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Anotace

Africké trypanosomy jsou krevni parazité zplisobujici zdvazna onemocnéni. Cilem této prace
byla analyza cytotoxického ucinku specifickych latek na parazity Trypanosoma brucei a
Trypanosoma evansi. Mezi testované latky jsme zahrnuli bedaquilin, epicatechin, catechin,
proguanil a venturicidin A, coz jsou latky, které ovliviiuji mitochondridlni funkce parazita.
Inhibi¢ni koncentrace (IC50) téchto latek jsme stanovili pomoci resazurinového testu (tzv.
vysoce potentni vici trypanosomam, a naopak nejvyssi hodnoty IC50 vykazovaly skupiny
catechinti. U latek bedaquilin a venturicidin A jsme dale testovali jejich vliv na pfedpokladané
cile v bunice, konkrétné na mitochondrialni ATP syntazu. JelikoZ tento enzymaticky komplex
pfimo ovliviiuje hladinu mitochondrialntho membranového potencidlu v buiice parazita,
rozhodli jsme se stanovit hladinu membranového potencidlu pomoci fluorescencnich indikatort
(TMRE u zivych a Safranin O u permeabilizovanych bunék). Nase vysledky ukazuji, ze
bedaquilin neovliviioval aktivitu ATP syntazy parazita Trypanosoma brucei, zatimco
venturicidin A inhiboval jeji aktivitu pfi nanomoldrnich koncentracich. Poznatky této prace
mohou byt klicové pro dal§i vyzkum mechanismG plsobeni perspektivnich latek na
trypanosomy a pfispét tim k novym a G¢innéj$im 1é€ebnym strategiim.

Klicova slova
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Annotation

African trypanosomes are blood parasites that cause serious diseases. The aim of this study was
to analyze cytotoxic effect of anti-parasitic drugs on Trypanosoma brucei and Trypanosoma
evansi. The inhibitory agents tested included bedaquiline, epicatechin, catechin, proguanil and
venturicidine A. The inhibitory concentrations (IC50) of these compounds were determined by
resazurin test (Alamar blue assay). The lowest IC50 was measured for venturicidin A while the
highest values were observed for catechins. For the compounds bedaquiline and venturicidin
A, we also tested whether they inhibit their proposed cellular target, the mitochondrial ATP
synthase complex. Since this enzyme complex directly affects the level of mitochondrial
membrane potential in the parasite, we decided to determine it using fluorescent indicators
(TMRE in live and Safranine O in permeabilized cells). Our results demonstrate that
bedaquiline does not inhibit ATP synthase of the parasite, whereas venturicidine A inhibited
the activity of this enzyme at nanomolar concentrations. The results of this work may prove
pivotal for future research into the mechanisms of promising drugs on trypanosomes, thus
contributing to the development of new and more efficacious therapeutic strategies.

Keywords

Trypanosoma, cytotoxicity, mitochondria, ATP synthase, mitochondrial membrane potential
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1 UVOD

1.1 Africké trypanosomy

Trypanosomy jsou jednobunécné parazitické organismy z podskupiny Kinetoplastida
(Kinetoplastae) spadajici do monofyletické skupiny Euglenozoa. Ta se na zaklad¢
fylogenomického vyzkumu zacleiiuje do superskupiny Discoba, definované pred n€kolika malo
lety (Burki et al., 2020). Zastupci z podskupiny Kinetoplastida se obvykle vyznacuji jednim
bicikem a kinetoplastem, coz je barvitelnd mitochondridlni DNA, ve které jsou ulozené geny
pro ne¢kolik mitochondridlnich proteind (Cayla et al., 2019).

Parazité rodu Trypanosoma jsou nechvalné znami jako ptivodci tézkych savéich, v nekterych
ptipadech i lidskych onemocnéni, kterd jsou bez ¢asné 1ékarské intervence letalni. Hlavnim
mistem vyskytu téchto onemocnéni jsou pievazné tropické a subtropické oblasti Afriky a Jizni
1é¢by. Trypanosomy se rozd¢luji na skupinu Stercoraria, ktera zahrnuje trypanosomy vyvijejici
se vzadni Casti traviciho traktu hmyziho vektoru. Patii sem naptf. Trypanosoma cruzi
vyskytujici se v Jizni Africe. Druhd skupina trypanosom se nazyva Salivaria, vyviji se v pfedni
casti traviciho traktu hmyziho vektoru a ¢itd poddruhy Trypanosoma brucei vyskytujici se v
Africe (Desquesnes et al., 2013).

Africké trypanosomy ze skupiny Salivaria jsou puvodci onemocnéni zvanych africké
trypanozomidzy, coz jsou bud AAT (Animal African Trypanosomiasis) u hospodaiského
dobytka, anebo HAT (Human African Trypanosomiasis) u lidi. K pfenosu AAT a HAT
onemocnéni dochdzi pomoci hmyzu rodu Glossina (€esky bodalka ¢i moucha tse-tse z fadu
Diptera), ktery byl dfive infikovan parazitem pfi pozieni infikované krve savce véetné clovéka
(Kennedy, 2004). Vyznamnym zastupcem této skupiny je Trypanosoma brucei, kterd u
afrického dobytka vyvolavda AAT, také zvanou nagana. Prib&h onemocnéni se vyznacuje
tézkym anemickym stavem, horeckou, letargii, hubnutim a kon¢i smrti zvitete (The cattle sitte
1. 3. 2025). U cloveéka poddruhy parazita Trypanosoma brucei vyvolavaji HAT onemocnéni
znamé jako spava nemoc. Spava nemoc ma Casnou a pozdni fazi pribéhu. V casné
(hemolymfatické) fazi se parazit rozsifuje krevnim fecistém a lymfatickym systémem, béhem
cehoz se objevuji nespecifické projevy naptiklad horecka, lymfadenopatie, bolest hlavy atd.
V druhé, pozdni (encefalitick¢) fazi dochazi k postupnym porucham psychiky,
sensorickomotorickych schopnosti, chovani a pfedev§im spanku. Nasledn¢ dochézi
k organovému selhani (Kennedy, 2004). V Subsaharské Africe se spavd nemoc vyskytuje ve
dvou variantach v zavislosti na poddruhu 7. brucei. Prvni variantu nemoci zptisobuje poddruh
Trypanosoma brucei gambiense. Zahrnuje zhruba 92 % nahlaSenych ptipadd a projevuje se
jako chronickd, dlouhotrvajici nemoc (WHO 1. 3. 2025). Vykazuje povahu latentni infekce po
dobu n¢kolika mésicti az let, kterd prechéazi v infekci zjevnou ve chvili rozvinuti parazitarni
infekce v centrdlnim nervovém systému. Akutni variantu spavé nemoci pak zplsobuje
Trypanosoma brucei rhodesiense, jez se projevi do n€kolika tydnii po nakazeni, kdy dochazi
k brzkému priniku parazita do centralni nervové soustavy (WHO 1. 3. 2025). Jednotlivé



poddruhy 7. brucei se zaroven odliSuji endemickym mistem vyskytu. 7. b. gambiense se
vyskytuje v zapadni a centralni ¢asti Subsaharské Afriky, zatimco 7. b. rhodesiense ptevazuje
na jihovychodé (Obr. 1).

Obrazek | Statistika zaznamenanych piipadi HAT — Afrika 2017 (pfelozeno a pfevzato z Gao et al. 2020)

Pii 1écbé spavé nemoci se pouzivaji léCiva, jako je naptiklad Pentamidin ¢i Suramin
pro hemolymfatickou fazi ¢i 1é¢iva Eflornithin a Melarsopol uzivané pro encefalickou fazi
spavé nemoci (Barrett et al., 2011). Dalsi moznosti je tzv. NECT, tedy kombinace Eflornithinu
a Nifurtimoxu nové uzivand pro encefalickou fazi onemocnéni (Kummerle et al., 2021).

Do skupiny Salivaria a mezi africké trypanosomy je fazen i parazit Trypanosoma evansi, ktery
se evoluéné vyvinul z parazita Trypanosoma brucei ztratou mitochondrialni DNA tzv.
kinetoplastu (Obr. 2). Pfenos tohoto druhu trypanosomy je uskuteénén predevsim mechanicky
bodavym hmyzem a neni vdzan na jednoho specifického ptenasece jako u jinych druht
trypanosom, nebot’ ve svém zivotnim cyklu neprodélava vyvoj v hmyzim prenaseci (viz dalsi
kapitola), a tudiz s rozsitil i mimo africky kontinent. Parazit Trypanosoma evansi je ptivodce
nemoci Sura u hospodaisky vyznamnych zvitat jako jsou naptiklad koné, velbloudi, kravy
apod. (Desquesnes et al., 2013).



