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Abstrakt

Ionty Zeleza jsou esencialni soucasti spravné funkce mnoha bunécnych déju. Jejich utilizace je
bunkou striktné regulovana, a naruseni téchto procesti vede az k mozné destrukci bunky. lonty
zeleza se v organismech nevyskytuji volng, ale jsou vzdy vazany na proteiny uréené k jejich
uskladnéni a transportu nebo jako soucdst katalytickych center enzymii. Transport iontil Zeleza
do bunky a mezi jednotlivymi bunéénymi kompartmenty je zésadni pro spravné fungovani
buiiky. V nedavné dob¢ byl popsan mitochondrialni prenase¢ iontl zeleza u kvasinky, ktery je
nezbytny pro syntézu zelezosirnych center vyuzivanych jako koenzymy. V této praci je
zkoumana lokalizace a funkce homologu tohoto pfenasece u parazitického organismu
Trypanosoma brucei, ktery zptisobuje onemocnéni africka trypanosomidza, znamé jako spava
nemoc. Tento parazit je zcela zavisly na pfijmu iontl Zeleza ze svého hostitele, a proto je

utilizace iontl Zeleza zkoumana jako potenciondlni cil pro mozny terapeuticky zasah.

Tato prace je zaméfena na charakterizaci proteinu Mcpl7, u kterého se predpoklada, ze se podili
na prenosu iontl zeleza do mitochondrie T. brucei. Pomoci exprese znaceného Mcpl7 byla
potvrzena mitochondrialni lokalizace proteinu u T. brucei. Métenim aktivit vybranych enzymu
bylo zjisténo, ze buiiky s inhibovanou expresi genu mcpl7 vykazovaly vyznamné snizenou

aktivitu enzymu obsahujicich zelezosirné centrum jako kofaktor.

Kli¢ova slova: Trypanosoma brucei, metabolismus, ionty Zeleza



Abstract

Iron ions are essential components of numerous cell processes. Their utilisation is strictly
regulated, since any impairment can have devastating effect on the cell. In living organisms,
iron ions are bound to proteins, for storage, transportation, or as a vital part of catalytic centers
of enzymes. Transportation of iron ions between different compartments is important for the
correct function of the cell. It was recently shown on yeast, how a mitochondrial transporter of
iron ions is essential for the synthesis of iron-sulfur clusters of enzymes. This work aims to
describe the localization and function of a homologous protein of a parasitical organism
Trypanosoma brucei, which causes African trypanosomiasis, also known as sleeping sickness.
This parasite is entirely dependent on uptake of iron ions from its host and therefore the

utilization of iron ions is studied as a potential therapeutic target.

This work is focused on the characterization of protein Mcpl17, which is assumed to function as
a transporter of iron ions into the mitochondria of T. brucei. Utilizing expression of marked
Mcpl7, the transporter was confirmed to be localized on the mitochondrial membrane of the
cell. Measuring of enzyme activity of selected enzymes indicated that cells with inhibited
expression of the gene mcpl7 exhibited significantly decreased enzyme activities of enzymes
that contained iron-sulfur cluster as a co-factor.

(In Czech)

Keywords: Trypanosoma brucei, metabolism, iron ions
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Seznam pouzitych zkratek

1,3 BPGA

3-PGA
AA
ADP
AKO
AMP
AOX
ApolL1
Atm
ATP
BCA

BSA

CIA

CNS
CoA
DAPI
DCPIP
DHAP
EDTA
F-6-P

FAD

1,3-bifosfoglycerat

3-fosfoglycerat

aminokyselina

adenosindifosfat

akonitasa

adenosinmonofosfat

alternativni oxidasa

apolipoprotein L1

mitochondrialni ABC transportér ATM
adenosintrifosfat

metoda pro stanoveni mnozstvi proteind ,,Bicinchroninic acid kit
bovinni sérovy albumin

cytosolicka draha skladani proteind obsahujicich Zelezosirna centra ,,cytosolic iron-

sulfur cluster assembly“

centralni nervova soustava
koenzym A
4,6-diamidin-2-fenylindol
2,6-Dichlorofenolindofenol
dihydroxyaceton fosfat

kyselina ethylendiamintetraoctova
fruktosa-6-fosfat

flavinadenindinukleotid, oxidovana forma



FADH2
FBP
FBS
FdR
FdxA
FUM
G-3-P
G-6-P
Gly-3-P
HAT
HBSS
HDL
HEPES
HpHbR
Hpr
Hsp70

IRP-1

ISC

IscU
LDH
mcpl7

Mcpl7

flavinadenindinukleotid, redukovana forma
fruktosa-1,6-bisfosfat

fetalni bovinni sérum

NADH ferredoxin reduktdza

ferredoxin A

fumarasa

glyceraldehyd-3-fosfat

glukosa-6-fosfat

glycerol-3-fosfat

lidska africka trypanosomiaza ,,Human African Trypanosomiasis*
fyziologicky roztok soli ,,Hank's balanced salt solution*
vysokodenzni lipoprotein ,,High Density Lipoprotein*
kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonova
haptoglobin-hemoglobinovy receptor

hemoglobin vézajici protein ,,haptoglobin related protein"
chaperon ,,heat shock protein®

regula¢ni protein iontti Zeleza ,,Iron regulatory protein-1*

mitochondrialni draha skladani proteini obsahujicich Zelezosirna

,Mitochondrial iron-sulfur cluster assembly*

enzym skladajici zelezosirna centra ,,iron-sulfur cluster assembly enzyme*
laktatdehydrogenasa

gen kodujici protein Mcp17

mitochondrialni transportni protein ,,Mitochondrial carrier protein‘

centra



MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma

NADH nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma

Narl a Cial pienasece Zelezosirnych center

Nbp35-Cfdl molekularni leSeni skladby Zelezosirnych center v cytosolu
OA 2-oxokyselina

PBS fosfatovy pufr ,,phosphate-buffered saline*

PEP fosfoenolpyruvat

Pi anorganicky fosfat

PPi anorganicky difosfat

PYK pyruvatkinasa

SDH sukcinatdehydrogenasa

SDM-79 rastové médium

SHE sacharosa-HEPES-EDTA

SucCoA sukcinyl koenzym A

TbHrg hemovy transportér T.brucei ,,T. brucei heme-responsive gene protein*
TDH threonindehydrogenasa

TfR transferinovy receptor

TLF trypanosomalni lyticky faktor

VSG variabilni povrchovy glykoprotein ,,variable surface glycoprotein®



1. Teoreticky uvod

1.1 Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei je jednobuné¢ny eukaryoticky organismus spadajici do fadu
Trypanosomatida. Obdobné jako dalsi zastupci tohoto rodu se jedna o obligatniho endoparazita,
jehoz zivotni cyklus je zcela vazany na sav¢iho a hmyziho hostitele, v kterych probiha jeho
vyvoj i mnozeni. T. brucei zplsobuje u zvifat onemocnéni nazyvané ,zvifeci africka
trypanosomiaza“, zndmé pod ndzvem nagana. Vyskytuje se ptfedev§im u dobytka, zndmé jsou
vSak rozs$ifené nakazy 1 velbloudi, koz nebo pst. Oblast vyskytu tohoto parazita je blizce spjata
s rozSifenim jeho hlavniho pfenaSece, zastupcu rodu Glossina, znamych také pod nazvem
,moucha tse-tse“ [1]. Africkd trypanosomiaza se vyskytuje piedev§im v oblasti tzv.
»glosinového pasu®. To je oblast lezici z velké ¢asti v centralni Africe, zasahujici 1 do vychodni

a zapadni Afriky.

Existuji tfi poddruhy T. brucei: T. brucei brucei, T. brucei rhodesiense a T. brucei gambiense.
Zatimco T. b. brucei zpasobuje trypanosomiazu u zvitat, T. b. rhodesiense a T. b. gambiense
vyvolavaji také trypanosomiazu u ¢loveéka, onemocnéni zndmé pod nazvem ,,spavd nemoc*

nebo HAT. Onemocnéni mize probihat n¢kolik let a bez odpovidajici 1€cby je smrtelné [2] [3].

T. b. brucei se vyskytuje ve vychodni i zapadni ¢asti Afriky. Pfenasena je podrodem lesnich
glosin, které se vyskytuji v zalesnénych zapadnich oblastech Afriky. Zptsobuje africkou zviteci

trypanosomiazu.

T. b. gambiense se vyskytuje zejména v zapadni Casti Afriky, pobliz vodnich zdroju, kde je
prenaSena ficnim podrodem mouchy tse-tse. Zpiisobuje zapadoafrickou, neboli chronickou,
spavou nemoc. Hlavni hostitel je ¢lovek, dokaze vsak také napadnout dal$i savce, zejména

domaci zvifata.

