
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Obrazek ¢. 9 — Vizualizace proteinu kédovaného genem ACA1_111080 v S. cerevisiae

oznaceného GFP s vyuzitim BODIPY jako fluorescen¢niho znaceni Golgiho aparatu
Gen ACA1 111080 byl vnesen do S. cerevisiae v plazmidu pCM189. ATPaza kodovana timto
genem je znacena pomoci GFP, BODIPY je ¢ervena fluorescenc¢ni barva oznacujici Golgiho

aparat.
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Obrazek ¢. 10 — Vizualizace proteinu kédovaného genem ACA1_111080 v A. castellanii

oznaceného GFP s vyuzitim BODIPY jako fluorescen¢niho znaceni Golgiho aparatu
Gen ACA1 111080 byl vnesen do A. castellanii v plazmidu pTPBF-EGFP. ATPéza kddovana
timto genem je zna¢ena pomoci GFP, BODIPY je Cervena fluorescencni barva oznacujici Golgiho

aparat.

5.2.2. Ctr (geny ACA1 289610 a ACA1_399620)

5.2.2.1. Funk¢ni analyza genu

Zaklonovani Ctr-like genu (ACA1 399620) do plazmidu pCM189 nebylo uspésné. Pri
kontrolnim sekvenovani se v sekvenci genu vzdy objevil stop kodon. Pti opakovani pokusu
sekvenovani pfineslo vzdy stejné¢ vysledky, takze nebylo mozné v praci stimto genem

pokracovat.
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Zaklonovani genu ACAI1 289610 (Ctr) do plazmidu pCM189 bylo naopak uspésné.
Po transformaci nemodifikovaného kmene S. cerevisiae 1 ACtrl/3 (kmen deficientni
v prenasecich médi Ctr) timto vektorem nesoucim studovany gen byla provedena analyza funk¢ni
komplementace (Obr. 11). Pro ni bylo vyuzito médium SC-U obsahujici 2 % rafindzu, kterd
predstavuje neredukujici cukr, a proto ji S. cerevisiae nemize vyuzivat tak efektivné jako zdroj
energie pro fermentaci. Kvasinky vice vyuzivaji respiraci a oxidativni fosforylaci. Dychaci
fetézec je zavisly na dostatku médi a jejim zabudovéni do cytochrom c oxidazy. Na Petriho misce
byly vytvoreny pomoci rafindzy a chelatoru médi (BCS) podminky, ve kterych mutantni kmeny
deficientni v pfenaSecich médi (ACtr1/3) nedokézaly nariist. Stejny kmen po vlozeni pCM189
s genem ACA1 289610 v téchto podminkadch narostl. Tento gen ACA1 289610 ptivodem
z A. castellanii tedy koéduje prenaseC meédi, ktery je schopny nahradit funkci znamého

kvasinkového Ctr.

Pro ovéfeni specifity vysledku byl opét pouzit doxycyklin, ktery specificky zastavil transkripci
genu nesené¢ho na vektoru pCM189. Na takové Petriho misce nedokézal ani kmen ACtr 1/3

s vlozenym genem z A. castellanii nartst. Pro kontrolu bylo pouZzito pouze médium SC-U.
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Obrazek ¢. 11 — Vysledky funk¢ni komplementace genu ACA1 289610 kédujici pirenasec
médi

(WT = nemodifikovany kmen, ACtrl/3 = mutantni kmen deficientni v pfenasecich médi Ctr,
doxycyklin = inhibitor transkripce vloZzené¢ho genu ACA1 289610, rafindza = neredukujici
sacharid)

A — Médium obsahuje rafindzu a chelator médi (BCS). B — Médium obsahuje rafindzu, chelator
meédi (BCS) a doxycyklin, ktery inhibuje transkripci genu ACA1 289610. C — Kontrolni Petriho

miska, kde je médium SC-U bez jakékoliv modifikace.

