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Abstrakt

Sekrecni systém typu Il (T2SS) je jednim ze sekrecnich systémi, pomoci nichZz gramnegativni
bakterie transportuji nékteré ze svych proteinll pres vnéjsSi membranu. Vlastni prechod pres
membranu je zprostfedkovan pérem tvofenym nékolika kopiemi proteinu zvaného GspD neboli
sekretin. Ten byl objeven spolu se tfemi dalSimi podjednotkami T2SS v genomu nékterych prvokd,
naptiklad u Naegleria gruberi, Andalucia godoyi, Reclinomonas americana, Neovahlkampfia
damariscottae ¢i u dvou zastupcl rodu Malawimonas. Bylo zjisténo, Ze tyto proteiny lokalizuji do
mitochondrie. Pokud by byla zachovana plivodni funkce i orientace T2SS, jednalo by se o naprosto
unikatni systém, nebot export proteinii z mitochondrii doposud nebyl popsan. Sekretin je zcela
esencialni podjednotkou T2SS, kterad neplni pouze roli pasivniho membranového kanalu, ale Gcastni
se aktivné i rozpozndvani substratu. Studium eukaryotického sekretinu by tedy mohlo pfinést cenné
poznatky o funkci mitochondridlniho T2SS. Experimentalni ¢ast této diplomové prdce se proto
zamérfuje na charakterizaci eukaryotického GspD, zabyvd se skladanim sekretinového kanalu
v bakteriich a umélych membrdndch, popisem jeho interakci s dalSimi podjednotkami a

mechanismem importu sekretinového monomeru do mitochondrii.

Klicova slova

Sekre¢ni systém typu |l, mitochondrie, proteinovy transport, sekretin, Naegleria gruberi,

Malawimonas, endosymbidza.



Abstract

Type |l secretion system (T2SS) is one of the secretion systems found in gram-negative bacteria that
provides transport of some bacterial proteins across the outer membrane. The passage through the
membrane is mediated by a pore assembled from subunits called GspD or secretin. Together with
three other components of T2SS, GspD was discovered in the genome of several protists including
Naegleria gruberi, Andalucia godoyi, Reclinomonas americana, Neovahlkampfia damariscottae or
in s species of genus Malawimonas. Previously it was found out that these proteins localize into the
mitochondria. If found functional and with analogous topology to the bacterial system, the
eukaryotic T2SS would represent unique mitochondrial protein export system. Secretin is essential
subunit of T2SS which is not only the passive membrane channel, but also participates in the
recognition of the substrate. Therefore, the research of the eukaryotic secretin could bring a
valuable knowledge about the function of the mitochondrial T2SS. The experimental part of this
thesis tries to characterize the eukaryotic secretin and it focuses on (i) the assembly of the secretin
channel, in both, the bacteria and in the artificial membranes, (ii) the interactions of GspD with the
other subunits of T2SS and (iii) the mechanism of import of the secretin monomer into the

mitochondrial outer membrane.
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Type Il secretion system, mitochondria, protein transport, secretin, Naegleria gruberi,

Malawimonas, endosymbiosis.
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1 Uvod

Sekretiny jsou proteiny, které vytvareji B-barelové kanaly ve vnéjsi membrané nékterych
gramnegativnich bakterii. UmoZiuji transport proteinl, DNA a fagovych partikuli pfes tuto

membranu a také vystavbu pilu typu IV na povrchu bakterii.

Jednim ze systému vyuzZivajicich sekretin je sekre¢ni systém typu Il (T2SS), jenz zajistuje
export nékterych bakteridlnich protein(, naptiklad toxind ¢i enzymd, do vnéjsiho prostredi. Je
sloZzen ze Ctyt hlavnich casti - komplexu vnéjsi membrany, jehoZ centrdlni komponentou je pravé

sekretin, pseudopilu, sekrec¢ni ATPazy a komplexu vnitfni membrany.

