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Dvoutydenni experimentalni praktikum z molekularni parazitologie je organizovano do
tri projektl (viz nize), jejichz cilem je objevit funkce zkoumanych proteint ¢i celych
organel v nékolika studovanych organismech. Cilem praktika je osvojeni experimentalni
prace vychazejici od studia problematiky, pres navrzeni postupll aZz po analyzu vysledk.
Vzdy se jedna o aktualni problematiku, ktera nebyla dosud reSena a nabizi se proto
moznost objevu zcela novych poznatkd. Uéastnici budou rozdéleni do tfi pracovnich
skupin po tfech. Praktikum bude probihat v odpolednich a ve€ernich hodinach na
katedre parazitologie a ptilehlych prostorach. Kromé prdce se zajimavymi organismy se
Ucastnici praktika sezndmi s metodami jako: RNA interference, nothern blot, afinitni
purifikace proteind, in vitro translace a in vitro protein import.

PROJEKT 1: Analyza funkce mitochondrialniho prenasece pyruvate u
Trypanosoma brucei.

V letosnim roce byly u nékolika skupin eukaryot popsany proteiny MPC (mitochondrial
pyruvate carrier), které, jak plyne z nazvu, jsou zodpovédné za transport pyruvatu pres
vnitfni membranu mitochondrie. Pyruvat v mitochondrii predstavuje predevsim hlavni
substrat pro tvorbu acetyl koenzymu A, jednoho z nejvyznamnéjsich vstupnich substratl
reakci citratového cyklu a nékolika klicovych biosyntetickych reakci.

V genomu T. brucei jsme nalezli dva homology MPC a predpoklddame, Ze se podobné
jako u kvasinek nebo savcu podileji na pfenosu pyruvatu do mitochondrie. Jelikoz
energeticky metabolismus T. brucei a nékteré z dotéenych biosyntetickych drah se od
,modelové” eukaryotni bunky zasadnim zplGsobem lisi, zajima nas, jaky fenotyp budeme
pozorovat po umlceni exprese MPC2. Pravé knock down tohoto genu metodou RNA

v vev

PROJEKT 2: Specifické in vivo znaceni proteinti v Giardia intestinalis pro jejich
afinitni purifikaci a proteomickou analyzu.

Uspésna proteomickd analyza bunéénych organel ¢&i proteinovych komplext zavisi na
kvalité purifikaéniho postupu, kterym si pfipravime analyzovany vzorek. V tomto
experimentu vyuzijeme metody oznaceni hledanych proteinli pomoci biotinylace jesté
uvnitt bunky Giardia intestinalis, ¢imZ se vyhneme pracné a mnohdy i prakticky
neuskutecnitelné purifikaci malych bunécnych organel. Tato metoda vychazi ze zcela
nové vyvinuté metody zaloZené na promiskuitni aktivité mutované biotin ligazy tzv.
BiolD, ktera navaze biotinovy zbytek na vSechny proteiny ve svém okoli. Po hrubé
bunécéné frakcionaci budou biotinylované proteiny afinitné purifikovany na
streptavidinové koloné a analyzovany pomoci SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrie.



PROIJEKT 3: Bakteridlni sekrecni systém (T2SS) v mitochondrii Naegleria gruberi.

U gram-negativnich (mezi které patfil i predchiddce dnesni mitochondrie) existuje nékolik
typu sekrecnich systémd, jejichZ prostrednictvim jsou proteiny dopravovany do
extracelularniho prostoru i pfimo do cilové bunky. Sekre¢ni systém typu 2 umoznuje
napriklad transport efektorovych proteinl enteropatogenni Escherichia coli.

V genomu prvoka Naegleria gruberi byly nalezeny homologni proteiny pro tento sekrecni
systém, o kterém predpokladdme, Ze by mohl predstavovat minimalisticky mitochondrialni
exportni aparat. Nasim cilem bude objasnit zplsob importu a skladani jednotlivych
komponent tohoto systému v mitochondriich pomoci in vitro importu proteind do
izolovanych mitochondrii. Pomoci této ulohy se studenti nauci, jak izolovat bunécné
organely a dale s nimi pracovat a také, jak naznacit studovany protein a testovat jeho import
do izolovanych organel.
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