5.2.2.2. Lokalizace proteinu
Lokalizace proteinu kodovaného genem ACA1 289610 znaceného GFP byla analyzovana

na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP8 WLL SMD-FLIM. Nejdfive bylo provedeno
pozorovani zivych transformovanych améb, do kterych byly vlozeny plazmidy pTPBF-EGFP
a pGAPDG-EGFP nesouci gen pro pienase¢ médi a GFP na konci sekvence genu (Obr. 12).
Transportér médi Ctr, jak je znamy u S. cerevisiae, je lokalizovany v cytoplazmatické membrané,

a proto byla oCekavana stejna lokalizace 1 u A. castellanii. Pozorovani v mikroskopu nepfineslo
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jednoznacné vysledky a nebylo mozné vyvodit zadné zavéry o lokalizace. Proto bylo vyzkouseno
umistit GFP na zacatek genu a byly vytvofeny nové transformované A. castellanii (Obr. 13).
Na snimcich z mikroskopu neni patrnd membranova lokalizace pienasece médi Ctr. Navic je
mozné, ze pritomnost GFP neumoziiuje spravné slozeni proteinu, ktery tak lokalizuje jinam, nez
je bézné. Kvili pozorovanému fluorescenénimu signalu ale odhadujeme, ze by Ctr s pfipojenym
GFP mohl byt lokalizovdn v Golgiho aparatu, ale potvrzeni této domnénky vyzaduje dalSi

experimenty.

Ctr pTPBF-
EGFP

GFP kontrola
prazdny
pTPBF-EGFP

Obrazek ¢. 12 — Vizualizace prenaseCe médi v A. castellanii pomoci GFP umisténého na
N-konci proteinu

(Ctr = ptenase¢ médi kodovany studovanym genem ACA1 289610, pTPBF-EGFP = plazmid
nesouci GFP a rezistenci vuci antibiotiku geneticin, GFP = zeleny fluorescencni protein)
A — Vizualizace proteinu kodovaného genem ACA1 289610. Tento gen je vlozen
do A. castellanii na vektoru pTPBF. B — Kontrolni snimky transformovanych A. castellanii
s prazdnym pTPBF-EGFP.
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pTPBF-EGFP
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pGAPDH-
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pTPBF-EGFP

Obrazek ¢. 13 — Vizualizace proteinu kodovaného genem ACA1 289610 v A. castellanii
pomoci GFP, jehoZ sekvence je pridina na C-konci proteinu

(Ctr = prenase¢ médi kodovany genem ACA1 289610, pTPBF-EGFP = vektor nesouci GFP
a rezistenci viici antibiotiku geneticin, pPGAPDFH-EGFP = vektor pro vétsi expresi proteinu, GFP
= zeleny fluorescen;¢ni protein)

A — A castellanii s vlozenym vektorem pTPBF-EGFP nesouci pfenase¢ médi Citr.
B — A. castellanii s vloZzenym vektorem pGAPDH-EGFP, ktery ma silngjsi expresi vlozeného
prenaseCe meédi. C — Kontrolni snimek transformované A. castellanii s prazdnym vektorem
pTPBF-EGFP.
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5.3. Stanoveni ICso pro jednotlivé ionofory

Médnaté ionofory prenasi ionty médi pies plazmatickou membranu, mohou byt pro 4. castellanii
toxické i samotné, ale s pfidanou médi je tento projev mnohem silnéjsi. Vysledkem experimentu
jsou kfivky inhibi¢ni koncentrace, které¢ popisuji odliSny ucinek jednotlivych ionoford a vliv
jejich koncentrace na rast 4. castellanii. S ptidanou médi v podobe 50 pM CuSOs4 pozorujeme

zvyseny ucinek ionoforu a snizeni hodnoty ICso (poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace).

5.3.1. 8-HQ (8-hydroxychinolin)

Pocet bunék A. castellanii po 72 hodinové kultivaci s 8-hydroxychinolinem byl zméten
na pratokovém cytometru Guava. Ktivka z naméfenych hodnot byla zpracovana v programu
GraphPad (Obr. 14). Polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace samotného ionoforu je 12,4 uM.
Pti ptidani médi ve form¢é 50 uM CuSO. tato hodnota klesne na 4,86 uM. Kombinace

8-hydroxychinolinu s médi snizila 3x hodnotu ICsg a efektivné snizuje piezivani bunék.
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koncentrace 8-hydroxycholinu (uM)

Obrazek €. 14 — Zobrazeni vlivu 8-hydroxycholinu na rist A. castellanii
Poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace pro 8-hydroxycholin bez pfidani médi (- Cu) je
12,4 uM. S pridanou médi ve formé 50 uM CuSOs (+ Cu) je hodnota ICsy 4,86 uM.