Ctyfi podjednotky tohoto sekreéniho systému byly objeveny v genomech nékterych
jednobunécnych eukaryot. U Naegleria gruberi, Naegleria fowleri, Andalucia godoyi, Reclinomonas
americana, Neovahlkampfia damariscottae, Malawimonas jakobiformis a Malawimonas sp. str.
249 byly nalezeny geny pro sekretin, sekre¢ni ATPazu, pseudopilin a jeden z proteint komplexu
vnitfni membrany. Ukazalo se, Ze tyto podjednotky jsou lokalizovany v mitochondrii. Je tedy mozné,
Ze se zde sklddaji v obdobu bakteridlniho T2SS. Takovy systém by byl sice znacné redukovany,
obsahoval by vsak vsechny klicové komponenty a mohl by tedy byt zcela funkéni. Pokud by navic
bylo prokazano, Ze s bakterialnim T2SS sdili funkci i orientaci a Ze zajiStuje transport protein(
z mitochondrie, jednalo by se o zcela unikatni transportni systém. Mitochondrie, které by kromé
nezbytného importu proteint dokazaly proteiny i exportovat, totiZz doposud nebyly objeveny. Navic
je moziné, Ze geny pro T2SS pochazi jiz od bakteridlniho predka souéasnych mitochondrii. Pak by
uvedeni prvoci obsahovali evoluéni mezistupen mezi bakterii a mitochondrii a pfitomnost tohoto

sekre¢niho systému by mohla byt zajimavym dlkazem endosymbiotického plivodu mitochondrie.

Vzhledem k podobnosti eukaryotického sekretinu se sekretinem z T2SS je literarni Uvod
zaméren predevsim na tento sekre¢ni systém, navic vSak kratce predstavuje i ostatni systémy
vyuzivajici sekretin. Zminén je i soucasny model evoluce zastupct rodiny sekretin(i a mechanismus
importu B-barelovych proteini do mitochondrii. V zavére¢né podkapitole reserSe jsou shrnuty
dosavadni poznatky o eukaryotickém T2SS. Cilem experimentdlni ¢asti prace je charakterizovat
mitochondrialni sekretin, pfedevsim pak otestovat jeho schopnost vytvaret péry podobném tém
bakterialnim, pozorovat jeho import do izolovanych mitochondrii a popsat interakce sekretinu

s ostatnimi podjednotkami eukaryotického T2SS.



2 Literarni prehled

2.1 Rodina sekretin

Proteiny z rodiny sekretinli se vyznacuji schopnosti tvofit multipodjednotkové kanaly ve
vnéjsi membrané gramnegativnich bakterii. V rdmci sekre¢nich systém( typu Il a Il slouZi k
transportu proteinl v nativni konformaci, podileji se na vystavbé pilu typu IV na povrchu nékterych
bakterii nebo jsou vyuzivany nékterymi filamentarnimi bakteriofagy k opusténi hostitelské buriky
(Korotkov et al., 2011). Sekretiny obsahuji konzervovanou C-koncovou membranovou doménu
(Genin and Boucher, 1994), které predchazi dvé az pét N-koncovych solubilnich domén. Pfi
strukturnich studiich bylo zjiSténo, Ze sekretinové pdry v membrané vykazuji zpravidla symetrii mezi
C12 a C20 a $itku 50 — 80 A (Korotkov et al., 2011). Dal$im znakem sekretinovych komplext je jejich
vysoka stabilita a odolnost vici pusobeni SDS. Ochranu proti proteolytickému stépeni poskytuji u
nékterych typu sekretind specifické chaperony, tzv. pilotiny, které zaroven zajistuji spravnou

lokalizaci tohoto proteinu do vnéjsi membrany (Hardie et al., 1996).