Trypanosoma brucei Trypanosoma evansi

Obrazek 2 Vizualni porovnani DAPI barveni DNA u jednotlivych trypanosom (vlevo signal z jadra a kinetoplastu
T. brucei; vpravo odlisSené jadro 7. evansi bez kinetoplastu), vizualni porovnani provedeno pomoci Fluorescent
microscope (Axioplan 2 imaging Universal microscope, Zeiss, Oberkochen, Némecko) s CCD kamerou (Olympus
DP73)

1.1.1 Formy, stadia a rozdily v metabolismech trypanosom

T. brucei je parazit, ktery je rozsifovan mezi savcimi hostiteli krvesajicim hmyzim prenaSecem
rodu Glossina (Van Den Abbeele et al., 1999). Pro pfeziti v riznorodych prostiedich svych
hostitelit prochazi parazit n€kolika specializovanymi zivotnimi stadii (Obr. 3). V sav¢i krvi
nebo lymf¢ se nachazi forma oznaCovand jako krevni stddium (bloodstream form, BF) a
zahrnuje dvé zivotni stddia parazita: delsi (slender) formu, kterd se rapidné déli, a kratsi
(stumpy) formu, jez se nedéli a vyCkava na nasati tse-tse mouchou (Seed & Wenck, 2003).
V téchto krevnich stadiich parazit pravidelné méni uspofadani povrchovych glykoproteind na
své cytoplazmatické membrané, ¢imz znemoziuje hostitelskému imunitnimu systému provést
ucinnou imunitni reakci. Stfidavé rozpoznavani parazita se projevuje stiidanim stavi
normalnich se stavy typickymi pro spavou nemoc (horecka, ospalost, nevolnost...). Pokud se
na infikovaném jedinci nakrmi bodalka, parazité spolecné s krvi doputuji do hmyziho stteva.
Zde dochazi k prechodu krevniho stadia v musi stadium (procyclic form, PF). Na zaklad¢ tvaru
muzeme jeste toto stddium nazyvat trypomastigotem, které se pti migraci bodalkou pfeménuje
v epimastigota. Tato dv¢ stadia se od sebe odlisuji pfedevsim riiznymi polohami kinetoplastu v
bunice (Matthews 2005). KdyZ epimastigot dosdhne slinnych 714z bodalky, kde se pfichyti,
dojde k findlni pfeméné v metacyklického trypomastigota, ktery je opét infekéni pro savéiho
hostitele. Pfi znovu nakrmeni bodalky krvi neinfikovaného zvifete dochazi k ptfenosu
metacyklického stddia do krevniho feciSté. V novém hostiteli poté dochézi k diferenciaci do
krevniho stadia (Matthews 2005). Tim se zivotni cyklus uzavira a opakuje se (Obr. 3).
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Obrazek 3 Zivotni cyklus 7. brucei a zména stadii pii prechodech mezi musimi a savéimi hostiteli (pfevzato a
upraveno z Durdo et al., 2022)

Metabolismus procyklického stadia je specificky adaptovany na prostiedi stfeva a slinnych zlaz
bodalky. Priméarni odlisnosti od prostiedi savciho hostitele je absence glukézy v hemolymfe
hmyziho hostitele. Nemoznost zisku energie ve formé ATP (adenosintrifosfatu) z glykolyzy
nahrazuje metabolismus aminokyselin, pfedev§im threoninu a prolinu. Zatimco je threonin po
vstupu do mitochondrie metabolizovan na acetylkoenzym A (AcetylCoA) a dal na acetat (Obr.
4 zelené znaceni), prolin je metabolizovan odliSnym zptisobem a do citratového cyklu vstupuje
az jako o-ketoglutarat (Obr. 4 modré znaceni). Pii metabolickych pifeménach téchto
aminokyselin, které neni potieba pro tcely této prace podrobnéji rozvadet, dochdzi k redukei
koenzym. Redukované koenzymy typu NADH slouzi jako zdroj elektront v dychacim fetézci
pro komplexy I, Il a IV (Obr. 4 €ervené znaceni), které pumpuji protony z matrix mitochondrie
do mezimembranového prostoru, zatimco pro komplex II slouzi jako zdroj elektronii sukcinat
a FADH: (Obr. 4 Zluté znaceni), ktery je jednim z meziprodukti Krebsova cyklu (Lamour et
al., 2005). Aby byla vynosnost z metabolismu aminokyselin dostate¢na pro uziveni potieb
buiiky, je plocha mitochondrie znaéné rozsifena a Clenéna. Procyklické stddium se proto
vyznacuje Siroce rozvétvenou mitochondrii po celé délce builky s vysokym stupném ¢lenitosti
vnitini membrany mitochondrie, které tvofi utvary nazyvané jako kristy. Na nich ochotné
probiha oxidativni fosforylace.
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Obrazek 4 Schéma energetického metabolismu procyklického stadia 7. brucei (prevzato z Lamour et al., 2005)

Krevni stadium 7. brucei vyskytujici se v savci krvi vyuziva vysokou koncentraci rozpusténé
glukdzy v tomto prostiedi. BF trypanosomy tudiz vyuzivaji glukézu jako primarni energeticky
zdroj. Pfevazna ¢ast ATP je produkovéna pii preméné glukozy na pyruvat v procesu glykolyzy
ve specializovanych organelach zvanych glykozomy a c¢aste¢né v cytosolu buiiky (Obr. 5).
Dalsi ATP je pak produkovano v procesu substratové fosforylace uvniti mitochondrie pomoci
enzymu sukcinyl-CoA-syntetazy (ScoAS) (Taleva et al., 2023). V tomto stadiu je mitochondrie

redukovana na trubicovity utvar bez ¢lenéni na kristy, nebot’ neni potieba Sirokéd plocha pro
dychaci fetézec, jenz neni u tohoto stadia plné vyuzivan.

Mitochondrion

Glucose

SAWOS0IAID)

Pyruvate

Obrazek 5 Metabolismus krevniho stadia T. brucei ziskavajici veskeré ATP glykolyzou (pfevzato Smith et al.,

2017)
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1.1.2 Mitochondrialni membranovy potencial AW, ATP syntaza a jeji modifikace
pro jednotliva stadia a formy

ATP syntéza je jeden z nejvyznamnéjSich proteinovych komplext prokaryotické 1 eukaryotické
domény, ktery hraje kli¢ovou roli v energetickém metabolismu mitochondrie. ATP syntaza se
nachdzi na vnitini membrané¢ mitochondrie, kterd odd€luje mezimembranovy prostor
(ohrani¢en vnéj$i membranou od zbytku buiiky) a mitochondrialni matrix, tedy vnitini viskozni
prostiedi, ve kterém probiha fada reakci (naptiklad Krebsiv cyklus) a kde také nalezneme
mitochondridlni DNA. ATP syntaza je extrémné¢ efektivni a dilezity enzymaticky komplex
tvofici ATP. Ve vétSiné organismi funguje pouze ve sméru syntézy ATP, ale jako kazdy
enzym, umi i reverzni reakci, a to rozklad ATP za uvolnéni energie. U parazita Trypanosoma
brucei dochazi k vyuziti obou téchto aktivit ATP syntdzy v rdmeci zivotniho cyklu.

Procyklické stadium 7. brucei vyuzivd ATP syntazu zplisobem typickym pro vétSinu
eukaryotnich bunck, coz je fosforylace ADP (adenosindifosfat) na ATP (Obr. 6). Energie
ziskana pfi transportu elektrontl v ramci dychaciho fetézce respiracnimi komplexy I az IV, je
vyuZita k pumpovani protonii do mezimembranového prostoru. Vlivem pienosu H" dochazi ke
zméné koncentrace protonll na obou stranach mitochondridlni membrany. Z tohoto hlediska
muizeme mluvit o zméné pH, kdy v mezimembranovém prostoru pH klesa a na matrixové strané
pH roste. Kromé koncentra¢niho gradientu pozorujeme i vznik elektrického gradientu, napfic
mitochondridlni membranou. Mezi matrixovou stranou a mezimembranovou stranou
mitochondrie 1ze méfit napéti, které je urceno rozdilem potencidlli mezi jednotlivymi stranami
polarizované membrany. Rozdil nazyvame mitochondridlni membranovy potencial (AW), ktery
je zcela esencidlni pro spravnou funkci mitochondrie. V ptipadé jeho vyrazného vyruseni
dochazi k destrukci mitochondrie a smrti bunky. Tento elektrochemicky gradient je
zodpovédny za vznik tzv. protonmotivni sily. Tato sila je vyuzivana mitochondrialni ATP
syntazou, kterd propousti protony zpét do matrix po koncentraénim spadu za vytvoteni tocivé
energie, kterd zapficinuje tvorbu ATP z ADP a organického fosfatu (P) (Neupane et al., 2019).
ATP syntdza mé dvé zakladni Casti, a to F, ¢ast, kterd je zakotvena v mitochondridlni membrané
a Fi cast, kterd je nasmérovana do matrixu mitochondrie (Obr. 6). Funkce F, ¢asti, ktera se
sklada z a-podjednotky, z kruhu c-podjednotek (tzv. c-ring) a dalSich membranovych proteint,
je ukotveni ATP syntdzy v membrané a interakce s prochazejicimi protony skrz jasné
definovany priichod mezi podjednotkami a a c. Fi ¢ast obsahuje katalyticka mista, ve kterych
dochazi ke vzniku ATP. Samotné ¢innost ATP syntazy zahrnuje prostup protont F, ¢asti skrze
c-ring, ktery je roztaCen praveé diky protonmotivni sile elektrochemického gradientu, tedy
prichodem protoni. Toto roztoceni c-ringu, vede k roztoceni pfipojené Fi ¢asti ATP syntazy a
naslednym konforma¢nim zménam podjednotek tvotici globularni ¢ast F1 v matrix. V téchto
mistech se nachazi vazebna mista pro ADP a P, kde dochdzi ke stlacovani téchto dvou molekul
a tvorbu ATP. Elektrochemicka energie je tudiz pfeménéna v praci konanou protony, které
prochdzi skrze ATP syntdzu, ¢imzZ se prace protont pfeméni na mechanickou energii, ktera je
uchovana v podobé¢ vysokoenergetickych molekul ATP. AY je proto kli¢ovy pro ATP syntazu,
kterd syntetizuje ATP (Whitehouse et al., 2019).
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Obrazek 6 Proces oxidativni fosforylace na vnitini membrané¢ mitochondrie (pfevzato a upraveno,
jackwestin.com). Komplexy dychaciho fetézce tvofici mitochondrialni membranovy potencial a ATP syntaza
vyuzivajici tento potencial k tvorbé ATP.