5.3.2. PyS (pyrithion sulfid)
Stejné jako v predchozim pokusu v kapitole 5.3.1. byly ziskané vysledky zpracovany do kiivky

popisujici efekt pyrithion sulfidu na rist A. castellanii (Obr. 15). Samotné uziti pyrithion sulfidu

bylo piekvapiveé velmi neucinné proti A. castellanii. Hodnota ICs ziskana v programu GraphPad
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byla 123,10 uM. Pridavek 50 uM médi k pyrithion sulfidu naopak snizilo polovi¢ni maximalni

inhibi¢ni koncentrace velmi vyrazné, a to na 3,83 pM.
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Obrazek ¢. 15 — Zobrazeni vysledkii méreni A. castellanii kultivované s pyrithion sulfidem
Polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) pyrithion sulfidu je 123,10 uM (- Cu).
S ptidavkem 50 uM médi (+ Cu) je 1Cso vyrazné sniZzena na 3,83 pM.

5.3.3. DSF (disulfiram)

Stejnym zpisobem jako v kapitole 5.3.1. byly ziskény a zpracovany vysledky pro urc¢eni ICso pro
disulfiram. V obou ptfipadech bylo pouziti disulfiramu netc¢inné a hodnoty ICso vzdy ptesahovaly
25 uM (Obr. 16). Pokus byl opakovan nékolikrat, aby bylo vyvraceno, ze dochézi k systematické
chybé.
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Obrazek €. 16 - Zobrazeni vysledka méieni A. castellanii kultivované s disulfiramem
Hodnoty ICso pro disulfiram piekrocily s médi i bez hodnotu 25 pM.

5.4. Obsah médi v A. castellanii v zavislosti na kultiva¢nich
podminkach

Pomoci metody ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem) bylo uréeno
mnozstvi meédi v dehydratovaném vzorku A. castellanii. Biologické triplikaty byly kultivovany
72 hodin v nadbytku médi (250 uM CuSOs, 500 uM CuSOs) a v nedostatku médi s vyuzitim
chelatoru meédi (25 uM BCS, 250 uM BCS). Vysledny obsah médi v téchto vzorcich byl porovnan
s kontrolni kulturou A. castellanii, ktera byla kultivovana v 5 uM CuSOs (Obr. 16). Vysledek byl
zpracovan v GraphPadu. Statistika byla vypracovana pomoci testu ANOVA a nésledné pomoci
Dunnetova testu, kdy doslo k porovnéni jednotlivych vzorki s kontrolou. Hodnoty p zobrazené
vobr. 17 tedy popisuji porovnani s kontrolou (5 pM CuSOs). Pfi vyssi koncentraci médi
v kultivaénim médiu (250 pM CuSOs, 500 uM CuSOs) ma A. castellanii nasobné vyssi obsah
meédi uvnité bunky. Naopak pti nedostatku médi (25 pM BCS, 250 uM BCS) je obsah médi

v A. castellanii vyrazng nizZsi.
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Obrazek €. 17 — Obsah médi v susiné A. castellanii v zavislosti na kultiva¢nich podminkach
(BCS = bathocuproin disulfonat, Cu = méd v kultivacnim médiu ve form& CuSOs)
Vysledky hmotnostni spektrometrie (ICP-MS) v jednotlivych kultivacnich podminkach (udavany
v uM). Vyhodnoceni probéhlo pomoci testu ANOVA a Dunnetova testu, kdy byly jednotlivé
kultivacni podminky porovnany s kontrolou (5 uM CuSOy).

5.5. q-PCR

Pro popsédni zmén exprese pienaSecii médi (Ctr, Ctr-like a ATPaza P-typu) v zévislosti
na kultivanich podminkach bylo zvoleno vyuziti qPCR. Pro experiment byly pouzity
A. castellanii kultivované v médiu s pfidavkem 5 pM médi (ve formé CuSOs) jako kontrola.
Pro pozorovani zmény exprese pienaSect ve snizené koncentraci médi bylo do média pridano
250 uM BCS, a ve zvySené 250 uM CuSOs. Vyslednd zachycena fluorescence byla
normalizovana, od primeéru triplikatu byl odecten prumér aktinu a vysledky zachycuje graf
(Obr. 18) a zaroven byla vypocitana nasobna zmeéna exprese (fold change) (Tabulka ¢. 19).
Vysledna data byla statisticky vyhodnocena pomoci jednostranného testu ANOVA a vysledek byl
nesignifikantni. Zavérem je, Ze exprese jednotlivych genti v nadbytku ani nedostatku médi nebyla

zmeénéna.
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Obrazek ¢. 18 — Exprese jednotlivych studovanych gent v A. castellanii v zavislosti na
dostupnosti médi v kultivaénim médiu