2.2 Systémy vyuzivajici sekretin
2.2.1 Sekrec¢ni systém typu Il (T2SS)

Funkéni sekreéni systém typu Il (T2SS) byl popsdan u mnoha druhl gramnegativnich bakterii,
mezi néZz mizZeme zaradit i nékolik nebezpecnych patogen(l ¢lovéka. PrestoZze pravé schopnost
sekretovat toxiny a virulencni faktory ucinila z T2SS zajimavy objekt studia, vétsSinu substratd tohoto
sekrecniho systému lze zarfadit spiSe do kategorie enzym slouZicich k zisku Zivin. Jeden z takovych
substratd, pullulanaza, lipoprotein vylucovany bakterii Klebsiella pneumoniae, sehrél klicovou roli
pfi vyzkumu T2SS. Bylo totiZ zjisténo, Ze geny nachdzejici se v okoli genu pro tento amylolyticky
enzym, jsou nezbytné pro jeho sekreci do vnéjsiho prostredi (Enfert et al., 1987). Postupné bylo
prokdzano, Ze tento sekrecni systém neni zdaleka zodpovédny jen za transport pullulanazy.
Z vyznamnych substrat(l Ize jmenovat naptiklad cholera toxin Vibrio cholerae (Sandkvist et al., 1997)
nebo termolabilni toxin Escherichia coli (Tauschek et al., 2002), které jsou oba pfimou pficinou
zavaznych prijmovych onemocnéni u ¢lovéka (Clements and Finkelstein, 1979; Finkelstein et al.,
1964). Nemaly vyznam, tentokrat hospodarsky, maji i pektat-lyazy Dickeya dadantii, které této
bakterii umoznuji stépit rostlinné bunécné stény a tim i proniknout do rostlinnych pletiv (Tardy et

al., 1997).



Podjednotky T2SS byvaji nazyvany rGzné, podle druhu bakterie, jemuz pfislusi, napfiklad Pul
u K. pneumoniae nebo Eps u V. cholerae. Nékdy také byva pouZivano oznaceni proteini pomoci
zkratky Gsp, kterd je odkazem na obecnou sekretorickou drahu (general secretory pathway), za jejiz
hlavni terminalni vétev je T2SS povazovan (Korotkov et al., 2012). Ve své praci budu pouZivat tuto
souhrnnou nomenklaturu — zkratku Gsp nasledovanou velkym pismenem specifikujicim konkrétni

podjednotku.

T2SS se sklada z 12 — 15 podjednotek, které byvaji kddovany v jednom operonu (Sandkvist,
2001). Lze ho rozdélit na 4 hlavni ¢asti. Dominantou komplexu vnéjsi membrany je sekretinovy pér
slozeny z mnoha kopii proteinu GspD. U nékterych druh( byva sekretin doprovazen jesté
lipoproteinem pilotinem (GspS), ktery slouzi k jeho navedeni do membrany. Energii pro transport
poskytuje sekreéni ATPaza (GspE). Ta svou Cinnosti zajistuje polymeraci takzvaného pseudopilu,
ktery se formuje v periplazmé z péti druh( pseudopilind (GspG, GspH, Gspl, GspJ a GspK) a poté
vynasi substraty skrz sekretinovy pdér do extraceluldrniho prostredi. Protoze sekrecni ATPaza
(vyskytujici se v cytoplazmé) a pseudopilus (vznikajici v periplazmatickém prostoru) jsou oddéleny
membranou, je potfebnd pfitomnost posledni, Ctvrté casti T2SS — komplexu cytoplazmatické
membrany. Ten zpravidla obsahuje Ctyfi proteiny (GspL, GspM, GspC a GspF) a jeho hlavni funkci je
zajistit propojeni sekrecni ATPazy a pseudopilu. Kromé téchto hlavnich podjednotek se u nékterych
druht vyskytuji jesté dalsi proteiny, napfiklad GspA a B slouZici k vazbé peptidoglykanu nebo GspN,
jehoz funkce doposud nebyla vysvétlena. Ty ovSem nejsou esencidlni pro sekreci (Korotkov et al.,

2012; Nivaskumar and Francetic, 2014).