U krevniho stddia 7. brucei nachazime zménu funkce ATP syntazy. Jelikoz BF produkuje
vétSinu ATP glykolyzou, neni dychaci fetézec pln€ vyuzivan, a doslo tak k pozbyti nékterych
komplexti dychaciho fetézce (konkrétné komplex III a IV), jejichz funkce je kromé ptfenosu
elektrond také pumpovani protonti do mezimembranového prostoru mitochondrie. Protoze je
pro buniku AY esencialni, doslo u krevniho stadia parazita Trypanosomy brucei k obraceni ATP
syntazy na ATPazu. ATPaza rozkladad ATP ziskané glykolyzou na ADP a P. Uvolnénou energii
vyuziva k aktivnimu transportu protonti z matrix mitochondrie do mezimembranového prostoru
(Obr. 7) a prispiva tak svou hydrolytickou funkci k tvorbé AW (Schnaufer et al., 2005). Pro
tvorbu AY u krevniho stadia je kromé ATP syntazy klicovy také pifenase¢ ADP/ATP carrier
(AAC) (Hierro-Yap et al., 2021). Tento pfenase¢ ptes mitochondridlni membranu zajistuje
transport ATP* do mitochondrie, kde nasledné miize byt ATPazou hydrolyzovano, zatimco
ADP? pienasi do mezimembranového prostoru mitochondrie, diky ¢emuz dochazi ke zvyseni

rozdilu elektrochemického potencidlu na vnitini mitochondrialni membrané, a tedy i zvySeni
AY (Dewar et al., 2018).

ATP syntaza u parazita 7. evansi ma redukovanou strukturu, kdy v disledku pozbyti
mitochondridlni DNA doslo k absenci a-podjednotky a odpojeni F; ¢asti ATP syntazy od F,
casti. ATP syntaza se tudiz nepodili na tvorbé AW, ktery je udrzovéan pouze vyménou ATP/ADP
pomoci AAC (Obr. 7). Z tohoto diivodu je parazit 7. evansi nachylngjsi na zmény AY (Subrtova
et al., 2015).
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Obrazek 7 Modifikace ATP syntaz u musi a krevni formy Trypanosoma brucei a u parazita Trypanosoma evansi
(pfevzato a upraveno z Subrtova et al., 2015)

1.2 Analyzované latky

V lékaiské praxi jsou v boji proti riiznym parazitdrnim onemocnénim vyuzivdna léCiva
s rozmanitymi mechanismy ucinku. Avsak rostouci patogenni rezistence viuci témto 1é¢ivim je
vSudyptitomnym globalnim problémem. Je proto nutné hledat dalsi 1é¢iva ¢i kombinace 1é¢iv
pouzitelnych v boji s parazitdrnimi onemocnénimi. Jednou z moznosti feSeni je tzv.
repurposing 1éciv, tedy jejich znovuvyuziti pro 1écbu jiného onemocnéni (Vijayasurya et al.,
2024). Pro tento ucel byla prace zaméfena na latky, které jsou v praxi jiz vyuzivany, ¢i
intenzivné studovany a cili na bakterii Mycobacterium tuberculosis zptsobujici tuberkuldzu, ¢i
Plasmodium falciparum zplsobujici malarii. Studované latky mély spolecné to, ze inhibuji
mitochondridlni ATP syntdzu ¢i dychaci fetézec daného parazita. Tyto latky jsme testovali na
divokém typu trypanosom a také na geneticky pozménénych kmenech tohoto parazita, které
maji odliSné metabolické adaptace. Cilem bylo ziskat informace o studovanych latkéach, zda by
se daly vyuzit k inhibici mitochondrialniho metabolismu trypanosom, ¢imz je také eliminovat.

1.2.1 Bedaquilin

Bedaquilin je v 1ékatské praxi vyuzivan jako G€innd latka 1é¢iva Sirturo. Toto 1é€ivo je hojné
uzivano pii 1écbé tuberkulézy, jejimz plivodcem je prokaryoticky patogen Mycobacterium
tuberculosis. Klinické studie jiz uvadi fadu vyhod tohoto 1é¢iva, jako je napiiklad vétsi podil
pacientii s negativnim vysledkem na pfitomnost patogenu po 1écbé Sirturem, kratSi doba
lécebného uzivani, prokazany uc¢inek i pro kmeny, které jsou jiz rezistentni na jina 1éCiva a
nenastavajici cross-rezistence, tedy uziti Sirtura bez budovani rezistence patogenu vici jinym
latkam (European Medicines Agency, 9. 3. 2025). Uginek bedaquilinu v 1é&ivu Sirturo spoéiva
inhibici ATP syntazy, coz vede u piivodce tuberkuldézy k naruseni schopnosti vyrabét ATP
oxidativni fosforylaci a nasledné smrti. Existuje jiz fada studii popisujici konkrétni mechanismy
inhibice. Konkrétné napfiklad studie Sarathy et al. (2019) nabizi tfi mechanismy plisobeni
bedaquilinu na ATP syntdzu Mycobacteria tuberculosis. Prvnim je ptisobeni bedaquilinu jako
protonofor, ktery narusuje elektrochemicky gradient pfenosem protont ptes vnitini membranu
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mitochondrie (Obr. 8 za 1.). Dalsim mechanismem je vazba bedaquilinu do c-ringu, ¢imz
blokuje rotaci ATP syntazy a generovani ATP (Obr. 8§ za 2.). Tretim predstavenym
mechanismem je navazani bedaquilinu do podjednotky v Fi ¢asti, ¢imz dojde k zastaveni rotace
ATP syntazy (Obr. 8 za 3.). U trypanosom neni vliv bedaquilinu na ATP syntazu popsan.

Obrazek 8 Schéma pilisobeni bedaquilinu na ATP syntazu parazita Mycobacterium tuberculosis 1) pisobeni jako
ionofor 2) zastaveni rotace vazbou na c-ring 3) zastaveni rotace vazbou na F1 ¢ast (pfevzato a pielozeno Sarathy
etal., 2019)

1.2.2 Venturicidin A

Dle publikace Hauser et al. (2024) pfedstavuje venturicidin A latku vhodnou k vyzkumu a
vyvoji 1é¢iv k 1éEbe onemocnéni, které zpiisobuji trypanosomy. Studie se zabyvala Gi¢inkem
venturicidinu A na trypanosomy a méfeni cytotoxicity. Ve studii byly zméteny hodnoty IC50
pro krevni stddium Trypanosoma brucei (21,49 £ 1,13 nM) a staddium Trypanosomy evansi
(5260 £+ 950 nM). Jak z vysledki studie vyplyva, hodnota IC50 nutna pro tc¢innou inhibici
krevniho stadia Trypanosoma brucei byla mnohonasobné nizsi nez pro u¢innou inhibici 7.
evansi. To koresponduje s vysledky studie, kdy bylo prokazano, ze venturicidin A inhibuje ATP
syntazu, coz vede u krevni formy 7. brucei ke kolapsu AY podobné jako naptiklad oligomycin.
Diky rozdilu v IC50 hodnotich mezi 7. brucei a T. evansi mizeme dokonce usoudit, Ze
venturicidin A inhibuje pfesun protonii pfes membranu. Kromé inhibice ATP syntazy
venturicidin A zpUsobuje ztratu kinetoplastické DNA, jez vede k umrti paraziti (Hauser et al.,
2024).

1.2.3 Proguanil

Jedna se o biguanidové 1écivo, které se ve spole¢ném plisobeni s atovaquonem pouziva k 1écbé
malarie prostfednictvim l1é¢iva Malarone, jejimz pivodcem je zimnicka Plasmodium. Sam o
sob¢ proguanil nevykazuje inhibi¢ni u¢inky na ATP syntazu ¢i dychaci fetézec, ale akumulaci
spolecné s atovaquonem, ktery inhibuje komplex III dychaciho fetézce, vytvaii toxické
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prostfedi v mitochondrii parazita (Bridges et al., 2014). Do naseho méteni byl zahrnut pro
porovnani s latkami, které ovlivituji ATP syntazu.

1.2.4 Catechiny, epicatechiny

Mezi testované latky jsme taktéz zahrnuli znamé rostlinné antioxidanty a rostlinné sekundarni
metabolity flavonoidy, tedy skupinu derivati flavan-3-olu. Z divodu piitomnosti dvou
stereogennich center (3¢ uhlik v zakladni struktufe vazajici hydroxylovou skupinu a uhlik
vazajici katecholovy zbytek) v zékladni struktufe flavonoidd, rozliSujeme 4 diastereoizomery,
a to konkrétn€ catechiny (cis izomery) a epicatechiny (trans izomery) (Obr. 9). Dle studie Acin-
Perez et al. (2023) se lisi ucinnost vazby na ATP syntdzu a jeji inhibice mezi jednotlivymi
diastereoizomery. Dle tohoto ¢lanku blokuji tyto chemikélie pouze hydrolytickou aktivitu ATP
syntazy, a tudiz by méli ovlivnit krevni stddium 7rypanosomy brucei. V ramci naseho testovani
byli pouzity vSechny komeréné dostupné varianty a to: catechin (+), epicatechin (-) a smés

catechinu (£).
H
| N | N0
Ho O .-"“\K F ]/\ o\]...““K Z

; g ]\OH OH .."'OH
OH OH

H

H

Catechin (+) Catechin (-) Epicatechin (+) Epicatechin (-)

Obrazek 9 Struktura catechinti (cis uspofadani vyznaceno rizove) a epicatechinil (trans uspofadani vyznaceno
modre) (pfevzato a upraveno z Hurst et al., 2011)
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2 MATERIALY A METODY

2.1 Kultivace bunék (linie, média, kultiva¢ni podminky)

Experimenty jsme provadéli na liniich paraziti Trypanosoma evansi a Trypanosoma brucei. U
parazita Trypanosoma brucei jsme pouzili dvé rizna Zivotni stddia. Prvnim staddiem bylo
stadium musi, jindy také oznaované jako procyklicka forma (PF), v jeho plivodni geneticky
nepozméneéné (wild type; wt) form€. U tohoto stddia jsme pak rozliSovali dva zpisoby
kultivace, jedna linie rostla v prostfedi média s glukdzou (+ glukoéza) a druha linie v prostiedi
média bez glukozy (- glukoza). Procyklické kultury 7. brucei jsme sterilné inkubovali pii 27
°C, linii bez glukdzy navic na tepaci plosiné. Média jsme pro procyklické kultury vyuZzivali
dve, konkrétné SDM-79 pro formu metabolizujici gluk6zu a SDM-80 pro formu v prostiedi bez
glukozy. Ob¢ média maji identicka slozeni, li$i se pouze mnozstvim gluko6zy, dale jsme k nim
ptidavali 10 % FBS (fetalni bovinni sérum) jakozto zdroj zivin. U média SDM-80 byl piidan
50 mM N-acetylglukosamin tedy aminosacharid, ktery blokuje glukoézové prenasece. Tim
zajistuje, ze builkka nepiijme zbytkovou glukozu z FBS. Pocty bunck PF v kultufe se
pohybovaly v rozmezi 1*10° — 2*107 bunék/ml.