T. b. rhodesiense se vyskytuje ve vychodni ¢asti Afriky, v oblastech savan. Je pfenasena
savanovym podrodem mouchy tse-tse, které saji pfevazné na velkych zvifatech (antilopy,

buvoli). U ¢lovéka zpusobuje oportunni nakazou akutni formu africké trypanosomiazy [3].
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I pfes to, ze jsou oba poddruhy morfologicky nerozeznatelné, onemocnéni vyvolané T. b.
gambiense a T. b. rhodesiense ma jiny prabéh [4]. T. b. gambiense zpusobuje typicky
trypanosomalni Sankr, coz je typicky lokélni zanét v misté priniku parazita do téla, nasleduje
zvétSeni uzlin béhem nekolika tydnl po nakaze. Po nékolika mésicich az letech nasleduje invaze
do mozkomis$niho moku, kterd se projevuje typickymi ptiznaky silnych bolesti hlavy a poruchou
spankového rytmu. Invaze centrdlniho nervového systému (CNS) parazitem vede
ke komat6znim staviim a bez 1é€by mize skoncit smrti pacienta. Nakaza T. b. rhodesiense je
gambiense, ale béhem nékolika tydni se parazit rapidné rozsiti po téle, coz zpisobuje hore¢naté
stavy, bolesti hlavy, zdufeni miznich uzlin a potencionalné fatalni otoky srdce a plic. Nasledna

invaze CNS zpusobuje koma a smrt [3].
1.1.1 Zdravotnicky a ekonomicky vyznam

Na ¢loveéka ma ze zdravotnického hlediska T. brucei brucei zanedbatelny zdravotnicky vyznam,
protoze se v lidském séru nachézi trypanosomalni lyticky faktor (TLF, ,trypanosome lytic
factor®), ktery poskytuje ¢lovéku vrozenou imunitu [5]. TLF jsou ¢astice lipoproteint s Vysokou
hustotou (HDL, tzv. high density lipoproteins), obsahujici apolipoprotein L1 (ApoLl) a
hemoglobin vazajici protein (Hpr, haptoglobin related protein) [6]. Faktor TLF-1 je v krvi
parazitem endocytovan skrz receptor HpHbR na flagelarni kapse (stejny receptor jako pro
piijem hemoglobin-haptoglobinového komplexu viz obrazek 5, str. 18) a pfesouva se do
lyzosomu [7]. Postupna akumulace a nasledné okyseleni vede k tvorbé otvorti v lyzosomech a
uvolnéni vlastnich hydrolytickych enzymu trypanosomy, které parazita usmrti [8]. Poddruhy T.
b. rhodesiense, a T. b. gambiense selektivné neendocytuji TLF-1, ¢imz se stavaji vuci lidskému

séru resistentni a jsou schopné nakazit ¢lovéka [9].

Africkd zvifeci trypanosomidza postihuje divokd i domaci zvifata. V rozvojovych zemich
Afriky pacha velké hospodarské Skody, protoze u dobytka vyvolava nemoc, zptisobujici celkové
oslabeni organismu a ve vétSiné ptipadui je smrtelna [10]. Pfenos mezi jednotlivci ve stadech je
prakticky nevyhnutelny, moucha tse-tse infikuje vic kusii dobytka, z kterych se zaroven infikuji

dalsi pfenaseci.
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Lécba zvitat je mozn4, je vSak financné ndkladna a nedokonala, 1é¢ené zvite miize mit dozivotni
nasledky ve form¢ chudokrevnosti a ztraty télesné hmotnosti, ¢imz se stdva hospodaisky
vétsinou dale nevyuzitelné. Jako u mnoha parazitarnich onemocnéni, nejsou k dispozici

dostate¢né finan¢ni zdroje na efektivni boj proti zviteci africké trypanosomiaze [11].
1.1.2 Antigenni variabilita

Jednou z vyznaénych vlastnosti africkych trypanosom je jejich schopnost zménit svoje
povrchové antigeny. Povrch bunek T. brucei je pokryt tlustou vrstvou glykoproteint,
nazyvanych variabilni povrchové glykoproteiny (VSG, ,,variant surface glycoprotein®). Ty
v krvi savce funguji jako antigeny pro hostitelské protilatky. Zatimco imunitni systém hostitele
rozpozna, napadne a zlikviduje vSechny bunky parazita s majoritnim druhem antigenu, ¢ast
parazitl s minoritnim druhem povrchového glykoproteinu unikne imunitni odpovédi a miiZe se
znovu mnozit, dokud hostitel nevytvoii nové specifické protilatky. Zni¢ené bunky parazita i
imunitniho systému zpisobuji znacnou zatéZ pro organismus a jsou ve velké mife zodpovédné
za projevy ndkazy. Tento proces se neustile opakuje, dokud nedojde k selhdni imunitniho
systtmu a vycerpani hostitelského organismu [12]. Trypanosomy vyuzivaji unikatniho
mechanismu antigenni variability, kdy jsou geny VSG exprimovany pouze na jediném
expresnim misté vV genomu. Povrch buiiky je pokryt vzdy pouze jednim druhem VSG. Aktivace
exprese jiného VSG vede Kk naprosté zméné glykoproteinového povrchu buriky a tim k odliseni

antigenové stopy jedince [13].
1.1.3 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus T. brucei je vazin na dva hostitele. Vzhledem k podstatné odlisnosti
biologického prostiedi mezi savcem a mouchou tse-tse se musi tento parazit adaptovat na
rozdilné podminky svého momentéalniho hostitele. K mnozeni dochazi v hlavnim hostiteli 1

V prenaSeci, a to bindrnim délenim, jak je typické pro jednobunécné organismy.

Obrazek 1, str. 13 mapuje zivotni cyklus T. brucei. Zatimco v savci se nachazi tzv. krevni formy
(,,bloodstream® formy), v mouse tse-tse se vyskytuji morfologicky odlisné, tzv. ,,procyklické®,

formy [14].
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Metacyklicky trypomastigot
Krevni recisté
Slinna zlaza

Dlouha

/0’) »slender" forma
/ Pfilnuty ~
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/ (>3

Proventriculus Kratka
? | Lstumpy" forma
0/ Krevni recisté

\

/ Procyklicky trypomastigot

O

/\
0

Mesenteron

Obrazek 1, zivotni cyklus T. brucei. (CNS = centralni nervovy systém). Pfevzato a upraveno z [15].

Do savce pronikne parazit ve formé metacyklického trypomastigota béhem sani krve mouchou
tse-tse. Poté vstoupi do lymfatického systému, z kterého se dostane do krevniho feciste, kde
diferencuje do dlouhé, tzv. ,slender” formy. Ta se krvi a lymfatickym systémem dale rozsifi po
téle hostitele [15]. Béhem invazivni faze infekce dokaze parazit ptekonat hematoencefalickou
membranu a proniknout do centralni nervové soustavy [16]. Slender forma se dale diferencuje

na kratkou ,,stumpy* formu, ktera se ned¢li a je adaptovana na pieziti v pienaseci.

Zpét do hmyziho pienaSece vstupuje T. brucei opét béhem sani krve savce, kdy nasata krev
obsahuje mimo jin¢é i kratkou formu parazita. V mesenteronu hmyzu prob&hne diferenciace na
procyklického trypomastigota, ktery se opét mnozi bindrnim délenim. Nésledné se presune skrz
mesenteron az do slinnych zlaz. Zde nastane asymetrické déleni, kdy z jednoho procyklického
epimastigota vznikne jeden tzv. kratky a jeden tzv. dlouhy epimastigot, ktery se rozmnozuje.
Kratka forma parazita se pfichyti na epitel slinné Zlazy, kde se dale d€li a ukoncuje Zivotni
cyklus diferenciaci na infekéniho metacyklického trypomastigota. Pii sani se uvoliuje ze

slinnych zlaz a spolu se slinami pronika do savéiho hostitele [15] [17].
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1.1.4 Morfologie

Na obrazku 2 je zobrazena schematicka struktura bunky T. brucei. Neobvyklou zvlastnosti je
ptitomnost pouze jedné mitochondrie na buiiku. Trypanosoma ma undulujici membranu, coz je
¢ast cytoplasmatické membrany propojena s volnym bi¢ikem, jehoz poloha se méni v zavislosti

na stadiu vyvoje.

8 =\
O V\" ‘:
Q » 5205’0 =
i
S S — "

4 2 11 10

1. Nukleus 7. Lyzosom

2. Kinetoplast 8. Endozom

3. Flagelarni kapsa 9. Mitochondrie
4. Bazalni télisko 10. Cytoskelet

5. Axonema a paraflagelérni télisko 11. Glykosomy
6. Golgiho aparat

Obrazek 2, schematicka struktura bunky T. brucei, pfevzato a upraveno z [18]
1.1.4.1 Kinetoplast

Ttida Kinetoplastea (bi¢ivky), do které spadd i cely fad Trypanosomatida, se vyznacuje
pfedevs§im ptitomnosti kinetoplastu, coz je mitochondridlni usek, kde je nahromadéna DNA
Vv podobé konkatenovanych malych a velkych kruhovych molekul. Velké kruhové molekuly
DNA, tzv. ,maxikrouzky*, hraji podobnou roli jako mitochondridlni DNA jinych eukaryot,
koduji geny pro ribosomalni RNA a nékteré mitochondrialni proteiny [19]. Malé molekuly, tzv.
»~minikrouzky*, koduji malé iseky RNA, tzv. guide RNA, ktera slouzi k procesu RNA editace
maxikrouzku [19] [20].
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1.1.4.2 Organely energetického metabolismu

V hmyzim hostiteli, kde neni dostate¢né mnozstvi glukosy, je vyuzita mitochondrialni drdha
metabolismu. Burika obsahuje jedinou sit'ovité rozvétvenou mitochondrii, ktera zapliuje velkou
¢ast bunky a vyznacuje se systémem diskoidalnich krist [21]. Hlavni zdroj energie je v tomto
pfipad¢ pfeména aminokyselin. V krevni formé trypanosom je, z diivodu velké koncentrace
glukosy v prostiedi, glykolyza hlavni metabolicka draha [22]. Mitochondrie se zmensi a zaujima

tubularni formu téméf bez kryst [18]. Vyuzitelna energie je tvofena predevsim v glykosomech.