Sekreéni systém typu II Pilus typu IV Pseudopiliny - ziskaly svdj

nazev poté, co byla objevena jejich
Extracelulérni prostor homologie s pilinem — zakladni

S <D stavebni slozkou bakterialniho pilu

vnegimenbran [ (D) M( 0 o typu IV (Bally et al, 1992).

GspS—) .
"\ Sekvenéni homologie s proteiny
i C'SPK Gspl e .
Periplazma G{l‘g Gepl PilQ zajistujicimi vystavbu tohoto pilu

GspH

GspC
'll
“ OO0000
Vnitfni membrana .
HO00000
ﬂp GspM
Cytoplazma ATP (..)
ADP +P, ADP* P ( ) sekre¢ni ATPazy (GspE), sekretinu
Mg T

(GspD) a jednoho z proteint

byla ndasledné prokdzdna i wu

nékterych dalSich podjednotek

T2SS — prepilin peptidazy (GspO),

Obrdzek 1: Podobnost sekrecniho systému typu lla a systému pro stavbu pilu
typu IV. T2SS a T4PS obsahuji ndsledujici homologni proteiny: GspD a PilQ,
GspE a PilB, pseudopiliny a PilA, GspF a PilC. Podobnost ostatnich proteind je
strukturni. Prevzato z Korotkov et el., 2012. membrany (GspF). U daldich

komplexu cytoplazmatické
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podjednotek téchto systému Ize pozorovat podobnost strukturni, jak je vidét na obrazku ¢. 1. T2SS
a systém pro vystavbu pilu typu IV (T4PS) jsou tedy s nejvétsi pravdépodobnosti evolucné pribuzné

(Hobbs and Mattick, 1993; Peabody, 2003).

2.2.1.1 Pseudopilus

Po objeveni konzervované pilinové domény v pseudopilinu byla provérovdna moznost, zda
jsou i pseudopiliny schopné tvofit vlaknité struktury. Ukdzalo se, Ze ano. Pokud jsou exprimovany
v E. coli z vysokokopiovych vektor(, Ize na povrchu bakterii pozorovat dlouha vldkna sestavajici se
z pseudopilinu GspG (Sauvonnet et al., 2000). | v pseudopilu se vyskytuje ze vSech pseudopilind
v nejvyssi koncentraci pravé GspG, ktery byvd oznaCovan jako hlavni pseudopilin. Zastoupeni
vystavbu pseudopilu. Komplex sloZzeny ze ¢tyr vedlejsich pseudopilinli se pravdépodobné nachazi
na samé Spicce pseudopilu. Jednou z jeho funkci je i zabranit tvorbé nepfimérené dlouhych vldken
na povrchu bunék. Za ptirozenych podminek se diky nim pseudopilus nachdzi pouze v prostoru mezi
dvéma bakteridlnimi membranami. Vnéjsi membranu prekondva tehdy, pokud je exprese
pseudopilinli nepfimérené vysoka a mezi stavebnimi jednotkami pseudopilu vznika stechiometricka
nerovnovaha (Douzi et al., 2009; Nunn and Lory, 1993). Stejny efekt ma i sniZzeni produkce GspK.
Naopak zvysena exprese tohoto vedlejSiho pseudopilinu ma za ndsledek zkraceni pseudopilu. Zda
se tedy, Ze GspK je primym regulatorem jeho délky (Durand et al., 2005). Komplex pseudopilin(i
Gspl, GspJ a GspK zakryva Spicku pseudopilu vtakovém udhlu, Ze neni moZna vazba dalSich
pseudopilinovych podjednotek. Nejvyse ze vsech pseudopilind vtomto heterotrimeru se pak
nachazi pravé GspK (Korotkov and Hol, 2008). K propojeni tohoto komplexu s GspG pravdépodbné
dochazi pres posledni vedlejsi pseudopilin, GspH (Douzi et al., 2009).