Druhym pouzitym stadiem parazita Trypanosoma brucei bylo krevni stddium (bloodstream
form; BF). U tohoto stadia jsme pouzili jak wt formu, tak né€kolik geneticky modifikovanych
linii, které byly vytvofeny pfedchozimi c¢leny laboratofe. Pouzit¢é mutantni formy se
vyznacovaly absenci genu pro metabolicky vyznamny protein, ¢imz se staly zavislejSimi na
nami sledovaném typu mechanismu tvorby mitochondridlniho membranového potencidlu
pomoci ATP syntazy. Prvnim mutantem byla linie 7. brucei BF s provedenym double
knockoutem (dKO) genu pro sukcinyl-CoA-syntetazu (ScoAs), enzymem dulezitym pfi
procesu produkce ATP pomoci substratové fosforylace. Z této formy byly vyuzity dvé
mutované kultury znacené jako B1 a B2. Tyto formy dale oznacujeme jako ScoAs dKO B1 a
ScoAs dKO B2. Dal§im mutantem byla forma AAC dKO, tedy linie s odstranénym genem pro
ATP ptenaSe¢ (ADP/ATP carrier, AAC). U parazita Trypanosoma evansi jsme pouzivali wt
formu, kterou v textu dale oznacujeme dyskinetoplastovou, DK. Krevni stadium 7. brucei a T.
evansi jsme inkubovali pfi 37 °C v médiu HMI-11 s ptidanym 10 % FBS. BF a DK vyzaduji
vy$si pfisun oxidu uhli¢itého (+ 5 % CO»), z tohoto diivodu mély inkubaéni nddoby povoleny
vicka a nachazely se v horizontalni poloze (pro zvysSeni povrchu vstfebani). Pocty bunék BF a
DK jsme udrzovali v rozmezi 1*10° — 2*10° bun&k/ml.
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2.2 Esej na méreni cytotoxického vlivu (Alamar blue assay)

Alamar blue assay je ¢astd laboratorni metoda umoznujici nalézt hodnotu IC50 sledované latky.
IC50 tedy maximalni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (half maximal inhibitory concentration)
slouzi jako ukazatel miry inhibi¢nich schopnosti chemikalie. Je proto ¢asto vyuzivanym udajem
ve farmakologické analyze a odpovidd koncentraci chemikalie, pfi niz je 50 % zkoumané
bunécné populace metabolicky inaktivni ¢i usmrcena. Principem metody Alamar blue assay je
meéteni fluorescence, kterou vykazuji metabolicky aktivni bunky, jez jsou schopny
metabolizovat specialni nefluorescentni barvivo resazurin na fluorescentni resorufin (Vieira-
da-Silva & Castanho, 2023).

Resazurin je pro buiniky netoxické barvivo ze skupiny fenazini (konkrétné jeho hydroxyderivat
se systematickym nazvem dle [IUPAC: 7-hydroxy-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-on), které diky
svému nepolarnimu charakteru snadno prostupuje cytoplazmatickou membranou (Rampersad,
2012). Molekula resazurinu je sensitivni na redukéni kapacitu buniky, nebot’ ma diky kladné
nabitému dusiku tendenci podléhat redukci. Redukce dusiku probihd v metabolicky aktivni
burice, a to za pomoci vodikl z kofaktort, které se uplatiiuji pti metabolickych procesech (napf.
bunééném dychani...). Z resazurinu vznikd redukci resorufin, coz je forma vykazujici vyssi
fluorescenci nez resazurin. Diky tomu jsme schopni zobrazit metabolizujici (pfipadné Zivé)
buiiky (Obr. 10).

NADH/H+ =————= Redukce = NAD+/H,0

N

N* \ : N\
H-0 (o] [e] H-0 (o] (o]
Resazurin Resorufin

Obrazek 10 Pfeména resazurinu na resorufin (struktura sloucenin vytvorena s pomoci MolView)

Nase méfeni spocivalo v tvorb¢ fedicich fad, kdy jsme se snazili stanovit koncentraci latky, pfi
které jsou buiiky schopny redukovat resazurin na resorufin a pii které jiz nikoliv. Z dobfte
narostlé kultury jsme odebrali dané mnozstvi bun¢k (Tab. 1).

Kultura Mnozstvi bunék v jedné jamce
Trypanosoma brucei PF 1*10° bunék
Trypanosoma brucei BF 1*10° bunék

Trypanosoma evansi 5*10° bunék

Tabulka 1 Mnozstvi bun¢k v jedné jamce
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Samotné fedici fady jsme tvofili ve sterilnim prostfedi na 96jamkové desticce (12 sloupct x 8
fad). Desticku jsme rozdélili na nekolik horizontalnich a vertikdlnich casti (Obr. 11).
Horizontalné se jednalo o dvé skupiny latek, piicemz kazda byla v triplikatu (fadky A—Ca D
— F) a kontroly. Nase kontroly zahrnovaly hygromycinovou kontrolu funk¢nosti metody (fadek
G) a kontrolu rozpoustédla DMSO (dimethylsulfoxid) pro ptislusné latky (fadek H). Vertikalng
jsme desticku rozdélili na 1. sloupec s kontrolami a 2. — 12. sloupce s fedicimi fadami. Samotny
1. sloupec se skladal z kontrol média v jamkéach A —F a kontrol nezdvadnosti kultury v jamkach
GaH.

Do desticky jsme za pomoci multikanalové pipety a sterilniho korytka napipetovali jednotlivé
slozky:

= do 1. sloupce (A — F) 200 pl média

= do 2.—11. sloupce (A —H) ado 1. sloupce (G — H) 100 pl média

= do 12. sloupce (A — H) objem média, ktery se odvijel od objemu pozadované ptidavané
latky, nebot’ jsme doplitovali na jamku na celkovy objem 200 pl

= do 12. sloupce (A — H) objem latky, ktery se odvijel pozadované koncentrace latky

Po napipetovani médii a latek jsme provadéli fedéni (1:1) multikanélovou pipetou zprava
doleva. Béhem fedéni bylo vzdy odebrano 100 pl smési z predchozi jamky vyssi koncentrace,
ptfidano ke 100 pl média, promichano a opét odpipetovano dal stejnym zpisobem. Vznikla tak
desticka s fadami koncentract, které rostly zleva doprava (Obr. 11).

*:up;oélll(ze médium bez 10%/ Jg%l 10%/ 10%/ 10%, 10%/ 100/” 10%/ 10%/ 10%/
Y = médium s buitkami 2 YA WA WA NN WA
beztestovanychlaek (1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B Lécivo 1
C
D
1- 90000000000
1 90000000000

Q

00000000000k
500000000000LE:
Koncentrace sledované latky _//———1

Obrazek 11 Priprava fedicich fad
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Po ptipravée desticky s fedicimi fadami a kontrolami bylo do vSech jamek (kromé 1. sloupce A
— F) pfidano 100 pl pfipravené kultury. Kulturu jsme nejprve ze zkumavky pielili do sterilniho
korytka a z n¢j pipetovali multikanélovou pipetou od 2. sloupce smérem k 12. Po napipetovani
jsme desticku s bunikami vlozili do vlhéené komulrky a nechali ji 48 hodin inkubovat ve
specifickych podminkach pro dané stadium. Nasledné jsme do kazdé jamky pomoci sterilniho
korytka a multikanalové pipety pfidali 20 pl resazurinu (1 x PBS pH = 7.3, resazurin sodium
salt 0,5 mM) a op¢t buniky nechali inkubovat 24 hodin. Desticku jsme nasledné zméfili ve
fluorimetru SparkInfinite (TECAN) pfi fluorescencni excitani vlnové délce v rozmezi 540-
570 nm a fluorescencni emisni vinové délce 580-610 nm. K vyhodnoceni a zpracovani dat byl
pouzit software GraphPad Prism. Resazurin i resorufin maji odlisné barvy, proto je pfechod
patrny i pohledem (Obr. 12).
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Obrazek 12 Ocekavany vzhled desticky pred méfenim fluorescence
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2.3 Méreni mitochondrialniho membranového potencialu AY
pomoci TMRE

U latek bedaquilin a venturicidin A jsme zkoumali jejich vliv na membranovy mitochondrialni
potencidl bun¢k trypanosom (BF, PF, DK). TMRE (tetremethyrhodamin ethylester) je
fluorescen¢ni indikator uzivany pro zjistovani membranového potencidlu bun¢k. Molekula
TMRE vykazuje lipofilni charakter a diky kladnému naboji je schopna prechédzet ptes
membranu do mitochondrie, kterd je polarizovana zaporné. Ochota pfechazet pfes membranu
zavisi na hodnoté mitochondridlntho membranového potencidlu AW, ktery je kliCovy pro
spravnou funkci mitochondrie. Vice polarizovand mitochondrie (s vys$Sim negativnim
membranovym potencidlem) akumuluje velké mnozstvi TMRE, coz zvySuje intenzitu
fluorescence. Naopak mitochondrie poSkozend ¢i inhibovana nemize vytvafet membranovy
potencial o stejné velikosti jako mitochondrie zdrava, a proto TMRE pohlcuje méné.

Vzorky pro méfeni jsme odebrali zwt ¢i mutantni kultury (kontrola) a také z kultury
indukovanych sledovanou latkou v riznych koncentracich IC50, a to v koncentraci 2x IC50 a
5x IC50. Rozpéti riznych IC50 bylo nutné pro relativni srovnani moznych zmén AY. Kromé
téchto 3 vzorkl jsme pro nastaveni pfistroje potfebovali vzorek kultury bunck nic¢im
nebarvenych ani neindukovanych a vzorek kultury s ptidanym TMRE a FCCP (carbonyl
cyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon). FCCP slouZi jako protonofor, tedy transportuje
protony pies membranu mitochondrie, ¢imz ni¢i veskery AW. Tyto dva vzorky jsme odebrali
z wt, ¢i mutantni kultury.