(BCS = bathocuproin sulfonat, chelator médi, Cu = méd’ v kultivaénim médiu, ve formé CuSOs)
Graf znazornuje expresi jednotlivych gend v odlisSnych kultiva¢nich podminkach. 5 pM méd’

v kultivaénim médiu slouzi jako kontrola.

Tabulka €. 19 — Porovnani zmén exprese prenasect médi v zavislosti na dostupnosti médi

vyjadienych jako nasobek exprese (fold change)

jednotlivé geny | fold change 250 uM Cu oproti fold change 250 uM BCS oproti
kontrole kontrole
Ctr 1,28 1 1,18 1
Ctr-like 1,03 1 1,421
ATPaza P-typu 0,99 | 1,111
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6. Diskuze

Med’ patii mezi esencialni prvky a diky své redoxni aktivité se stala dilezitym komponentem
metabolismu vét§iny organismil. Je zabudovana do enzymi podilejicich se na oxidaci, dismutaci
¢i zisku energie (Culotta et al., 1997; Horn & Barrientos, 2008). Zaroven je to toxicky prvek,
se kterym musi kazdy organismus precizn€¢ manipulovat, aby nedoslo k jeho negativnimu
pusobeni. Méd’ v bunice dokaze narusit Fe-S klastry pii jejich vzniku a zaroven mize dojit
k nespecifické vazbé médi na riizné proteiny, coz vyusti v jejich dysfunkci a agregaci (Macomber
& Imlay, 2009). V takovém ptipadé dochazi k bunééné smrti, ktera se 1isi od ostatnich typl a byva

neékdy oznacovana jako ,,cuproptdza® (Tsvetkov et al., 2022).

Tato prace se zabyvala zhodnocenim vysledkli v oblasti metabolismu médi u Acanthamoeba
castellanii. Celkové vychézi ze znalosti a metod pouzitych pro vyzkum metabolismu médi
u Naegleria fowleri, ackoliv jsou tyto amfizoické améby evolu¢né odlisné (Grechnikova et al.,
2020; Zeniskova et al., 2022). Je viak nutné zminit, Ze obé améby Ziji v obdobnych podminkach
a v lidském organismu maji podobné nezvratné patogenni piasobeni. Nejbliz§im evolucné
pribuznym modelovym organismem A. castellanii je Dictyostelium discoideum, ve kterém byla
ATPaza zapojena do metabolismu médi jiz popsana a z téchto poznatkll bylo také vychazeno

(Burlando et al., 2002).

Volné zijici amfizoické améby najdeme v piidé, vod€ i ve vzduchu, kde panuji pokazdé jiné
podminky (Visvesvara et al., 2007). Zaroven dokazi ptezit i uvniti lidského organismu, kde je
navic béhem pocatku infekce vyssi koncentrace médi v séru (Moreno et al., 1998). Moznosti pro
tyto améby je tvorba cyst, které jim umozni pieckat nepiiznivé podminky a zachovat si
zivotaschopnost i virulenci (Mazur et al., 1995). Kviili tomu se jedna o velmi zajimavou skupinou
parazitil, ktera pro své prezivani potiebuje mechanismy pro rychlou a efektivni adaptaci na

konkrétni prostiedi.

Vyhledavani genti pro potencialni prenasec¢e médi v genomu A. castellanii i u jinych organismt
vychazi z dosavadnich poznatkil, ze prenasece medi sdili strukturni podobnosti. Pievazné se
jedna o aminokyselinovy méd-vazebny motiv CxxC, né€kdy MxCxxC, ktery se Ccasto
v ATPazach ptendsejicich méd’ opakuje né€kolikandsobn¢ (Badarau & Dennison, 2011;
Voskoboinik et al., 1999; Zhou et al., 2008). Pro hledani proteint byl pouzit program BlastP,
kdy byla v genomu A. castellanii hledana obdoba CCC2, Ctrl a Ctr3 ze S. cerevisiae
(https://amoebadb.org/amoeba/app/). Nasledn€ byly vybrané geny dale zkoumany, jestli sdili

sekvencni podobnost sjiz identifikovanymi geny zdalSich organismi, pfevazné
s D. discoideum. Jelikoz se méd transportujici ATPazy i transportéry Ctr nachazi vzdy

v membranach, pro lepsi zhodnoceni vybraného genu byl pouzit program pro predikci
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transmembranovych domén ze sekvence proteinu (https:/dtu.biolib.com/DeepTMHMM)
(Lutsenko & Petris, 2003).