Glykosom je jednomembranova organela peroxisomalniho plivodu obsahujici prvnich Sest
glykolytickych enzymi. Zvlastni kompartmentalizace tohoto procesu je dana zvlaStnosti
enzymu hexokinasy a fosfofruktokinasy v tomto organismu, které nejsou zpétné regulované
svymi produkty. Izolaci téchto enzyml do glykosomu je tato drdha omezena a nehrozi

akumulace meziprodukti ani nadmérna spotieba ATP [23].
1.2 Energeticky metabolismus

V krvi sav¢iho hostitele probiha glykolyza v glykosomech, kde je glukosa metabolizovana na
1,3-bifosfoglycerat a dokoncena je v cytosolu, kde nasleduje pfeména na pyruvat, ktery je dale
vyuzivan napiiklad pro syntézu aminokyselin (viz obrazek 3, str. 16). Enzymy téchto procest

jsou pfitomné i u hmyzi formy parazita.

Ve stfevech hmyziho vektora neni glukosa pfitomna v dostate¢né koncentraci, proto vyuziva
T. brucei vhmyzi formé jako zdroj energie ptfedevS$im aminokyseliny threonin, prolin a
glutamin. Parazit je pfesto i v této formé schopen vyuzit dostupnosti glukosy a glykolyza muze

probihat podle schématu na obrazku 3, str. 16.

Krebsiv cyklus u hmyzi formy T. brucei neprobiha zcela jako cyklus. Na rozdil od pfemény
acetylkoenzymu A na oxid uhli¢ity u béznych mitochondrii, je acetylkoenzym A vyuzivan ke
zpracovani aminokyselin na koncovy produkt sukcinat a acetat, ktery je ¢aste¢né dale vyuzivany

k syntéze mastnych kyselin [24]. Schéma metabolismu je ukazano na obrazku 4, str. 17.
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které probihaji v zanedbatelné miie. Zkratky — AA, aminokyselina; 1,3BPGA, 1,3-bifosfoglycerat;
DHAP, dihydroxyaceton fosfat; F-6-P, fruktosa 6-fosfat; FBP, fruktosa 1,6-bisfosfat; G-3-P,

glyceraldehyd 3-fosfat; G-6-P, glukosa 6-fosfat; Gly-3-P, glycerol 3-fosfat; OA, 2-oxokyselina; PEP,
fosfoenolpyruvat; 3-PGA, 3-fosfoglycerat; Pi, anorganicky fosfat; PPi, anorganicky difosfat; SucCoA,

sukcinyl koenzym A. Enzymy: 1, hexokinasa: 2, glukosa-6-fosfat isomerasa; 3, fosfofruktokinasa; 4,

aldolasa; 5, triosafosatisomerasa; 6, glycerol-3-fosfatdehydrogenasa; 7, glycerolkinasa; 8,
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; 9, 10, fosfoglyceratkinasa; 11, fosfoglyceratmutasa; 12, enolasa;
13, pyruvatfosfatdikinasa; 14, fosfoenolpyruvatkarboxykinasa; 15, pyruvatkinasa; 16,

malatdehydrogenasa; 17, fumarasa; 18, fumaratreduktasa; 21, adenylatkinasa; 22, malatdehydrogenasa;

23, neznamy enzym; 24, alaninaminotransferasa. Pfevzato a upraveno z [25].

16



Pyruvit Citrat Malat p
P, o Malat

Malat |
Citrat Malat |

— Acetyl CuA 2 ammo -3-ketobutyrit.

Sukcinat ATP
CoA-SH Sukcinyl-CoA

1LE( at

ATP ADP H' R

Mitochondrie

Glycerol Dihydroxy- | . e
-3-fosfit  acetonfosfit *, o P Fassasansasenanane 8,

i A as orSu o CUSY IR LN T Lrey YR TR TaBLE

Glycerol Dihydroxy-
-3-fosfit  acetonfosfit

Obrazek 4, schéma metabolismu mitochondrie hmyzi formy T. brucei. Modie ohrani¢ené jsou
substraty, ¢erné ohrani¢ené jsou produkty. Carkované $ipky znazoriuji reakce, které probihaji
v zanedbatelné mire. Zkratky: AA, aminokyselina; Acetyl-CoA, acetylkoenzym A; AOX, alternativni
oxidasa; OA, 2-oxokyselina; P;, anorganicky fosfat. Cisla ozna¢uji enzymy: 1, threonindehydrogenasa;

2, Akonitasa; 3, Sukcinatdehydrogenasa; 4, fumarasa. Pievzato a upraveno z [26].
1.3 Prijem a utilizace iontu Zeleza T. brucei

Zelezo je vyznamny biogenni prvek, ktery hraje nenahraditelnou roli v organismu. Jeho
schopnost pfechodu mezi dvéma stabilnimi oxida¢nimi stavy ho ¢ini vyznamnym ucastnikem
mnoha oxida¢nich a redukénich procesii. Mezi nejmarkantnéj$i misto vyskytu tohoto kovu
Vv zivych organismech patii hemova skupina, kde figuruje v reverzibilni vazbé kysliku. Neméné
vyznamnou roli pak ionty Zeleza a jejich slouceniny hraji jako kofaktory riznych enzymu a jako
soucast zelezosirnych center, které figuruji v mnoha metabolickych procesech [27]. Nadbytek
iontl Zeleza je pro buiiku nebezpeény predevsim kvuli katalyze reakci vedoucich ke vzniku

volnych radikala.
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1.3.1 Pfijem ionti Zeleza

V sav¢im hostiteli se T. brucei vyskytuje pfedevsim v krvi, kde se nachazeji i proteiny figurujici
jako zdroje ionti zeleza. Jelikoz je zelezo jeden z prvkd nezbytné dilezitych pro zivot parazit,
organismus hostitele se snazi zabranit volné dostupnosti téchto latek, jako soucast obrany proti
patogenuim [27]. lonty Zeleza se proto v krvi nevyskytuji voln¢, ale v konjugaci s proteiny ve
form¢ laktoferinu nebo transferinu [28]. Pravé transferin savéiho hostitele vyuzivaji krevni
formy trypanosom jako zdroj volnych ionth Zeleza. K pfijmu dochazi receptory
zprostiedkovanou endocytézou ve flagelarni kapse (viz obrazek 2, str. 14) [29]. Nejprve se
transferin navaze na specificky transferinovy receptor (TfR) a dojde k endocytdéze pomoci
endosomtl. Uvolnéni transferinu a iontd Zeleza z TfR nastane pfi okyseleni endosomu béhem
jeho premény na lyzosom. Zatimco TfR je regenerovdn a nésledné transportovan zpét na
bunéénou membranu, transferin bez koenzymu, tzv. apotransferin, je proteolyticky degradovan
v lyzosomech [29] [30]. Uvolnéné ionty zeleza jsou pieneSeny do cytosolu vyuzitim

transportnich proteint [31]. Schéma procesu je zobrazeno na obrazku 5.
/ Cytosol Bunééna membréana vy B " 2 \
3 N v

|
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systém Mitochondri
\@ oganene @ & HpHb komplex
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T. brucei

\ Krevni Fecisté savce /

Obrazek 5, schéma piijmu iontl Zeleza a hemu T. brucei v savéim hostiteli. Transferin je navazan na

transferinovy receptor (TfR), endocytovan, a nasledné okyseleni endosomu vede k rozpadu komplexu a
uvolnéni iont zeleza. Ty jsou poté uvolnény do cytoplasmy skrz endo-lyzosomalni systém. Uvolnéné
TfR jsou buiikou znovu vyuzity. HpHb, haptoglobin-hemoglobin; TR, transferinovy receptor.

Pievzato a upraveno z [32]
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Ve hmyzim pienaseci probihd pfijem iontli Zeleza z okoli odliSnym zpiisobem nez v savéim
hostiteli. Diivodem je piedevsim neptitomnost savCiho transferinu a laktoferinu. Ty se zfejmé
vyskytuji pouze po velmi kratkou dobu po nasati savéi krve [32]. Alternativnim zdrojem se tedy
stdvaji ionty Zeleza navazané v komplexech, které se vyskytuji v mesenteronu a v sacim ustroji
hmyziho hostitele. Zpiisob piijmu iontd probiha tzv. redukénim zptisobem ve dvou fazich.
Nejprve jsou Zelezité ionty na povrchu buiiky enzymem Fe®'-chelatreduktasou (EC 1.16.1.