Z kazdé kultury jsme sklidili 5*10° buné&k. VSechny vzorky buné&k jsme sto¢ili (1300xg, 10 min,
pokojova teplota RT), oddélili odstfedéné médium od sedimentovanych bunék a nasledné
obarvili resuspendovanim v 1 ml homogenniho roztoku pfislusného média (k nebarvenym jsme
ptidali pouze 1 ml média bez TMRE) s TMRE o 60 nM koncentraci. Barveni TMRE probihalo
za omezené¢ho piistupu svétla, nebot’ TMRE je fotosenzitivni. Kontrolni kultura s uméle
snizenym membranovym potencidlem méla vtomto kroku jesté pridano FCCP (findlni
koncentrace 20 uM) a buiiky jsme nechali inkubovat na 30 minut v pfislusnych podminkach na
zakladé¢ stadia (PF: 27 °C, BF + DK: 37 °C). Po 30minutové inkubaci jsme pienesli 200 pl
kultury do 1 ml 1xPBS (pH = 7.,4) pfipravené¢ho ve FACS zkumavce. Veskeré méfeni jsme
provadeéli v biologickém triplikatu. Nasledné jsme vzorky analyzovali pritokovou cytometrii
Canto FACS v PE filtru, pficemz excita¢ni vlnova délka byla 550 nm a emisni vlnova délka
575 nm. Kazdy analyzovany vzorek obsahoval méteni 10 000 eventli/bun¢k.
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2.4 Méreni zivotnosti bunék s pouzitim PI

Touto metodou jsme byli schopni zméfit relativni zastoupeni zivych a mrtvych bunck
v populacich kultur. Tyto kultury byly indukovany v riiznych koncentracich latek, jez jsme
sledovali pti méfeni AY pomoci TMRE (jednalo se o bedaquilin a venturicidin A). Méteni
poméru mrtvych a Zivych bunék slouzilo jako méfeni dopliujici k metodé zjistovani AY
pomoci TMRE.

Propidium jodid (PI) slouzi jako indikator mrtvych bun€k, pfesnéji feCeno bunék s porusenou
plazmatickou membranou. Molekula PI vykazuje polarni charakter, a to predevSim diky
kvartérnim amoniovym skupinam, jez se vyskytuji ve struktute. Z tohoto divodu molekula neni
schopna prostupovat pies membranu. V ptipad¢€, ze je membrana porusena (smrt buiiky), se
mize barvivo vclenit mezi dusikaté baze nukleovych kyselin a emitovat méfitelnou
fluorescenci. Diky tomu vykazuji mrtvé bunky fluorescenci, zatimco zivé nikoli (Rosenberg et
al., 2019).

Vzorky pro méfeni jsme podobné jako pii méfeni AY odebrali z kultur neindukovanych a
indukovanych sledovanou latkou v riznych koncentraci 2x a 5x IC50. Pro nastaveni pfistroje
bylo nutné opét pouzit vzorek bunck nebarvenych a vzorek bun¢k usmrcenych. K usmrceni
bun¢k jsme pouzili digitonin, tedy steroidni glykosid, ktery zcela permeabilizuje
cytoplazmatickou membranu a buniku lyzuje.

Pted ptipravou vzorkt se sledovanymi latkami jsme si pfipravili vzorek mrtvych bunck. Bunky
jsme stocili (1500xg, 10 min, RT) a lyzovali v 100 ul 10mM homogenniho roztoku PBS (pH =
7,4) s koncentraci digitoninu 6 uM. Néasledn¢ jsme buiiky vortexovali po dobu 10 sekund a
nechali lyzat stat. Pfed std¢enim bun€k jsme vytvofili zasobni roztok 1xPBS (pH = 7,4) o
koncentraci PI 1 ug/ml. Z kazdé kultury jsme sklidili 5*10° bunék (1500xg, 10 min, RT) a odlili
odstiedéné médium. Sedimentované buniky a pfedem pfipraveny vzorek s usmrcenymi buiikami
jsme resuspendovali v 1 ml ptipraveného roztoku PBS + PI (s vyjimkou nebarvenych bunck,
které jsme resuspendovali v 1 ml PBS bez ptidaného PI). Poté jsme buiiky nechali inkubovat
po dobu 5 minut volné na pracovni plose za pokojové teploty. Po inkubaci jsme ze vzorku
ptenesli 1 ml do 1 ml 1xPBS (pH = 7,4) napipetované¢ho ve FACS zkumavce. Nésledné jsme
vzorky analyzovali pritokovou cytometrii Canto FACS v PE-A kanale stejn¢ jako vzorky pfi
meéteni AY. Pro analyzu jsme pouzili méfeni z 10 000 eventl/bunck. Experimenty jsme
provadeéli v biologickém triplikatu.
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2.5 Stanoveni AY s vyuzitim Safraninové eseje

Dalsi metodou pro méfeni AW byla Safraninova esej fungujici na principu fluorometrie. Tato
metoda funguje na principu méteni fluorescence mitochondrii, které byly uvolnény z bunck
permeabilizovanych digitoninem. Tuto fluorescenci zptisobuje Safranin O, ktery se v zavislosti
na rizné hladiné AY kumuluje v mitochondriich.

Safranin O se diky své struktufe, ve které je pfitomna amoniova skupina, chova jako kation, a
tudiz ma tendenci interagovat se zaporné nabitymi strukturami. V nasem piipadé¢ se jednd o
vnitini membranu mitochondrie. Pfi méfeni stimulujeme mitochondrii, coz zpusobi
jeji polarizaci a zvySeni hodnoty AW, ¢imz dojde k vétsi akumulaci Safraninu O ve vnitini
membrané. Molekuly Safraninu O ve vysSich koncentracich agreguji, méni strukturu a dochazi
tak k utlumeni signalu fluorescence (tzv. quenching) (Figueira et al., 2012). Nizsi signal
fluorescence tedy méfime u mitochondrii s vysokou hodnotou AY, a naopak vysoky signal
fluorescence méfime u inhibovanych mitochondrii s niz§i hodnotou AY.

K experimentu jsme do zkumavky odebrali 2*10% bunék dané kultury, které jsme sto&ili
(1400xg, 10 min, RT) a resuspendovali v 1 ml ANT (Adenine Nucleotide Translocase) pufru
(Tab. 2) s ptidanym MgCl, o koncentraci 1,5 mM. Nasledné jsme vzorek ptenesli do Eppendorf
zkumavky a nechali bunky stoc€it (1100xg, 7 min, RT). Béhem toceni jsme do kyvety pro méteni
vlozili magnetické michadlo a napipetovali 2 ml ANT pufru o pH 7,25 s pfidanym MgCl,. Déle
jsme piidali 5 pM Safranin O a digitonin, jehoZ koncentrace byla pro BF a DK 4 uM a pro PF
8 uM. Roztok jsme nasledné ve fluorimetru homogenizovali. Po dekantovani odstiedéného
média jsme buinky resuspendovali 2 ml homogenniho roztoku zkyvety, ¢imz doslo
k permeabilizaci bun€k (pomoci digitoninu) a uvolnéni mitochondrii. V nasem experimentu
jsme dale mitochondrie z permeabilizovanych bunék stimulovali pomoci ATP a nasledné
ptidavali sledovanou latku, tedy bedaquilin nebo venturicidin A. Pro srovnani mechanismu
ucinku jsme jako kontroly pouzili chemikalii oligomycin, ktery mitochondrii inhibuje
zablokovanim ATP syntazy a chemikalie FCCP a SF6847, které funguji jako protonofory, tedy
pfenasi protony skrze membranu, ¢imz rusi AW.

Slozka pufru Finalni koncentrace
KCl 8 mM

NaCl 10 mM
Glukonat sodny 110 mM
HEPES 10 mM
K>HPO4 10 mM

EGTA (K') 0,015 mM

BS4 0,5 mg/ml
Mannitol 10 mM

Tabulka 2 Slozeni ANT pufru (Adenine Nucleotide Translocase buffer)
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3 VYSLEDKY

3.1 Resazurinova esej na méreni cytotoxického vlivu (Alamar
blue assay)

Pomoci eseje na méteni cytotoxicity jsme stanovili IC50 téméf vSech zkoumanych chemikalii.
Pro reprezentaci miry spolehlivosti dat ziskanych jednotlivymi méfenimi se pouziva statisticka
hodnota zvana koeficient determinace (R?). Koeficient determinace v naSem piipadé udava
kvalitu, sjakou naméfena data reprezentuje kiivka regrese. Jinymi slovy vyjadiuje miru
vé€rohodnosti dat a reproducibilitu mé&feni, nebot’ jsme R? zjistovali v ramci biologickych
triplikatt kazdé latky. Naméfené hodnoty, u kterych odpovidd R? rovno nebo vyssi 0,97, je
mozno povazovat za velmi reproducibilni (Northumbria University, 2. 1. 2025).