Vybrand domnéla ATPaza P-typu, kddovana genem ACA1 111080, byla s vyuzitim funkéni
komplementace S. cerevisiae uréena jako pienase¢ meédi. Lokalizace tohoto proteinu
v A. castellanii neptinesla jednoznacné vysledky, takze nemame dalsi informace pro vyvozeni
presné funkce tohoto pienasece. ATPaza P-typu (NfCu-ATPase) byla popsana u N. fowleri, kde
ma detoxifikani funkci, zatimco ATPaza CCC2 u S. cerevisiae ma roli v transportu iontl
do Golgiho aparatu (Fu et al., 1995; Grechnikova et al., 2020). Je mozné, Ze tato ATPaza
u A. castellanii bude fungovat obdobné jako CCC2. V nepublikovanych proteomickych datech,
které zpracovava M. Grechnikova, Ph.D., bylo patrné, Ze ma tato ATPaza P-typu zvySenou
hladinu pti nedostatku médi (pii pouziti 100 uM BCS), takze je regulovana dostupnosti médi
v médiu . Tato domnénka ale nejde potvrdit, dokud nebude znama presna lokalizace této ATPazy
a nebude vytvofeny mutantni kmen A. castellanii bez této ATPazy nebo alespon s jeji snizenou

expresi.

Nésledné stejnou metodikou bylo potvrzeno, Zze A. castellanii kéduje genem ACA1 289610
prenase¢ médi a jeho funkce je homologickd k prenasecim Ctrl/3 ze S. cerevisiae,

jelikoz mutantnimu kmenu A Ctrl/3 S. cerevisiae umoznil ptezit v selekénich podminkach.

Lokalizace tohoto proteinti in vivo byla v A. castellanii nejasna. NemiZzeme urcit, zda dochazi
ke spravnému skladani studovaného proteinu vlivem piidaného GFP a nasledn¢ jeho lokalizaci
na spravné misto v buiice. Navic zatim neexistuje ucinny sytém pro genovy knockout
nebo knockdown v A. castellanii, ktery by umoznil funkce téchto prenasSecti medi definitivné
identifikovat. Pokracovani vyzkumu téchto pfenasect se zamétuje prave na zavedeni efektivniho
systému pro genovy knockout a knockdown v A. castellanii a vytvotreni markert pro jednotlivé

organely.

Pro evaluaci toxického ptisobeni médi na A. castellanii byly zvoleny rustové kiivky pii kultivaci
s n¢kolika odlisnymi koncentracemi médi a jejiho chelatoru (BCS) v médiu. Pfi koncentraci
500 uM CuSO4 bylo zpomaleni ristu améb po 72 hodinach pfiblizné o 50 %. Ukazuje se,
ze A. castellanii je viuci médi odolngjsi nez naptiklad L. major, jejiz rust byl inhibovan uz pti
50 uM CuSOs (Paul et al., 2022). Naopak N. fowleri je odoIné&jsi a jeji rust je zpomalen o 50 %
(ICs0) pti koncentraci 1,6 mM CuSO4(Grechnikova et al., 2020).

KdyZ k tomu ptihlédneme na vysledky z analyzy ICP-MS, kdy byla A. castellanii vystavena
vys$$im koncentracim extracelularni meédi, vidime kumulaci médi ve vnitfnim prostedi buiky.
Pii kultivaci buné€k ve stejné koncentraci, kdy nastala inhibice ristu (500 uM CuSOQy), je hmotnost
meédi v susiné bunék priblizné 4x vétsi nez v kontrole. Neni jasné, zda jsou ionty medi v buiice

voln¢ a plsobi toxicky, nebo zda jsou vazané v proteinech. Je ale velmi pravdépodobné,
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vychdzime-li z pozorovani ristovych kiivek, ze pii této koncentraci extraceluldrni médi dochazi
k toxickym dtsledkim a Ze A. castellanii neni schopné se s vyssi koncentraci médi v médiu
vyporadat. Ackoliv N. fowleri dokdze rist i ve vyssich koncentracich médi nez A. castellanii,
ukazuje se, ze kumulace médi ve vnitinim prostiedi N. fowleri je pfiblizné 10x vyssi (Grechnikova
et al., 2020). A. castellanii tedy pravdépodobné dokaze efektivnéji regulovat pifijem nebo

vylu€ovani nadbytecnych iontl medi, ale je citlivéjsi k mnozstvi tohoto iontu v buiice.