7) redukovany na Zeleznaté ionty a uvolnény z komplexu. Ve druhé fazi probiha jejich
transport skrz bunécnou membranu, do cytosolu parazita [33]. Schéma tohoto procesu je

zobrazeno na obrazku 6.

4

Fe'' — Fe*'

Fe?'

Fot* ¥e© Zelezité ionty
Fe'' Zeleznaté ionty
(J ThHrg

Hem

BRRYY 7
%zonteron hmyziho prenasece

Obrazek 6, schéma piijmu ionti Zeleza a hemu T. brucei ve hmyzim pienaseéi. Zelezité ionty jsou
nejdfive redukovany na Zeleznaté, nasledné probiha jejich transport v misté flagelarni kapsy do
cytosolu. Hem je pfijiman pomoci specifického prenasece. ThHrg, hemovy transportér ,,T. brucei

heme-responsive gene protein. Pfevzato a upraveno z [32]
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1.3.2 Hem

Hem je dtlezita soucast mnoha enzymit, které figuruji v klicovych bunéénych pochodech. U
trypanosomy je vyuzit pfedevS$im v cytochromech dychaciho fetézce [32]. Podstatou jeho
funkce je schopnost iontu zeleza, navazaného v pyrrolovych kruzich, piechazet mezi dvéma
oxida¢nimi stavy (Fe?* a Fe®") [34]. Na rozdil od vétsiny organismil zavislych na aerobni
respiraci postradaji trypanosomy enzymy nezbytné pro syntézu hemu de novo [35] a jsou
odkézany na hem ze svého okoli. Trypanosomy také nemaji enzym hemoxigenasu a tudiz

nedokazi hem ani §tépit a ziskat z né&j ionty zeleza [36].

V sav¢im hostiteli je hem dostupny ve formé haptoglobin-hemoglobinového komplexu [37].
Komplex se navaze na specificky receptor HpHbR (haptoglobin-hemoglobin receptor) ve
flagelarni kapse parazita a nasledné probiha endocytoza a okyseleni vzniklého vacku. To vede
K uvolnéni hemu z receptoru. Pomoci transportnich proteind je hem uvolnén do cytosolu [32].
Receptor je transportovan zpét do flagelarni kapsy. Schéma procesu je zobrazeno na obrazku 5,
str. 18.

V hmyzim pienaseci se haptoglobin-hemoglobinovy komplex nevyskytuje, proto v této fazi
receptor HpHbR trypanosoma postrada [38]. Pfijem volného hemu je zprostiedkovan
specifickym membranovym transportérem ThHrg (hemovy transportér T.brucei ,,T. brucei

heme-responsive gene protein™) [32]. Schéma procesu je zobrazeno na obrazku 6, str. 19.
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1.3.3 Zelezosirna centra

Zelezosirna centra jsou eukaryotickymi organismy vyuzivana jako kofaktory enzymi [39],
naptiklad sukcinatdehydrogenasy nebo fumarasy. Biosyntéza téchto proteind je v T. brucei
zavisla na homeostazi iontl Zeleza a probiha de novo v n¢kolika fazich. Asimilované ionty
zeleza jsou transportovany do mitochondrie proteinem Mcpl7 [40], kde probiha
mitochondrialni draha skladani Zzelezosirnych center (,,mitochondrial iron-sulfur cluster
assembly®, ISC). Tento mechanismus je soucasti biosyntézy vSech proteint s Zelezosirnym

kofaktorem, nachazejicich se v mitochondrii [32].

Proces je centralizovan na enzym skladajici zelezosirna centra (IscU, ,,Iron-Sulfur Cluster
Assembly Enzyme”), na ktery je ferredoxinem A (FdxA) dodan z NADH elektron. Cystein
desulfurasou (komplex Nfsl-Isd11) je desulfuraci cysteinu dodan ion siry. Vznikly zelezosirny
komplex je nasledné inkorporovan chaperonem (Hsp70, ,heat shock protein®) a dalSimi

podpirnymi proteiny do specifickych mitochondrialnich apoproteint [32].

Tvorba zelezosirnych center v cytosolu je zavisld na mitochondridlni ISC draze, na ktery
navazuje ISC exportni mechanismus (ISC export machinery) a cytosolicka draha skladani
proteint obsahujicich Zelezosirné centrum (CIA, ,,cytosolic iron-sulfur cluster assembly*). Tato
draha je potifebna pro maturaci proteini obsahujicich Zelezosirna centra piitomnych v cytosolu
a bunééném jadre [40]. Doposud neznama latka obsahujici siru je transportovana z mitochondrie
do cytosolu . Jedinym znamym pojitkem je transportér Atm. V cytosolu je z pfitomnych iont
Zeleza pomoci molekularniho leSeni (Nbp35-Cfdl) sestaveno Zelezosirné centrum, které je
pomoci pienasece Zelezosirnych center (Narl a Cial) inkorporovano do apoproteinu [32]. Je
zajimavé, ze 1 kdyz se v cytosolu nachazi v§echny potiebné slozky zelezosirnych proteind, jejich
syntéza je podminéna predchozim ISC mechanismem a ISC exportem. Cely proces je zobrazen

na obrazku 7, str. 22.
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Obrazek 7, schéma syntézy zelezosirnych center u T. brucei. A. ISC mechanismus: zeleznaté ionty jsou
importovany domnélym proteinem Mcpl17 do vnitiniho prostoru mitochondrie, kde jsou za pomoci
nékolika proteintl inkorporovany do apoenzymu (na obrazku demonstrovano vznikem Holo akonitasy)
B. ISC export: je zavisly na transportéru Atm, transportujici neznamy substrat obsahujici siru do
cytosolu. C. CIA mechanismus: dochazi k maturaci cytosolickych a jadernych proteinti. PferuSované
Sipky ptedstavuji domn¢lé souvislosti. FAR, NADH ferredoxin reduktaza; FdxA, ferredoxin A; Fxn
frataxin; Hsp70, chaperon ,,heat shock protein‘; IscU, enzym skladajici zelezosirna centra ,,iron-sulfur
cluster assembly enzyme®; Narl a Cial, pfenasece zelezosirnych center; komplex Nfsl-Isd11, cystein
desulfurasa; Nbp35-Cfd1, molekularnim leseni. Pievzato a upraveno z [32]
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1.4 Enzymy

1.4.1 Pyruvatkinasa EC 2.7.1.40

Pyruvatkinasa patfi do skupiny transferas. Nachazi se v cytosolu, kde katalyzuje reakci
glykolyzy (viz obrazek 3, str. 16):

fosfoenolpyruvat + ADP < pyruvat + ATP

Pyruvatkinasu lze stanovit méfenim spfazené reakce, kdy je pyruvat déale spotifebovavan

enzymem laktatdehydrogenasou (EC 1.1.1.27) za ubytku NADH+H", dle reakce:
pyruvat + NADH+H*™ < NAD* + L-laktat.
Ani jeden z téchto enzymil neobsahuje zelezosirné centrum jako kofaktor.

1.4.2 Threonindehydrogenasa EC 1.1.1.103

Threonindehydrogenasa patii do skupiny oxidoreduktas. Nachazi se v mitochondrii, kde

katalyzuje reakci metabolismu mitochondrie (viz obrazek 4 str. 17):
L-threonin + NAD* < 2-amino-3-oxobutyrdt + NADH+H*
Tento enzym neobsahuje Zelezosirné centrum jako kofaktor

1.4.3 Fumarasa EC 4.2.1.2

Fumarasa je enzym patfici do skupiny synthas. VétSina organismi exprimuji dvé isoformy
tohoto enzymu - mitochondrialni a cytosolickou. Existuji dvé tfidy fumaras —fumarasy I. téidy
(fumC), které jsou termolabilni, citlivé na kyslik a obsahuji zelezosirné centrum jako kofaktor,
a fumarasy II. tfidy, které jsou termostabilni a nezavislé na iontech zeleza. Ob¢ fumarasy T.

brucei spadaji do 1. tfidy a obsahuji zelezosirné centrum (FesSs) jako kofaktor [41].
Fumarasa katalyzuje v cytosolu i mitochondrii reakci (viz obrazek 3 str. 16 a obrazek 4 str. 17):

L-malat < fumarat + H20
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1.4.4 Akonitasa EC 4.2.1.3

Akonitasa je enzym patiici do skupiny synthas. V mitochondrii se ucastni Krebsova cyklu

katalyzou reakce (viz obrazek 4 str. 17):
citrdt < Cis-akonitdt < isocitrat

V cytosolu ma akonitasa regulacni funkci. V piipadé nedostatku iontli Zeleza ztraci zelezosirny
kofaktor. Takto vznikly apoprotein je oznacovan jako protein IRP-1 (iron regulatory protein 1)
a vazbou na useky mRNA reguluje transkripci usekti kodujici proteiny regulujici homeostazi
iontd Zeleza v bunce. Bez kofaktoru postrada funkci enzymové katalyzy [42]. Kofaktorem

tohoto enzymu je zelezosirné centrum (FesSs).
1.4.5 Sukcinatdehydrogenasa EC 1.3.5.1