Latka Koncentrace Pridany Objem Vysledna koncentrace ve 12.
zasobniho roztoku objem latky média jamce (s pridanou kulturou)

Bedagquilin 40 mM Sul 195 ul 500 uM
Proguanil 40 mM Sul 195 ul 500 uM
Epicatechin 40 mM Sul 195 ul 500 uM
Catechin + 40 mM 10 pl 190 pl 1000 mM
Catechin + 40 mM 10 pl 190 pl 1000 mM
Venturicidin A 100 uM 2ul 198 ul 500 nM
Hygromycin 25 mg/ml 2ul 198 ul 0,125 mg/ml

Tabulka 3 Ptehled latek pro pfipravu desticky

3.1.1 Resazurinova esej — bedaquilin

Pro latku bedaquilin jsme stanovili hodnoty IC50 s vysokou vérohodnosti u vSech linii PF, BF
1 DK. U procyklického stadia, kde jsme se pohybovali s namétenymi IC50 v fadech desitek uM
(Tab. 4), vidime rozdil mezi zméfenymi hodnotami IC50 pro formu kultivovanou v médiu
s glukozou a formu v médiu bez glukézy. Glukdza v médiu slouzi jako podpiirny zdroj energie
v piipad¢€, Ze oxidativni fosforylace neni schopna dodat dostate¢né mnozstvi ATP. Je tudiz
logické, ze u forem v médiu s glukézou je IC50 10x vyssi nez u formy v médiu bez glukdzy
(Obr. 13 vpravo). U krevnich forem a DK jsme IC50 namé¢fili v fadech jednotek uM ukazujici
na fakt, ze bedaquilin je potentni inhibitor. Tim, ze IC50 hodnoty nebyly rozdilné u testovanych
mutanti, mizeme také usoudit, ze efekt bedaquilinu neni pfimo napojen na mitochondridlni
substratovou fosforylaci krevnich forem (Taleva et al., 2023).

Bedaquilin (uM)
T. brucei T. evansi
Procyklicka forma PF Krevni forma BF Dyskinetoplastida DK
+ glukéza | - glukéza | Wt AAC | ScoAS B1 | ScoAS B2 Wt
IC50 95,45 10,04 2,806 | 2,363 2,035 2,633 1,856
R’ 0,9974 0,976 0,9922 | 0,9843 0,9958 0,9769 0,9941

Tabulka 4 Vysledné hodnoty resazurinové eseje pro bedaquilin
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Obrazek 13 Méfeni intenzity fluorescence resazurinovou eseji u bedaquilinu

(nM)

3.1.2 Resazurinova esej — venturicidin A

IC50 venturicidinu A jsme stanovili u vSech stadii s vyjimkou DK (Tab. 5) . V tomto ptipadé¢
by méfeni nemélo smysl, nebot’ DK nevyuzivaji Fo podjednotku ATP syntadzy, jez venturicidin
A inhibuje (Hauser et al. 2024). Hodnoty IC50 s vysokym R? se pohybovaly v fadech jednotek
nM. Uginek venturicidinu A na jednotliva stadia byl podobny a naméfené rozdily zanedbatelné
(Obr. 14 vlevo).

Venturicidin A (nM)
T. brucei T. evansi
Procyklicka forma PF Krevni forma BF Dyskinetoplastida DK
+ glukéza | - glukéza | Wt AAC | ScoAS Bl | ScoAS B2 Wt
IC50 3,733 1,959 1,869 | 1,736 2,81 2,45 —
R’ 0,9776 0,9953 | 0,9358 | 0,9989 | 0,9827 0,9917 —

Tabulka 5 Vysledné hodnoty resazurinové eseje pro venturicidin A (—...méfeni neprovedeno)
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Obrazek 14 Méfeni intenzity fluorescence resazurinovou eseji u venturicidinu A

3.1.3 Resazurinova esej — proguanil

IC50 pro proguanil jsme stanovili pro vSechna stadia (Tab. 6). U procyklickych stadii, kde se
IC50 pohybovalo v fadech desitek az stovek uM, byl opét patrny ocekavany rozdil mezi formou
rostouci v médiu s glukdzou a bez glukdzy. Krevni formy se svymi IC50 hodnotami navzajem
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markantné nelisily, av§ak u DK je z kiivky 1 dat patrna vyraznéjsi citlivost na proguanil (Obr.

v

15 vlevo). DK byly zhruba 4x citlivejsi nez BF.

Proguanil (uM)
T. brucei T. evansi
Procyklicka forma PF Krevni forma BF Dyskinetoplastida DK
+ glukéza | - glukéza | Wt AAC | ScoAS Bl | ScoAS B2 Wt
1C50 131,6 58,64 20,1 21,39 21,97 21,76 5,666
)i 0,9807 0,995 0,9892 | 0,9989 0,9961 0,9988 0,9927
Tabulka 6 Vysledné hodnoty resazurinové eseje pro proguanil
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Obrazek 15 Méfeni intenzity fluorescence resazurinovou eseji pro proguanil

3.1.4 Resazurinova esej — catechin (+), catechin (%), epicatechin (-)

V resazurinové eseji jsme dale testovali latky catechin (+), catechin (+) a epicatechin (-).
Zmétené hodnoty IC50 se pohybovaly v uM koncentraci, avSak tyto hodnoty jiz hranici
s rozpustnosti zkoumanych latek, coZ snizuje R? jednotlivych méfeni. Inhibice bunék byla
patrnd pouze ve vyssich koncentraci zkoumané latky (Obr. 16). Vzhledem k nemoZznosti
spolehlivého stanoveni IC50 této skupiny chemikalii, jsme se rozhodli dale v analyze
cytotoxického ucinku téchto latek a zjisStovani jejich potencialnich cilii v buiice nepokracovat
(Tab.7,8a9).

Catechin + (UM)
T. brucei T. evansi
Procyklicka forma PF Krevni forma BF Dyskinetoplastida DK
+ glukéza | - glukdéza | Wt AAC | ScoAS Bl | ScoAS B2 Wt
IC50 * 392,2 * - - - 126,5
R’ * 0,9919 * — — — 0,8159

Tabulka 7 Vysledné hodnoty resazurinové eseje pro catechin + (—...méfeni neprovedeno; *...hodnoty nelze
povazovat za spolehlivé z diivodu nizkého R?)

Catechin + (uUM)
T. brucei T. evansi
Procyklicka forma PF Krevni forma BF Dyskinetoplastida DK
+ glukéza | - glukéza | Wt AAC | ScoAS Bl | ScoAS B2 Wt
IC50 * 231,1 64,41 - - - 43,31
R’ * 0,9882 | 0,8694 — — — 0,6228

Tabulka 8 Vysledné hodnoty resazurinové eseje pro catechin + (—...méfeni neprovedeno; *...hodnoty nelze
povazovat za spolehlivé z diivodu nizkého R?)
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Epicatechin - (uM)

T. brucei T. evansi
Procyklicka forma PF Krevni forma BF Dyskinetoplastida DK
+ glukéza | - glukéza | Wt AAC | ScoAS Bl | ScoAS B2 Wt
IC50 * 238,6 65,03 - - - 49,26
R’ * 0,99 0,8318 — — — 0,9801

Tabulka 9 Vysledné hodnoty resazurinové eseje pro epicatechin - (—...méfeni neprovedeno; *...hodnoty nelze

povazovat za spolehlivé z diivodu nizkého R?)
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Obrazek 16 Méfeni intenzity fluorescence resazurinovou eseji pro catechin +, catechin + a epicatechin -
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3.2 Vliv testovanych latek na AY v souvislosti s Zivotaschopnosti
bunék

M¢éteni mitochondrialniho membranového potencidlu AY jsme provadéli 2 metodami se
zacilenim na dvé sledované latky, a to venturicidin A a bedaquilin.

Prvni zahrnovala metodu s pouzitim TMRE jako fluorescenéniho indikatoru AY a dopliujici
méteni Zivotaschopnosti bunék s pouzitim PI. Pro moZznost zkoumani a vzajemného srovnani
jsme se rozhodli métit buiiky v nasobcich zjisténé ucinné hodnoty IC50 (Tab. 10). Pfi méteni
jsme tak vzajemné srovnavali buiikky nevystavené sledované latce, buniky ve 2x zvysené zjisténé
koncentraci IC50 a buiiky vystavené 5x zvySené koncentraci IC50. Pfi tomto vzajemném
porovndvani jsme provadéli méteni v triplikatech a nasledné statistickym parovym t-testem
zjistili hodnotu signifikance p. Ta vyjadiuje statistickou vyznamnost rozdilu mezi namétenymi
daty. Piesnéji p vyjadiuje pravdépodobnost, s jakou lze sledovanéd data prohlasit za nulovou
hypotézu, tedy s jakou pravdépodobnosti nenachdzime rozdilnost mezi sledovanymi daty
(Simply Psychology, 29.1.2023). Hodnotu p popisujeme zkratkovou symbolikou nad svorkou
vzdy pro 2 méfeni (Tab. 10).

Zkratkova symbolika Hodnota p Statisticka vyznamnost
ns p>0,05 rozdil naméfenych hodnot je statisticky nevyznamny
(non-significant)
* p=<0,05 rozdil naméfenych hodnot je statisticky vyznamny
o p=<0,01 rozdil naméfenych hodnot je statisticky velmi
vyznamny
ohotoly P <0,0001 obrovska statistickd vyznamnost, témét zadna Sance

nulové hypotézy

Tabulka 10 Vysvétlivky grafickych symboli statistické vyznamnosti pfi parovém porovnavani

Druhé metoda, safraninova esej, ndm byla napomocna k posouzeni mechanismu inhibice ATP
syntazy sledovanymi latkami. Toto srovnani jsme provedli s vyuzitim znamého substratu ATP
a inhibitord ATP syntazy, jejichz ptsobeni se projevuje zménou polarizace mitochondridlni
membrany (Tab. 11). Pro vys$si vypovédni hodnotu této metody jsme testovali rizné variace
ATP, inhibitorti a sledovanych latek. Kazdé méfeni jsme provadeéli v biologickém triplikatu a
ve vysledcich uvadime reprezentativni graf.

Latka Vliv na ATP syntizu, mitochondrii | Projev v grafu | Finalni koncentrace
ATP Hydrolyticky rozkladany substrat, Pokles signalu 1 mM
polarizace
Oligomycin Inhibitor blokujici c-ring (Fo ¢ast), Zvyseni signalu 10 pg/ml
depolarizace
SF6847 Inhibitor rusici AY pienosem Zvyseni signalu 250 nm
(protonofor) protontl, depolarizace

Tabulka 11 Latky vyuzivané v Safraninovych eseji a jejich finalni koncentrace
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3.2.1 Méreni TMRE a PI s venturicidinem A

Pouze u procyklické a krevni formy 7. brucei jsme méfili membranovy potencidl pomoci
TMRE a zivotaschopnost bunék pii inkubaci s venturicidinem A ve vyssi koncentraci, nez IC50
venturicidinu A. Pro DK by toto méfeni bylo bezpfedmétné, nebot’ podle dostupné literatury
(Hauser et al.,, 2024) venturicidin A inhibuje F, ¢ast ATP syntdzy trypanosom, kterou
dyskinetoplastické bunky postradaji.