Detoxifikaéni systém nebyl u A. castellanii popsan a neni jasné, zda dokaze vyuzit
identifikovanou ATPazu P-typu pro detoxifikaci médi, tak jako to dokazi naptiklad lidské bunky
pomoci ATP7A (Petris & Mercer, 1999). Jak bylo uvedeno vyse, pfedpokladanou detoxifika¢ni
funkci m& ATPaza P-typuu N. fowleri (Grechnikova et al., 2020), ale také naptiklad u Aspergillus
fumigatus (Wiemann et al., 2017). Na rozdil od toho vsak CCC2 v S. cerevisiae slouzi jako
prenase¢ meédi z cytosolu do Golgiho aparatu (Fu et al., 1995). DileZitou roli pro detoxifikaci
kovli ma skupina latek zvana metalothioneiny, tyto cytosolické proteiny bohaté na cystein na sebe
vazi volné ionty médi (Cu’) a tim zabrani jejich toxicité. Metalothioneiny byly popsany
u S. cerevisiae a jejich exprese je ovlivnéna mnozstvim medi v buiice (Butt et al., 1984; Karin et
al., 1984). Tyto proteiny byly popsany i u Trypanosoma cruzi, ale nebyla potvrzena jejich funkce
v detoxifikaci médi (Maya et al., 2004). U jinych paraziti zatim popsany nebyly a bylo by

pfinosné zjistit, jestli je najdeme v genomu 4. castellanii.

Prekvapiva mohou byt ziskana data z analyzy pomoci qPCR, ktera byla pouzita, abychom zjistili,
jestli je exprese téchto prenasecii ovlivnéna mnozstvim medi v bunice. V mnoha organismech tato
regulace exprese probiha. Casto je ve vy$si intracelularni koncentraci médi vice exprimovana
ATPaza P-typu. Toto bylo potvrzeno u N. fowleri (Grechnikova et al., 2020), Candida albicans
(Mackie et al., 2016) nebo u Escherichia coli (Rensing et al., 2000). Saccharomyces cerevisiae
v nedostatku médi zvysi expresi prenaSece Ctrl (Kommuguri et al., 2012). V A. castellanii se ale
exprese jednotlivych prenaseci médi nezmeénila v nadbytku aninedostatku médi.
Z nepublikovanych proteomickych dat vyplyva, Ze je mozné, Ze regulace této ATPazy neprobiha
na Urovni exprese ale spise posttranslacné. Hladina Ctr nebyla zménéna ani v této proteomické

analyze.

Lécba parazitarnich onemocnéni je vét§inou velmi obtizna. Tyto organismy jsou eukaryotické,
takze je obtizné vyvinout antiparazitika s nizkou toxicitou pro hostitele. Navic paraziti musi byt
schopni se adaptovat na rychlou zménu okolniho prostfedi, vétSinou pii pfechodu z vektoru
do hostitele nebo jako A. castellanii z vnéjsiho prostiedi do ¢loveéka. Parazité k tomu pouzivaji
rozli¢éné prostiedky, od existence rtznych Zzivotnich stadii po mechanismy, které nakonec
umoznuji vznik rezistence vic¢i uzivanym lé¢ivim. Proto je potad silny tlak na vyzkum novych