Sukcinatdehydrogenasa patii do skupiny oxidoreduktas. Nachazi se zakotvena ve wvnitini
mitochondrialni membrané, kde je soucasti Krebsova cyklu a dychaciho fetézce jako

komplex Il. Katalyzuje reakci (viz obrazek 4 str. 17):

sukcinat + ubichinon < fumardt + ubichinol

Kofaktorem tohoto enzymu jsou tii zelezosirna centra (Fe2Sy), (FesSs) a (FesSs), FAD a

cytochrom C.
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2. Cil prace

Cilem piedkladané bakalaiské prace bylo shromazdit poznatky o pfijmu a utilizaci iontt Zzeleza
u parazitického prvoka Trypanosoma brucei. Ugelem experimentalni ¢asti byla lokalizace
proteinu Mcpl7 a testovani vlivu snizeni exprese genu mcpl7 na aktivity enzymu zavislych na

ptitomnosti iontl zeleza v mitochondrii a cytosolu hmyzi formy T. brucei.
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3. Material a metody

3.1 Bunécny material

Mgr. Jan Mach, Ph.D. 16. 10. 2014 poskytl procyklické buniky hmyzi formy T. b. brucei, kmen
29-13 [43] s plasmidem p2t7-177 [44] umoznujici potlaceni exprese genu mcpl7 RNA
interferenci, a stejny kmen s plasmidem pT7-3V5 [45] exprimujici protein Mcpl7 s V5

znackou, kterd byla pouzita na bunécnou lokalizaci.
3.2 Material a chemikalie
GE Healthcare Life Sciences, USA
SDM-CGGGPPTA (suchy koncentrat pro piipravu média SDM-79)
Gold biotechnology, USA
Neomycin
Lach:ner, CZ
chlorid draselny
Life Technologies, USA
fetalni bovinni sérum (FBS), MitoTracker red CMXRos
Penta, CZ

sacharosa, hydroxid draselny
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Sigma, USA

glukosa, glycerol, tetracyklin, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), kyselina N-2-
hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonova (HEPES), Phleomycin, Hygromycin B, Kit pro
méfeni proteini BCA (Bicinchronic acid kit for protein determination), digitonin, triton X-100,
Nikotinamidadenindinukleotid ~ (NADH+H* i  NAD®), adenosindifosfat  (ADP),
laktatdehydrogenasa EC 1.1.1.27, fosfoenolpyruvat (PEP), hydrogenuhli¢itan sodny, octan
sodny, kyselina L-glutamova, L-glutamin, L-prolin, L-threonin, pyruvat sodny, penicillin,
malat, DL-izocitrat, kys. aminocapronova, dodecyl maltosid, Hank’s balanced salt solution
(HBSS), chlorid hotec¢naty, 2,6-Dichlorofenolindofenol (DCPIP), sukcinat sodny, ubichinon,
sifi¢itan hote¢naty, triethanolamin, Tris-HCI pufr, tween 20, fosfatovy pufr (PBS),

dihydrogenfosforec¢nan draselny, hemin, triethanolamin, siran hofe¢naty
Thermo Fisher scientific, USA
primarni protilatka - primdrni krali¢i protilatka proti V5 znacce

sekundarni protilatka — GREEN RABBIT 488nm, osli protilatka konjugovana s Alexa fluor 488

proti krali¢imu imunoglobulinu G
Vector Laboratories, USA

vectashield s DAPI (4,6-diamidin-2-fenylindol)
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Média a roztoky

Ristové médium SDM-79 —2,2% SDM-CGGGPPTA; 2,4 mM hydrogenuhli¢itan sodny; 1 mM

acetat sodny; 0,15 mM kys. L-glutamova; 3,5 mM L-glutamin; 5,5 mM L-prolin; 3,5 mM L-
threonin; 1 mM pyruvat sodny; 16 mM glukosa; 8 mM hemin; 100 000 U/l Penicillin; 10% FBS

SHE — 250 mM sacharosa, 25 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7,4

pufr PYK — 0,1 M Triethanolamin; 5 mM siran hofe¢naty; 50 mM chlorid draselny; pH 7,6
pufr TDH - 0,2 M Tris-HCl pufr; 0,25 M chlorid draselny; pH 8,6

pufr FUM — 20 mM Tris-HCI pufr; pH 7,5

pufr AKO - 0,09 M Tris-HCI pufr; pH 7,5

pufr PEO — 25 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny; 5 mM chlorid hofe¢naty; 20 mM sukcinat
sodny; pH 7,2

Blokovaci roztok — 0,25% BSA 0,25% Zelatina 0,05% tween v PBS.
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3.3 Pristroje
analytické vahy — Mettler-Toledo 204
box s laminarnim proudénim vzduchu — Airstream Tesco Class |1 BSC
centrifugy - Hettich universal 320 R centrifuge, Labnet prism microcentrifuge
inkubator - Biometra 2548
kyvety — kiemenna Quartz 0,5 ml, Sitka 1 cm
mikroskop — fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81 s digitalni kamerou Hamamatsu Orca-G
pocita¢ bun¢k - Beckman-Coulter Z2 Coulter Counter
spektrofotometr — Shimadzu UV-2600 UV-VIS spectrophotometer
vodni lazen — POlab Grant

programy — MS excel 2013 ke zpracovani dat, UV probe ke spektrofotometrickému méteni,

cell”R imaging k digitalnimu zdznamu mikroskopie, ImageJ ke zpracovani fotografii
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3.4 Metody

3.4.1 Kultivace T. brucei

Bunky byly dlouhodobé uchovavany v tekutém dusiku v 10% glycerolu v objemu 1 ml. Po
rozmrazeni byla kultura nafedéna v 5 ml rGstového média ve sterilnich podminkéch a sto¢ena
pii 1300 g, 5 min, 4 °C. Pelet bun€k byl resuspendovan v 5 ml Cerstvého riistového média s

ptisluSnymi antibiotiky. Po 24 hodinach byly buiiky pfekontrolovany a pteockovany.

Ke kultivaci T. brucei bylo vyuzito médium SDM-79 [46] (Gprava Brusel podle Paula Michelse
[47]) s ptislusnymi selekénimi antibiotiky a dostatkem glukosy, aby v procyklické kultuie
probihala glykolyza a zaroven byla aktivni i mitochondrie. Béhem pfipravy na pokus byla
kultura udrzovana pti 27 °C v 5 ml v kultiva¢nich nadobach v exponencialni fazi rtstu, coz

odpovida koncentraci 1-10° az 2-10” bunék/ml. Kazdych 72 h byla kultura 10x zfedéna.

V této praci byly pouzity dveé bunécné linie T. brucei. Obé vychazeji z rodi¢ovske linie oznac¢ené
29-13, ktera exprimuje T7 polymerazu a tetracyklinovy represor. Geny jsou Vv genomu

udrZovany antibiotiky neomycinem a hygromycinem.

Linie s potlacenou expresi genu mcpl7 pomoci RNA interference méla transfekovany plasmid
p2T7-177 s phleomycinovou resistenci a vlozenym genem mcpl7. RNA interference pomoci
tohoto plasmidu je indukovatelna pridanim tetracyklinu, ¢imz dojde k vyvazani
tetracyklinového represoru z jeho vazebného mista na promotoru genu a Ke snizeni nebo tplné

zastaveni exprese proteinu Mcp17.

Linie exprimujici Mcpl7 s V5 znackou, ktera byla pouzita na bunéénou lokalizaci, obsahuje
plasmid pT7-3V5 s puromycinovou resistenci a také indukovatelnou expresi pomoci

tetracyklinu. Pouzité koncentrace antibiotik jsou shrnuty v tabulce 1, str. 31.
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Tabulka 1, finalni koncentrace antibiotik ptidané ke kultufe T. brucei s plasmidy p2T7-177 a pT7-3V5.