Sledovana latka 1xIC50 | 2xICS50 | SxIC50
BF 1,9 nM 3,8nM 9,5nM

PF (bez glukozy) 2nM 4 nM 10 nM

Tabulka 12 Pfehled koncentraci IC50 pouzitych pii méteni s TMRE a PI s venturicidinem A

Venturicidin A

U procyklického stadia jsme pomoci TMRE mohli pozorovat statisticky signifikantni pokles
AY jiz po osmihodinové inkubaci s venturicidinem A (Obr. 17 vlevo), avSak imrtnost bunék
zlstavala v navysSujicich se koncentraci IC50 nizka a neménila se (Obr. 17 vpravo).

PF-TMRE méfeni AY PF-PI méfeni Zivotaschopnosti
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Obrazek 17 Vysledek PF méfeni AY pomoci TMRE a dopliiujici méfeni zivotaschopnosti bunék s PI (8hodinova
inkubace s venturicidinem A)

Pfi navyseni inkubaéni doby PF s venturicidinem A na 24 hodin jsme nepozorovali vyrazné
zmény oproti sledovani pti osmihodinové inkubaci (Obr. 18). Stale dochédzelo k mirnému, 1
kdyz statisticky vyznamnému poklesu membranového potencidlu, aniz by byla ovlivnéna
zivotaschopnost bun¢k. Toto pozorovani je zajimavé, nebot’ v pfipadé Ze by venturicidin A
ovlivitoval pouze ATP syntazu, ocekavali bychom spiSe hyperpolarizaci membrany, jelikoz PF
formy vyuzivaji oxidativni fosforylaci. Naméfeny mirny pokles membranového potencialu
naznacuje, ze tato latka muze také mirné ovliviiovat dal$i metabolické drahy, které jsou
propojeny s tvorbou membranového potencialu u tohoto stadia.

30



PF-TMRE méreni AW PF-PI méreni

150- (24 hodin) 100- Zivotaschopnosti (24 hodin)

S % 80+

= 100 g

3 2 60

= =

3 4

@ 404

£ 50- E

é = ns ns
< X 207 I " 1

0- 0l Selupute ofeptde ofembo
0x 2x 5x 0x 2x 5x
IC50 venturicidinu A IC50 venturicidinu A

Obrazek 19 Vysledek PF méteni AY pomoci TMRE a doplitujici méfeni zivotaschopnosti bun¢k s PI (24hodinova
inkubace s venturicidinem A)

Po osmihodinové inkubaci krevnich forem s venturicidinem A jsme pozorovali signifikantni
pokles AY. V koncentraci 5x IC50 ¢inil AY zhruba 50 % piivodni hodnoty fluorescence
neindukovanych bunék (Obr. 19 vlevo), pfesto ale doSlo jen k mirnému, byt statisticky

vyznamnému ndristu podilu mrtvych bunék ve sledované kultute, a to z 3 % v Ox IC50 na 6 %
ve 2x IC50 (Obr. 19 vpravo).
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Obrazek 18 Vysledek BF méfeni AY pomoci TMRE a doplitujici méfeni zivotaschopnosti bunék s PI (8hodinova
inkubace s venturicidinem A)

Po navyseni inkuba¢ni doby na 24 hodin s venturicidinem A byl patrny okamzity silny pokles
AY zhruba o 70 % pivodni hodnoty AY jiz v 2x IC50 (Obr. 20 vlevo). Tento drasticky pokles
se projevil 1 vy$si umrtnosti bun¢k (Obr. 20 vpravo). Tyto vysledky potvrzuji ptivodni hypotézu,
ze venturicidin A inhibuje ATP syntdzu a u krevnich forem zptisobuje pokles membranového
potencialu, jenZ ma za nasledek smrt bunky.
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Obrazek 20 Vysledek BF méteni AY pomoci TMRE a dopliiujici méteni zivotaschopnosti bunék s PI (24hodinova
inkubace s venturicidinem A)

3.2.2 Meéreni Safraninové eseje s venturicidinem A

Venturicidin A je znam svou afinitou k c-ringu v F, podjednotce ATP syntdzy, ¢imz ji inhibuje.
Nase vysledné kiivky ziskané Safraninovou eseji pro venturicidin A reprezentuji latku, ktera
ma vliv na AY a specificky ovliviluje ATP syntdzu. Vysledky métfeni venturicidinu A tak byly
esencialni pro porovnani jeho uc¢inku na AY a uc¢inku bedaquilinu na AY.

Z méfeni PF Safraninovou eseji vyplyva, Zze po pfidani ATP probéehla prudkd polarizace
membrany mitochondrie (Obr. 21). Po pfidani venturicidinu A (5x IC50, 10 nM)
nedoslo k o¢ekavanému snizeni AY. Protoze Zadnou depolarizaci nevyvolalo ani pfidani
kontroly oligomycinu ¢i SF6847, nemlizeme na zaklad¢ této eseje vytvofit Zadné zavery o
funkci venturicidinu A na mitochondrialni membranovy potencial in vitro u tohoto stadia. Tento
vysledek byl zaznamenam ve vSech tfech méfeni.
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Obrazek 21 Safraninova esej PF — ATP + VentA (venturicidin A) + OLG (oligomycin) + SF6847
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Po polarizaci BF mitochondrii pomoci ATP pii Safraninové eseji zplsobilo piidani
venturicidinu A (findlni koncentrace 5x IC50, 9,5 nM) kompletni depolarizaci mitochondridlni

membrany, kterou déle jiz nebyl schopen déle depolarizovat ani oligomycin nebo SF6847 (Obr.
22).
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Obrazek 22 Safraninova esej BF — ATP + VentA (venturicidin A) + OLG (oligomycin) + SF6847

Stejny trend v kiivce jako venturicidin A jevil i protonofor FCCP. Jednalo se tak o dalsi
kontrolu podporujici vysledky z jinych publikaci, ze venturicidin A narusuje F, ¢ast ATP
syntazy a zabrafiuje tak udrzovani AY timto enzymem. Po Safraninové eseji s FCCP (findlni
koncentrace 100 uM u DK i BF) jsme u obou forem v grafu pozorovali depolarizaci a snizeni
AY (Obr. 23).
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Obrazek 23 Safraninova esej BF a DK — ATP + FCCP + SF6847
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3.2.3 Meéreni TMRE a PI s bedaquilinem

Pro tato méfeni jsme pouzili buiiky PF, BF i DK. Pro pfidani DK bunék jsme se rozhodli,
protoze jen jeden z predpoklddanych mechanismii funkce bedaquilinu cili na F, podjednotku

ATP syntazy. Pokud by doslo ke zméné membranového potencialu, naznaovalo by to jiny
mechanismus nez blokaci rotace F, ¢asti.

Sledovana latka

1x IC50 2x IC50 5x IC50

BF 3uM 6 uM 15 uM

Bedaquilin PF (bez glukézy) 10 uM 20 uM 50 uM
DK 2 uM 4 uM 10 uM

Tabulka 13 Pfehled koncentraci IC50 pouzitych pii méteni s TMRE a PI s bedaquilinem

Po osmihodinové inkubaci procyklického stadia 7. brucei s bedaquilinem nebyl patrny rozdil v
hodnoté¢ AY mezi populacemi s rozdilnymi nésobky IC50 (Obr. 24 vlevo). A¢ zvySeni
membranového potencialu nebylo statisticky prikazné, mirné navyseni poukazuje na moznost,
ze bedaquilin ovliviiuje funkci ATP syntdzy, ktera u PF forem vyuziva AW k tvorbé ATP a jeji
inhibice by méla zplisobit hyperpolarizaci membrany (Hierro-Yap et al., 2021). V souladu
s nizkym vlivem bedaquilinu na AY, esej uréena ke zjisténi zastoupeni mrtvych vs. zivych
bun¢k prokdzala to, ze ani ve vysSich koncentraci sledované latky nedochdzi k usmrceni
trypanosom (Obr. 24 vpravo).
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Obrazek 24 Vysledek PF méfeni AY pomoci TMRE a dopliujici méfeni zivotaschopnosti bunék s PI (8hodinova
inkubace s bedaquilinem)

Pro krevni stddium 7. brucei nebyla taktéz patrnd zména AY mezi populaci neinkubovanou
s bedaquilinem a populaci s 5x IC50 koncentraci bedaquilinu (Obr. 25 vlevo). PI esej
zivotaschopnosti bun¢k ndm ukézala drobny nariist bunék usmrcenych v koncentraci 5x IC50.
Meéteni opét probehlo po 8hodinové inkubaci s bedaquilinem (Obr. 25 vpravo).
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Obrazek 25 Vysledek BF méteni AY pomoci TMRE a doplitujici méfeni zivotaschopnosti bunék s PI (8hodinova
inkubace s bedaquilinem

Vzhledem ke skutecnosti, ze ATP syntaza aktivné ptispiva k tvorbé AY u BF, a z divodu
spotieby bedaquilinu, ktera byla u BF vyrazné¢ nizsi nez u PF, jsme se rozhodli prodlouzit dobu
inkubace na 24 hodin pouze u BF. Po prodlouzeni inkuba¢ni doby jsme zaznamenali statisticky
prikazny pokles AY, a to jiz v koncentraci 2x IC50 (Obr. 26 vlevo). Esej PI prokazala zvySenou
umrtnost v koncentraci 2x IC50 (Obr. 26 vpravo). Méteni v 5x IC50 nemohlo byt uskutecnéno
z diivodu toho, Ze vSechny buiiky v dané kultute byly jiz mrtvé. V pribehu inkubace doslo 1
k drastické zméné morfologie, kdy se paraziti rozpadli, nebo vytvateli malé kulovité utvary, se
kterymi nebylo mozné esej uskutecnit. Tento vysledek poukazuje na moznost, Ze bedaquilin
inhibuje ATP syntazu, ale az pfi vysSich koncentracich a del§im piisobeni.
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Obrazek 26 Vysledek BF méteni AY pomoci TMRE a dopliiujici méteni zivotaschopnosti bunék s PI (24hodinova
inkubace s bedaquilinem)

Poslednim métenou formou s TMRE a PI byla DK, tedy 7. evansi. Zde jsme po 8hodinové
inkubaci s bedaquilinem pomoci TMRE zaznamenali mirny pokles AY (Obr. 27 vlevo) a
zaroven vysokou umrtnost bunék ve vyssich koncentracich IC50 (Obr. 27 vpravo).
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inkubace s bedaquilinem)

3.2.4 Meéreni Safraninové eseje s bedaquilinem

Naésledujici Safraninové eseje provedené pro buniky PF, BF a DK slouzily ke srovnani u¢inku
bedaquilinu na AW.

