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v mnoha eukaryotickych bunkach. S distalnim koncem bylo asociovano nékolik
dalezitych funkci, avSak jeho proteinové slozeni zistava zahadou. Hlavnim cilem
této dizertacni prace je identifikovat a charakterizovat proteiny distalniho konce
eukaryotického bi¢iku. Vyuzitim modelového organismu, Trypanosoma brucei,
ktery je znamy jako parazit, a TrypTag.org projektu, ktery ma za cil lokalizovat
vSechny protein-kodujici geny v genomu tohoto modelového organismu, se nam
podafilo identifikovat 78 proteinti, které lokalizuji na distalni konec biciku
T. brucei. Abychom mohli tyto kandidatni proteiny charakterizovat, bylo nutné
zavést vna$i laboratofi nové piistupy. Za prvé jsme vyvinuli protilatkové
markery, které oznacuji distalni konec nové vznikajiciho biciku, presnéji konektor
spojujici biciky. Za druhé jsme vyvinuli rychly ptistup bez klonovani pro znaceni
a inducibilni overexpresi trypanozomadlnich proteinti. Prokéazali jsme, Ze tento
ptistup je vhodny jak pro overexpresi velkych proteind, tak i proteinti distalniho
konce bi¢iku. To umoziiuje studium fenotypl pii overexpresi proteinll a generuje
materidl pro purifikaci proteinii pro naslednou biochemickou charakterizaci.
Za tfeti jsme optimalizovali ultra-expanzni mikroskopii, rychly a vSestranny
pfistup s vysokym rozliSenim pro vyuziti u bicikatych prvokt 7. brucei
a Leishmanie major. Tento pfistup byl pouzit k charakterizaci cytoskeletu
organismil na bazi mikrotubulii a byl velmi napomocny pfi lokalizaci proteinti
distalniho konce bi¢iku v souvislosti s axonemou a pii charakterizaci fenotypi
deplece proteini. Findlni set proteinti distdlniho konce biciku sestava
ze 78 proteinti. Na zaklad¢ evolucni analyzy je vétSina z nich evoluéné
konzervovana. Minimum proteinii bylo stanoveno jako strukturni ¢ast biciku,
zatimco ostatni jsou soucasti rozpustné matrice nebo membranovych struktur.
Funk¢né lze tyto proteiny rozdélit do nékolika kohort podle toho, zda jejich
deplece ovlivnila axonemalni konstrukci nebo regulaci délky. Tato prace
je souborem kompletniho katalogu proteinti distalniho konce bi¢iku u 7. brucei
a charakterizuje jejich funkci ve vztahu k axonemé. Kromé toho jsou zavedené

piistupy pouzitelné pro charakterizaci jinych proteint nejen u 7. brucei.



Tato prace je psand ve form& shrnujiciho komentéare, jelikoZ sestava
ze 3 publikovanych ¢lanki — 1 prvoautorského a 2 spoluautorskych,
a 1 prvoautorského manuskriptu. Cast PhD projektu byla také podporfena jako
GAUK projekt (¢islo 103120) udélenym Univerzitou Karlovou.