Antibiotikum [Finalni koncentrace (ug/ml)
Hygromycin 50,0
Neomycin 15,0
Phleomycin 2,5
Puromycin 2,5
Tetracyklin 1,0

Tetracyklin byl pouzit pouze na indukci RNA interference genu mcpl7, piipadné expresi znaceného

proteinu Mcpl7.
3.4.2 Rustova kiivka

Béhem kultivace byla kultura udrzovana v exponencialni fazi ristu, coz odpovida koncentraci
1-10° az 2-107 bunék/ml. Kazdych 24 h byla kultura zfedéna na 1-10° bunék/ml. Ke stanoveni
¢asového bodu, kdy dojde K ovlivnéni fenotypu kvuli dostatecnému snizeni proteinu Mcpl7,
bylo nutné zpracovat rustovou ktivku kultury s indukovanou RNA interferenci genu mcpl7 v
porovnani s neindukovanou kulturou. Ristové kiivka byla zapocata s koncentraci 1-10° bunék
na ml kultivovanych v médiu SDM-79 v inkubatoru pii 27 °C. V pfiblizné¢ 24 hodinovych
intervalech byl na pocitaci bunék zméfen aktudlni pocet bunck ve 20 pl vzorku. Zpétné byl

vypocitan aktualni pocet bunék v celé kulture a sestrojena rtistova kiivka.
3.4.3 Lokalizace proteinu Mcpl7

Lokalizace proteinu Mcpl7 byla provedena mikroskopickou analyzou overexprimovaného
znaceného proteinu v buiice T. brucei. Protein Mcpl7 byl vizualizovan krali¢i monoklonalni
primarni protilatkou proti V5 znaéce s navazanou osli, anti-krali¢i protilatkou, konjugovanou
s Alexa fluor 488. Mitochondrie byla oznacena fluorescenni sondou MitoTracker red

CMXRos. DNA byla ozna¢ena DAPI obsazeném v zalévacim roztoku Vectashield.
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K lokalizaci proteinu byla vyuzita kultura T. brucei 29-13 s plasmidem pT7-3V5 obsahujicim
resistenci vac¢i puromycinu a kompletni gen mcpl7 s V5 znackou. Dva dny po indukci kultury
v exponencidlni fazi ristu (cca 1-107 bunék/ml) bylo 500 ul kultury odebrano a inkubovano s 0,5
pl mitotrackeru Red CMXRos v oteviené mikrozkumavce 10 minut ve 27 °C. Nasledné byla
kultura centrifugovana (1500 g, 5 min, 24 °C), pelet resuspendovan v 500 ul média SDM-79 a
inkubovan v oteviené mikrozkumavce 20 min ve 27 °C. Smé&s byla centrifugovana (1500 g, 5

min, 24 °C), pelet promyt 500 ul v PBS (1500 g, 5 min, 24 °C) a resuspendovan v 300 ul PBS.

Takto ptipravené bunky byly naneseny na mikroskopické sklicko a ponechany zaschnout pfi
27 °C. Po zaschnuti bylo sklicko ponofeno na 5 minut do metanolu vychlazeného na -20 °C a
poté na 5 minut do acetonu pii -20 °C. Podlozni skli¢ko bylo ptevrstvené blokovacim roztokem
a umisténo do vlhké komlrky do tmy, aby nedoslo k vyschnuti preparatu a vysviceni
mitotrackeru. Nasledovala inkubace 1 h pii pokojové teploté. Poté byl blokovaci roztok opatrné
odsat, a sklicko bylo pfevrstveno primarni krali¢i protilatkou proti V5 znacce, smichanou s
blokovacim roztokem v poméru 1:1000 a inkubovéno 1 h pfi pokojové teploté ve vlhké

komurce.

Podlozni sklicko bylo ttikrat prevrstveno 500 ul PBS na pét minut, poté byl roztok odsat.
Podlozni sklicko bylo nasledné pievrstveno sekundarni osli protilatkou proti krali¢imu
imunoglobulinu G smichanou s blokovacim roztokem v poméru 1:1000 a inkubovano 1 h pii
pokojové teploté. Nasledné bylo tiikrat pievrstveno 500 pul PBS na pét minut, poté byl roztok
odsat. Preparat byl po naneseni montovaciho roztoku vectashield s DAPI piekryt krycim
sklickem a ulozen do 4 °C nebo rovnou pouzit na mikroskopii. Preparaty byly vizualizovany na

mikroskopu Olympus 1X8 a vizualizovany pomoci programu ImageJ.
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3.4.4 Digitoninova frakcionace bunék

Digitonin je neionizujici detergent, ktery tvofi po navazani na cholesterol péry v bunécnych
membranach. V zavislosti na koncentraci permeabilizuje nejprve cytoplasmatickou membranu,
ve vyssich koncentracich nasledné 1 mitochondridlni nebo glykosomalni membranu. Vzniklé

poéry umozni prichod proteinti az do velikosti 200 kDa [48].

Cilem frakcionace bylo pfipravit zvlast’ cytosolickou a mitochondriemi obohacenou bunécnou
frakci, kterd by obsahovala volné enzymy piistupné substratu. Pfipraveny byly zvlast frakce

z kultury s neindukovanou a z kultury s indukovanou RNA interferenci genu mcpl7.
3.4.4.1 Priprava bunék na frakcionaci

Ptiblizné 50 ml kultury bylo centrifugovano v pozdni exponencidlni fazi rastu, 1000 g, 15 min
pii 4 °C a roztok dekantovan. Kultura byla dvakrat promyta 20 ml ledového SHE (centrifugace
1000 g, 15 min, 4 °C). Takto vznikly pelet bun¢k byl resuspendovan v 300 ul ledového SHE a

uchovén na ledu pro dal$i pouZziti.
3.4.4.2 Uréeni mnoZstvi proteint

K vypoctu mnozstvi digitoninu pouzit¢ho na frakcionaci muselo byt stanoveno mnozstvi
proteinti ve vzorku. Proteiny byly stanoveny s vyuzitim kitu pro méfeni proteini metodou BCA
(bicinchoninic acid). Byla vyuzita kalibra¢ni fada roztoku bovinniho sérového albuminu (BSA)

0 koncentracich 0, 10, 20, 30, 40, 60, 80 a 100 mg/ml.

Mala ¢ast kultury byla 10x natedéna destilovanou vodou a 10 pl takto zifedéné kultury bylo

pievedeno do kyvety a doplnéno do 100 pl destilovanou vodou.

Ke kalibrac¢ni fadé 1 k méfenym vzorkiim byly pfidany 2 ml pfedehiatého méficiho roztoku.
Smés byla 15 minut inkubovana pii 60 °C a poté byla na spektrofotometru zméiena absorbance
pfi 562 nm. Na zakladé porovnani absorbance vzorku s kalibra¢ni kfivkou byla urcena

koncentrace proteint ve vzorku. Typicka kalibra¢ni kiivka je ukazana na obrazku 8, str.34.
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Obrazek 8, typicka kalibra¢ni kiivka pii stanoveni mnozstvi proteinti ve vzorku metodou BCA
3.4.4.3 Preparativni frakcionace

Z ur¢ené koncentrace proteini byl vypocitan objem kultury obsahujici 1 mg bunék a tento
objem byl smichan v poméru 1:0,1 (hm.) digitoninu (pouzita koncentrace dle tstniho sdéleni
Mgr. Jana Macha, Ph.D. 23.10.2014). Bylo ptidano mnozstvi roztoku HBSS (Hank’s balanced
salt solution) do celkového objemu 800 pl.

Smés byla inkubovana 4 minuty pfi pokojové teploté a nasledné sto¢ena (18000 g, 2 min, 4 °C).
Supernatant obsahujici cytosolickou frakci byl pfeveden do mikrozkumavky a umistén na led

K vyuziti na méfeni aktivit enzymu.

Pelet obsahujici mitochondrialni frakci byl promyt 1 ml HBSS (18000 g, 2 min, 4 °C),

resuspendovan v 800 ul HBSS a umistén na led k vyuziti na méfeni aktivit enzym.

Vzorek pro méfeni SDH (sukcinatdehydrogenasy) byl pfipraven z mitochondrialni frakce.
Zvoleny objem byl centrifugovan pii 18000 g, 2 min, 4 °C a resuspendovan ve stejném objemu
roztoku HBSS s 0,5 M kyselinou aminocapronovou a 2% dodecyl maltosidem. Smés byla 15
min inkubovana na ledu a poté centrifugovana na 18000 g, 5 min, 4 °C. Supernatant byl ihned
pouzit k méfeni aktivit enzymi. Malé vzorky mitochondridlni frakce a cytosolické frakce byly

odebrany pro pozdé¢jsi stanoveni koncentrace proteinii pomoci BCA kitu.
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3.4.5 Méreni aktivit enzymi

Postupy méfeni aktivit enzymi byly ziskané ze zdroje [47] a méteni sukcinatdehydrogenasy dle
ustniho sdéleni RNDr. Zdenka Vernera, Ph.D. (23.10.2014).

Pro kontrolu postupu byly vyuZzity enzymy pyruvatkinasa (cytosolicky enzym) a
threonindehydrogenasa (mitochondrialni enzym), které neobsahuji jako kofaktor zelezosirna
centra a jejich aktivita by tedy méla byt srovnatelna v kultufe s neindukovanou i indukovanou

RNA interferenci genu mcpl7.

Béhem méteni byly vSechny sloZky kromé reakéniho pufru uchovavany na ledu. Méfici pufry a
spektrofotometr byly temperovany na 24 °C. Vyuzita byla kiemenna kyveta o Sifce 1 cm a

objemu 0,5 ml.

Triton X-100 byl pfidan pii méfeni mitochondrialnich proteini k permeabilizaci membrany a

uvolnéni proteinti do roztoku. Vysledna koncentrace Tritonu X-100 v roztoku byla vzdy 0,1%.