Safraninova esej za pifitomnosti ATP nam umoznila pozorovat v grafu typickou polarizaci, a
tudiz pokles signalu, vyvolany ptfevracenim aktivity ATP syntdzy, kterd za téchto podminek
rozklada ATP za vzniku AY. Po piidani bedaquilinu (findlni koncentrace 5x IC50, tj. 50 uM)
jsme nepozorovali vyrazné zmény. AvSak piidanim oligomycinu, doslo pravdépodobné
k zéastavé rotace ATP syntdzy, a tim i k patrné depolarizaci membrany, coZ miizeme pozorovat
i v grafu (Obr. 28). Méfeni jsme ukoncili pfidanim SF6847. Safraninova esej ukazala, Ze
bedaquilin se nejspiSe nevaze na c-ring ATP syntdzy procyklického stadia 7. brucei obdobné
jako inhibitor oligomycin. V kombinaci s méfenimi pomoci TMRE a PI usuzujeme, Ze
bedaquilin neovliviiuje pfimo ATP syntazu procyklického stadia 7. brucei a jeho cytotoxicita
miZze byt zpiisobend inhibici jinych bunéénych funkcich.
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Obrazek 28 Safraninova esej — PF + ATP + BDQ (bedaquilin) + OLG (oligomycin) + SF6847

Vysledky méfeni krevni formy s bedaquilinem byly velmi podobné vysledkim meéfeni
procyklického stadia. Pfidani ATP vyvolalo polarizaci mitochondridlni membrany. Bedaquilin
(finalni koncentrace 5x IC50, 15 uM) vySku AY neovlivnil, a¢ oligomycin membranu zcela
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viditeln€ depolarizoval (Obr. 29). VSechna méfeni byla opét ukoncena SF6847, ktery uz nemél
dalsi aditivni efekt.

BF: ATP + BDQ + OLG + SF6847
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Obrazek 29 Safraninova esej — BF + ATP + BDQ (bedaquilin) + OLG (oligomycin) + SF6847

Pii méfeni DK Safraninovou eseji byla patrna pozvolna depolarizace po pfidani bedaquilinu
(findlni koncentrace 5 x IC50, 10 uM). Depolarizaci taktéz ukézal oligomycin, coz je
zajimavym zjiSténim vzhledem k tomu, ze DK forma nema Fo ¢ast ATP syntdzy. NejspiSe i
v absenci podjednotek formujici protonovy pdér méa oligomycin vliv na hydrolyzu ATP
prostiednictvim ATP syntazy (Obr. 30).
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Obrazek 30 Safraninova esej — DK + ATP + BDQ (bedaquilin) + OLG (oligomycin) + SF6847
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4 ZAVER A DISKUZE

Resazurinovym testem jsme byli schopni stanovit hodnoty IC50 u vétsiny sledovanych latek.
Pii testovani skupiny catechinti a epicatechinti jsme IC50 nebyli schopni urcit z divodu nizké
ucinnosti téchto latek na Zivotaschopnost bunék a limitu rozpustnosti latek v rozpoustédle
DMSO, které je pti vysSich koncentracich také toxické pro buiiky trypanosom. Nabizi se tak
moznost méteni opakovat s jinym rozpoustédlem, v némz by rozpustnost sledovanych latek
byla vyssi, a samotné rozpoustédlo by neovliviiovalo zivotaschopnost bun¢k. Nalezeni toho
rozpoustédla bude ovSem obtizné, nebot’ napiiklad ethanol, aprotické rozpoustédlo podobné
jako DMSO, sice umozituje vyss$i rozpustnost sledovanych latek, ale na builky plsobi
negativnim vlivem jiz pti fedéni 1:40 (pozorovéani v laboratofi). Dale bychom v idedlnim
ptipadé provedli méfeni vSech forem diastereoizomerti catechinu a epicatechinu, které by diky
sterickym odliSnostem mély mit odliSny mechanismus plsobeni (Acin-Perez et al., 2023).
Z dtvodu komer¢ni nedostupnosti n€kterych téchto latek vSak tyto experimenty nebylo mozno
uskutecnit. Konkrétné se jedna o formy epicatechin (+) a catechin (-), ktery jsme testovali jako
smés s catechinem (+).

IC50 hodnoty jsme uspésné urcili pro bedaquilinu, proguanil a venturicidinu A u veskerych
bunéénych linii. Déle se nam podafilo spolehlivé wurcit odliSnou senzitivitu vici
antiparazitickym latkdm u 7. evansi a jednotlivych forem a bunécnych linii 7. brucei.
Ocekavané rozdily jsme také detekovali mezi procyklickymi formami, které rostly v médiu bez
glukozy a s glukdzou, kde se rozdily pohybovaly az v fadu desitek. Tento rozdil v namétenych
hodnotéch je disledkem rizné zavislosti trypanosom na tvorbé ATP oxidativni fosforylaci za
raznych kultivacnich podminek (Coustou et al., 2008). Dale jsme se v této praci pokusili
rozkli¢ovat rozdily IC50 mezi riznymi stadii trypanosom a jednotlivymi liniemi pomoci eseji
na uréovani membranového potencidlu. Témito experimenty jsme zkoumali latky venturicidin
A a bedaquilin. U obou té€chto latek byla vyslovena hypotéza, Ze cili na ATP syntdzu, tedy
enzym, ktery v kazdém Zivotnim stadiu trypanosom ovlivituje A¥ riznymi zpisoby. Na méfeni
AY jsme pouzili dv€ nezavislé metody, které zkoumaji membranovy potencial in vitro (Safranin
O) ¢iin vivo (TMRE).

Venturicidin A byl jiz v literatufe popsan jako potencialni inhibitor ATP syntazy (Hauser et al.,
2024). Tato publikovana studie ukdzala, ze inkubace krevnich forem Trypanosoma brucei
s venturicidinem A ma za nasledek snizeni AW, nebot’ se latka vaze na c-ring F, ¢asti ATP
syntazy. Vysledky tohoto ¢lanku se ndm povedlo replikovat za pouziti ekvivalentnich metod.
Drobné odlisnosti hodnot IC50 zmétenych pro Venturicidinu A mohly byt zptisobené riznymi
kultiva¢nimi médii trypanosom a jinymi bunéénymi liniemi (BF Trypanosoma b. brucei 427,
IC50: 1,87 nM vs. BF T. b. brucei 2T1, 1C50: 21,49 + 1,13 nM).

Za pouZiti obou eseji jsme také ukazali, ze 1 pies negativni vliv bedaquilinu na buniky parazita
Trypanosoma brucei, neni inhibice zplUsobena ovlivnénim AY. Méfenim AW s vyuzitim
Safraninu O jsme prokazali, ze bedaquilin u trypanosom nejspise nefunguje ani jako inhibitor
ATP syntazy, ani jako protonofor, nebot’ vysledky méfeni ukézaly rozdilné chovani
v porovnani se znamym protonoforem FCCP. Zjisténé vysledky a signifikantné vysoké hodnoty
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IC50 bedaquilinu u trypanosom od hodnot u jinych organismi, mohou nasvédcovat absenci
vazebného mista pro inhibici. Tato moZznost je vice nez pravdépodobnd, nebot” ATP syntaza u
trypanosom je unikatni hned z n¢kolika aspektid (Gahura et al., 2021). Nejen, Zze se velmi
odliSuje svym proteinovym sloZzenim v porovnéni s ostatnimi organismy, ale dokonce ma
schopnost reverze v prubéhu Zzivotniho cyklu trypanosomy. Tento jev, jehoZz paralelu
nenachdzime u jinych organismil, viddme pouze v kratkych intervalech, kdy se organismy
ocitnou v prostfedi s nizkych obsahem kysliku (hypoxie ¢i anoxie) a potiebuji kratkodobé
udrzet membranovy potencial (Acin-Perez et al., 2023; Chinopoulos et al., 2010). Abychom
mohli zjistit, zda je odliSna struktura ATP syntdz Trypanosomy brucei (Gahura et al., 2021) a
Mpycobacteria tuberculosis (Guo et al., 2021) divodem pro tak signifikantni rozdily v efektivité
bedaquilinu, je tfeba provést strukturdlni modelaci a porovnani ATP syntdz obou organismd.
Protoze tato modelace naprosto ptesahuje casovou dotaci pro tento projekt a je tieba
kvalifikovaného odbornika, bude v blizké dobé navéazana spoluprace s Laboratoti evoluce
makromolekularnich komplexti na Biologickém centru AV CR pod vedenim Mgr. Ondieje
Gahury, Ph.D. Po ziskani téchto poznatkii, bude tato sttedoSkolsk4 odborna prace zékladem pro
védeckou publikaci o mechanismu fungovani aktivni latky v 1é¢ivu Sirturo a predlozi mozné
strukturni prerekvizity pro efektivni latky inhibujici ATP syntdzu u medicinsky diilezit¢ho
parazita Trypanosoma brucei.
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