1€¢iv pro parazitdrni onemocnéni. Velmi zajimavym pfistupem poslednich let je testovani jiz
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uzivanych a patentovanych 1éCiv a latek pro nové ucely. Méd’naté ionofory jsou jedny z nich.
Tyto latky jsou schopné pienéset ionty médi do vnitiniho prostiedi buiiky. Nékteré z nich jsou
ucinné i samostatné, ale jejich ucinek je efektivnéjsi v pritomnosti meédi. Nové se ukazuje Ze jejich
uziti mize ptinést vysledky dokonce i ve vyzkumu nadorovych onemocnéni (Ji et al., 2012; Y. Li
et al., 2020; Song et al., 2015). Na experimentech s 4. castellanii se ukazuje potencidlni vyuziti
ionoford 8-hydroxycholinu (8HQ) a pyrithion sulfidu (PyS). Ty vychazeji z piedchoziho
uspésného testovani ionoforti u Cryptococcus neoformans (Helsel et al., 2017). Vyuziti ionoforti
spolecné s médi ukdzalo efektivni inhibici ristu A. castellanii, které bylo pozorovano i v ptipadé
N. fowleri (Grechnikova et al., 2020). N. fowleri je vSak vice citliva vici témto ionoforim a ICso
pro 8HQ s médi byla pfiblizn€ dvakrat nizs8i, nez je tomu u 4. castellanii a ICso pro PyS ptiblizné
4x niz§i. Zajimavym rozdilem mezi témito parazity je uziti disulfiramu. Tento ionofor byl
u N. fowleri vysoce u¢inny, u 4. castellanii nemél téméer zadny efekt a neni viibec jasné proc. Pies
opakovani pokusu jsme vzdy dosli ke stejnému vysledku. I tak by ale tyto nebo jiné ionofory
mohly oteviit novou cestu v IéCbé parazitdrnich onemocnéni vcetné téch zplsobenych

A. castellanii.
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7. Zavér

Metabolismus médi u Acanthamoeba castellanii i dalSich organismi je velmi presné
koordinovany proces udrzovani iontit médi v dostatecné nizké koncentraci, aby nedoslo

k toxickym projeviim tohoto prvku. V této praci byly identifikovany dva pfenasSece médi na
zéklade funkéni komplementace. ATPaza P-typu a prenase¢ médi Ctr jsou funkéné homologické
ke svym protéjskiim CCC2 a Ctrl/3 v Saccharomyces cerevisiae. UrCeni bunééné lokalizace
ATPazy P-typu ani Ctr nebylo tispésné a bude vyzadovat dalsi postupy v budoucnu. Exprese
téchto prenasecii nebyla zménéna vlivem zvySeni ¢i snizeni dostupnosti médi v kultivanim

médiu.

Dalsi ¢ast prace se zabyvala popisem toho, jak A. castellanii pieziva v podminkach s nadbytkem
extracelularni médi. Stejné jako je tomu i v jinych organismech, bylo ukazano, ze vyssi
koncentrace médi inhibuje rust A. castellanii a plisobi toxicky. I pfes efektivni vylucovani
nadbytecnych iontd médi dochazi k jeji intracelularni kumulaci, vici které je 4. castellanii

citliva.

Dale bylo zjisténo, jak na A. castellanii pisobi méd’naté ionofory a jestli je mozné tyto latky
vyuzit pro pfipadnou 1é¢bu. Znacnou vyhodou je, Ze ionofory jako disulfiram a pyrithion sulfid
patii mezi schvalené a uzivané latky, které diky svym vlastnostem nabizi dal$i moznosti vyuziti.
Princip jejich plsobeni spociva v tom, Ze prenasi ionty médi do vnitiniho prostredi buiiky,

které nasledné vyvolaji bunéénou smrt. V této praci se podaftilo prokazat, ze 8-hydroxychinolin
a pyrithion sulfid i¢inné inhibuji rist A. castellanii. Tyto poznatky by mohly pfinést novy smér

v 1é¢be onemocnéni zpltisobenych timto parazitem.
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8. Seznam zkratek

BCS bathocuproin disulfonat

BPS bathofenantrolin disulfonat

PCR polymerdzova fetézova reakce

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
GFP zeleny fluorescencni protein

MBD  doména pro vazbu kovii

ROS reaktivni formy kysliku

TGN  trans-golgi network

CNS centralni nervova soustava

GAE granulomatézni amébova encefalitida

Ctr copper transporter, pfenase¢ medi

CCO cytochrom c oxidaza

CCC2 Ca*'sensitive cross complementer 2, mé&d’ transportujici ATPaza P-typu v S. cerevisiae
8-HQ  8-hydroxychinolin, méd’naty ionofor

DSF disulfiram, méd’naty ionofor

PyS pyrithion sulfid, méd’naty ionofor

8-HQ  8-hydroxychinolin, méd’naty ionofor
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