Pied méfenim aktivit mitochondridlnich enzymt bylo nejprve zméteno pozadi aktivity, pomoci
kontrolniho enzymu z matrix mitochondrie threonindehydrogenasy. Intaktni mitochondrialni
frakce (bez pifidavku Tritonu X-100) byla smichana se slozkami reakce bez spoustéciho
substratu. Byla sledovana zména absorbance za ¢as a po jejim ustaleni byl pfidan spoustéci
substrat L-threonin. Pokud ani poté nebyla zaznamenana vyznamna zména absorbance za Cas
zpiisobend enzymem katalyzovanou reakci, znamena to, Ze mitochondrie je intaktni i pro malé
molekuly. Nasledn¢ byla membrana mitochondrie permeabilizovana Tritonem X-100 a tim bylo
umoznéno substratu dostat se k enzymu a reakce zacala probihat. Vysledna latence je podil

rychlosti reakce pfed permeabilizaci mitochondridlni membrany a po ni.
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3.4.5.1 Stanoveni aktivity pyruvatkinasy EC 2.7.1.40

Byl méfen ubytek NADH+H", tedy zména absorbance pii 340 nm. Molarni extinkéni koeficient
NADH+H" pfi této vinové délce je 6,22 mMxem™. SloZeni reakéni smési je shrnuto v
tabulce 2.

Tabulka 2, slozeni reakéni smési pyruvatkinasy.

Slozka Objem [pl]

PYK pufr 416

15 mM NADH+H" 25
0,1 M ADP 10

LDH v EDB 5
Bunéény vzorek 30
0,1 M fosfoenolpyruvat 14
Celkovy objem 500

Aktivita enzymu v cytosolické frakci byla métena pted a po piidani fosfoenolpyruvatu.

Aktivita enzymu v mitochondrialni frakci byla méfena pted a po ptidani fosfoenolpyruvatu a po
ptidani Tritonu X-100.

36



3.4.5.2 Stanoveni aktivity threonindehydrogenasy EC 1.1.1.103

Byl méfen piiristek NADH+H", tedy zména absorbance pii 340 nm. Molarni extinkéni

koeficient NADH+H" pii této vinové délce je 6,22 mMxem™. SloZeni reakéni smési je

shrnuto v tabulce 3.

Tabulka 3. sloZeni reak¢ni smési threonindehydrogenasy.

Slozka Objem [pl]
TDH pufr 360
0,6 M L-threonin 100
Bunéény vzorek 30
0,125 M NAD* 10
Celkovy objem 500

Aktivita enzymu v cytosolické frakci byla méfena pred a po pridani NAD™.

Aktivita enzymu v mitochondrialni frakci byla méfena pted a po pfidani NAD" a po piidani

Tritonu X-100.
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3.4.5.3 Stanoveni aktivity fumarasy EC 4.2.1.2

Byl méten prirtistek fumaratu, tedy zména absorbance pii 240 nm. Molarni extinkéni koeficient

fumaratu pfi této vinové délce je 2,44 mM™xecm™. SloZeni reakéni smési je shrnuto v tabulce 4.

Tabulka 4. sloZeni reak¢éni smési fumarasy.

Slozka Objem [pl]
FUM pufr 460
Bunéény vzorek 30
1 M malat 10
Celkovy objem 500

Aktivita enzymu v cytosolické frakci byla méfena pted a po pridani malatu.

Aktivita enzymu v mitochondrialni frakci byla métfena pied a po ptidani malatu a po ptidani
Tritonu X-100.
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3.4.5.4 Stanoveni aktivity akonitasy EC 4.2.1.3

Byl méfen priristek cis-akonitatu, tedy zména absorbance pii 240 nm. Molarni extinkéni
koeficient cis-akonitatu pii této vinové délce je 3,60 mM™xcm™. SloZeni reakéni smési je

shrnuto v tabulce 5.

Tabulka 5. sloZeni reak¢ni smési akonitasy.

Slozka Objem [pl]
AKO pufr 440
Bunécny vzorek 40
0,5 M DL- izocitrat 20
Celkovy objem 500

Aktivita enzymu v cytosolické frakci byla méfena pied a po piidani DL-izocitratu.

Aktivita enzymu v mitochondrialni frakci byla métena pred a po pfidani DL-izocitratu a po
pridani Tritonu X-100.
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3.4.5.5 Stanoveni aktivity sukcinatdehydrogenasy EC 1.3.5.1

Béhem reakce je DCPIP redukovan, coz vede k jeho odbarveni, méii se tedy zména absorbance
pfi 240 nm. Molarni extinkéni koeficient DCPIP pii této vinové délce je 21 mM™xcm™. SloZeni

reak¢ni smési je shrnuto v tabulce 6.

Tabulka 6. sloZeni reak¢ni smési sukcinatdehydrogenasy.

Slozka Objem [pl]

SDH pufr 434
10x ztedéné DCPIP 8
1M MgCl; 3

0,5 M Sukcinat sodny 20
Bunécny vzorek 30
Ubichinon 5

Celkovy objem 500

Aktivita enzymu byla métena pied a po ptidani ubichinonu.
3.4.6 Zpracovani vysledku

Zmeéna absorbance za Cas po pridani spoustéciho substratu enzymem katalyzované reakce byla
porovnana se zménou absorbance za Cas pred pfidanim této latky a jako vysledek byl pouzit
rozdil téchto hodnot. Déle byla vypocitana specificka aktivita vztazend na mnoZzstvi proteint.
Tyto hodnoty byly vyuzity k porovnani aktivity enzymu kultur s neindukovanou a indukovanou

RNA interferenci genu mcpl7.

Ke zpracovani vysledkli byly pouzity statistické testy. Grubbsuv test byl pouzit k urceni
odlehlych méfeni na hladin€ vyznamnosti a=0,05. Tyto odlehlé hodnoty byly vytazeny.
K porovnani vyznamnosti rozdilu méteni enzymovych aktivit obou kultur byl pouzit t-test na

hladin€ vyznamnosti a=0,05.
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4. Vysledky

4.1 Riastova krivka

K sestrojeni rastové kiivky byla vyuzita kultura T. brucei 29-13 s plasmidem p2t7-177
s indukovatelnym tetracyklinovym receptorem, coz umoziovalo snizeni, nebo uplnému

zastaveni exprese proteinu Mcpl7.

Sestrojena rustova kiivka (obrazek 9) prokazala rozdilny narust Kultury s neindukovanou a
indukovanou RNA interferenci, kdy kultura s indukovanou RNA interferenci zhruba po 48 h

prechézela do stacionarni faze ristu.
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Obrazek 9, ristova kiivka T. brucei s plasmidem p2t7-177 s indukovatelnym tetracyklinovym
receptorem, coz umoznovalo snizeni, nebo uplnému zastaveni exprese genu mcp17. Bez indukce
(zeleny trojihelnik - ,,neindukovana kultura®) a s indukovanym snizenim exprese genu mcp17

(Cerveny ¢tverec - ,,indukovana kultura®).
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4.2 Lokalizace proteinu Mcpl7

K lokalizaci proteinu Mcpl7 byla vyuzita kultura T. brucei 29-13 s plasmidem pT7-3V5
exprimujici protein Mcpl17 s V5 znackou. Protein Mcpl7 byl znacen krali¢i monoklonalni
primarni protilatkou proti V5 znacce s navdzanou osli, anti-krali¢i protilatkou, konjugovanou
s Alexa fluor 488. Mitochondrie byly znaceny mitotrackerem Red CMXRos. DNA byla
oznatena DAPI obsazeném v zalévacim roztoku Vectashield. Kultura byla nasledné¢ na
mikroskopu zobrazena pomoci programu ImageJ. Mitochondrialni lokalizace proteinu Mcpl7
v burice T. brucei byla potvrzena piekryvem signalu Mcp17 s mitochondrialnim signalem, viz
obrazek 10.

A

Obrazek 10, lokalizace proteinu Mcpl7. Jednotlivé obrazky zobrazuji buiku T. brucei: A, diferencialni
kontrast; B: modie DNA (nukleus a kinetoplast), zelen¢ protein Mcp17, cervené mitochondrie; C:
zelené protein Mcp17; D: ¢ervené mitochondrie. K lokalizaci proteinu Mcp17 byla vyuzita kultura T.
brucei 29-13 s plasmidem pT7-3V5, Primarni krali¢i protilatka proti V5 znacce, sekundarni protilatka
GREEN RABBIT 488nm, osli protilatka konjugovana s Alexa fluor 488 proti krali¢imu
imunoglobulinu G. Mitochondrie byly znaceny mitotrackerem Red CMXRos. DNA byla oznacena

DAPI obsazeném v zalévacim roztoku Vectashield. Obraz byl zpracovan pomoci programu ImageJ.
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4.3 Aktivita enzymu

Pro kontrolu piipravenych enzymovych reakci byly vyuzity enzymy pyruvatkinasa a
threonindehydrogenasa, které neobsahuji kofaktor s ionty zeleza. Jejich aktivita by neméla byt
ovlivnéna expresi genu mcpl7 a tedy by méla byt srovnatelna v kultufe s neindukovanou i
indukovanou RNA interferenci tohoto genu. Jak je patrné i z graft aktivit téchto enzymu
(obrazek 11, str. 44), v obou kulturach byla jejich aktivita srovnatelna. Statisticky t-test oznacil
rozdil praiméri téchto aktivit v kultuie s neindukovanou i indukovanou RNA interferenci v obou
pfipadech za statisticky nevyznamny. Z tohoto lze tedy usoudit, ze genetickou modifikaci

nedoslo k ovlivnéni enzymi bez kofaktort zeleza.

Ke zjisténi vlivu proteinu Mcpl7 na aktivitu enzymu s zelezosirnym kofaktorem byly
kultivovany kultury s neindukovanou a s indukovanou RNA interferenci T. brucei, dle kapitoly
3.4.1. Ob¢ kultury byly frakcionovany (kapitola 3.4.4), a v lyzatech bunéénych kompartmentt
byla zméfena aktivita vybranych enzymi (kapitola 3.4.5). Udaje byly zpracovany dle kapitoly
3.4.6. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7, specifické aktivity enzymi

Specificka aktivita Relativni aktivita
[wmol-min™t-mg?]-103 (+SD; n) [%] (+SD)
Enzym neindukované | indukované neindukované | indukované
PYK cytosol | 125 (+35; 9) 133 (£52; 10) 100 (£28) 106 (+42)
TDH mito. 145 (+24; 6) 175 (+£74; 8) 100 (£16) 120 (£51)
%| FUM cytosol | 518 (+121; 11) | 200 (+80; 11) 100 (£23) 39 (£15)
%| FUM mito. | 20 (£6; 11) 10 (+4; 10) 100 (£32) 51 (£19)
%| AKO cytosol | 20 (x4, 11) 6 (£1; 10) 100 (£19) 32 (£6)
k| AKO mito. |9 (=1;9) 7 (£1; 8) 100 (£12) 77 (£15)
*| SPH 58 (+18; 9) 16 (£11; 10) 100 (£31) 28 (£19)

Naméiené pruimérné hodnoty specifickych enzymovych aktivit T. brucei, vztazenych na hmotnost. Bez
indukce (,,neindukované*) a s indukovanym snizenim exprese genu mcpl7 (,,indukované*).
Hvézdickou jsou oznaCena méfeni se statisticky vyznamnym rozdilem aktivit neindukované a
indukované kultury. PYK, pyruvatkinasa; TDH, threonindehydrogenasa; FUM, fumarasa; AKO,

akonitasa; SDH sukcinatdehydrogenasa; SD, smérodatna odchylka; n, poéet méteni.
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Graf na obrazku 11 zobrazuje relativni hodnoty namétenych absorbanci vybranych proteint
Vv kultufe s neindukovanou a indukovanou RNA interferenci genu mcpl7/. Zatimco aktivity
pyruvatkinasy a threonindehydrogenasy se Vjednotlivych kulturach nelisi, u kultury
s indukovanou RNA interferenci je zaznamenano pfiblizn¢ 50% snizeni aktivity cytosolické i
mitochondironalni fumarasy. V této kulture se také snizila aktivita cytosolické akonitasy
ptiblizné o 70% a mitochondrialni akonitasy piiblizn¢ o 30%. Aktivita sukcinatdehydrogenasy

se v kultufe s indukovanou RNA interferenci snizila pfiblizné o 80%.
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Obrazek 11. Graf relativnich hodnot pruméri aktivit vybranych enzyma T. brucei bez indukce
(,,neindukované®) a s indukovanym snizenim exprese genu mcpl7 (,,indukované*). Hvézdi¢kou jsou
oznacena méfeni se statisticky vyznamnym rozdilem aktivit neindukované a indukované kultury. PYK,
pyruvatkinasa; TDH, threonindehydrogenasa; FUM, fumarasa; AKO, akonitasa; SDH
sukcinatdehydrogenasa.
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5. Diskuse

Ionty Zeleza jsou pro T. brucei nezbytné jako kofaktory enzymid. Mechanismus tvorby
zelezosirnych center je komplexni proces, zahrnujici pfijem iontti Zeleza z okoli parazita a jeho
naslednym zpracovanim v mitochondrii [32]. Protein Mcp17 patfi do rodiny mitochondrialnich
pfenaSecl, coz je skupina strukturné podobnych proteini, které jsou soucasti mitochondrialni

membrany a jsou uzpisobeny k pfenosu metabolickych meziprodukti [49].

V této praci bylo potvrzeno, Ze protein Mcpl7 je lokalizovan v mitochondrii a Ze se podili na
spravné funkci enzymu obsahujicich Zelezosirna centra. Jiz v diivéjsi studii bylo naznaceno, ze
protein Mcpl7 je lokalizovan v mitochondrii [49]. Tato studie byla provedena overexpresi,
proto bylo pro tuto praci rozhodnuto potvrdit vysledek expresi z jiného vektoru a zaroven
specifickou protilatkou. BohuZel je protein ziejmé velmi hydrofobni a nenabizi dostatek
antigennich oblasti, proto se protilatku nepodafilo vyprodukovat. OvSem mikroskopické
pozorovani znaceného Mcpl7 jasné ukazuje mitochondridlni lokalizaci. Tésné pied
dokoncenim této prace byl publikovan clanek, ktery se lokalizaci a funkci proteinu Mcpl7

zabyva u Leishmanie a T. brucei a dochazi ke stejnému zavéru [50].

Rustova kiivka T. brucei (obrazek 9, str. 41) naznacuje, ze u kultury s indukovanou sniZzenou
expresi genu mcpl7 nastal dramaticky pokles rtstu asi po 72 h. Jak naznacuji dal$i vysledky, je
to pravdépodobné zptusobeno nedostatkem iontl Zeleza v matrix mitochondrie a nasledné
nedostate¢né tvorbé zelezosirnych center, respektive enzymu s zelezosirnymi centry. Obdobny
efekt byl pozorovan pii sniZzeni exprese nékterych esencialnich ¢asti drahy tvorby Zelezosirnych
center [47] a svéd¢i o nezbytnosti zelezosirnych center, potazmo enzymi s zelezosirnymi

centry.

M¢fteni enzymovych aktivit prokazalo, Ze indukované snizeni exprese genu mcpl7 vede ke
snizeni aktivit enzymu s Zelezosirnym kofaktorem v mitochondrii i v cytosolu. Tento vysledek
podporuje hypotézu o funkci proteinu Mcpl7 jako mitochondrialniho pienasece iont zeleza.
Po jeho snizeni dojde k naruseni transportu iontl Zeleza do mitochondrie, kde probiha
mitochondrialni draha skladani zelezosirnych proteint (ISC) a jejich inkorporace do enzymu.
To mé pravdépodobné za nasledek pieruseni cytosolické drahy skladani zelezosirnych proteinii

(CIA), ktera je zavisla praveé na piedchozim mechanismu ISC a ISC exportu do cytosolu [40].
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Nejvyznamnéjsi pokles enzymové aktivity u bunck se snizenou expresi genu mcpl?7 byl
zaznamenan u sukcinatdehydrogenasy. Jiz diive bylo prokazano na mysich srde¢nich buiikach,
ze naruSeni mechanismu ISC redukci exprese mitochondrialniho proteinu frataxinu vede ke
snizeni syntézy proteinti dychaciho fetézce (jehoz soucasti je sukcinatdehydrogenasa) a ke
zvySeni exprese komponentli komplexu pyruvatdehydrogenasy [51]. Je tedy pravdépodobné, ze
T. brucei obdobn¢ utlumi syntézu proteint dychaciho fetézce a prechazi na glykolyzu jako zdroj

energie.

Indukce snizeni exprese genu mcpl7 nemélo za nasledek uplné zastaveni funkce téchto enzymut
a nasledny thyn bunky, ale pouze jejich aktivitu sniZilo. To lze vysvétlit tim, Ze mechanismus
RNA interference nemusi byt absolutné ucinny, exprese genu a proteosyntéza tedy mohla
probihat, ale ve zna¢né snizené mite [52]. Je také nutné vzit v potaz, ze pred indukci RNA
interference nem¢ly buiikky omezenou expresi genu mcpl7 a syntéza Zelezosirnych kofaktord
probihala normalné, proto muze trvat néjakou dobu, nez se jejich nedostatek projevi. Tato doba
je ovlivnéna pfirozenou degradaci proteint, ale i délenim bunék, pii kterém se piitomna

enzymova vybava déli mezi ob¢€ bunky.

46



6. Zavér

V této praci bylo prokazano, ze se protein Mcpl7 nachazi v mitochondrii T. brucei. SniZeni
exprese genu mcpl7 snizuje aktivitu enzymul s zelezosirnym kofaktorem, lokalizovanych
v mitochondrii i v cytosolu T. brucei a nema vliv na enzymy bez Zelezosirnych center. Tyto
vysledky naznacuji, Ze ptenos iontl Zeleza do mitochondrie a néasledna tvorba Zelezosirnych

center je zprosttedkovana proteinem Mcpl7.
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