Stejné jako piliny jsou i pseudopiliny syntetizovany ve formé prekurzord, tzv. prepilinG (Bally
et al., 1992; Nunn and Lory, 1991). Ty vyuzZivaji SRP drahu ke kotranslacni inzerci do bakterialni
cytoplazmatické membrany, kde jsou rozpoznany prepilin peptidazou (Francetic et al., 2007). Tento
enzym odstépuje z prepilinu N-koncovou hydrofobni sekvenci, ¢imz vznikd maturovany pilin i

pseudopilin (Nunn and Lory, 1991).

2.2.1.2 Sekrecni ATPaza a komplex vnitini membrdny

Energii pro sekreci poskytuje sekrecni ATPaza, GspE. Patfi do stejné proteinové rodiny jako
oba typy ATP4z pilu typu IV nebo nékteré archealni ATPazy (Planet et al., 2001). Lokalizuje na vnitfni
stranu cytoplazmatické membrdany, kde interaguje s cytoplazmatickou doménou proteinu GspL.

Stépeni ATP pomoci sekreéni ATP&zy je nezbytné pro polymeraci pseudopilu (Sandkvist et al., 1995).
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Funkci spojky mezi GspE a pseudopilem plIni nejspiS pravé GspL. Ten svymi podjednotkami
preklenuje vnitfni membranu a interaguje jak s GspE, tak i s hlavnim pseudopilinem GspG. Po vazbé
ATPazy zméni GsplL svoji konformaci, ¢imz zprostfedkovavd prenos energie k pseudopilinovym
podjednotkam. (Gray et al., 2011; Py et al., 1999). PrestozZe se predpoklada, Ze stejné jako pribuzné
proteiny pracuje i GspE jako hexamer, nikdy se ho v této podobé nepodafilo izolovat. Za pomoci
asistencéniho hexameru se vsak i GspE sestavuje do hexamerni formy, jejiz ATPazova aktivita je
priblizné 20x vyssi neZz u monomeru (Lu et al., 2013). Ukazalo se, Ze ATPazova aktivita GspE je
zesilovana v pritomnosti GspL. Déje se tak nejspiS pravé proto, Zze GsplL podporuje vznik jeho

ucinnéjsi, oligomerni formy (Camberg et al., 2006).

Kromé zminénych podjednotek T2SS interaguje GspL s dalSim proteinem z komplexu vnitfni
membrany, GspM. Jak Gspl, tak i GspM prochdzi jedenkrat pres membranu a oba tyto
transmembranové proteiny jsou schopné tvofit homodimery. Zarovern ale tvofi spolecné
heterodimer (Sandkvist et al., 1999). Vazebna mista pro tvorbu homodimeru a heterodimeru se
véak u téchto protein prekryvaji. Pfi sekreci pomoci T2SS by mohlo dochazet k
neustalému prepinani mezi témito dvéma stavy. Zména konformace GsplL zavisejici na cinnosti
sekre¢ni ATPazy by zplsobovala zdménu jednoho typu vazby za druhy. Tim by se pseudopilus
pootocil a uvolnilo by se misto pro zabudovani dalsiho pseudopilinu (Lallemand et al., 2013).
Komplex GspL a sekrecni ATPazy interaguje ddle s membranovym proteinem GspF, ktery je diky

této interakci stabilizovan (Py et al., 2001).

Posledni z proteind vnitfni membrany, GspC, ma jednu doménu transmembranovou a dvé
dlouhé domény periplazmatické, diky nimz muze plsobit jako spojka mezi komplexy vnitfni a vnéjsi
membrany (Bleves et al., 1999). Zatimco jeho N-koncova transmembranova doména vaze Gspl a
GspM, na C-konci je schopen interagovat s periplazmatickym vestibulem sekretinového kanalu
(Korotkov et al., 2006). Periplazmatické domény GspC se navic pravdépodobné uplatiuji v

rozpoznavani substratu sekretovaného pomoci T2SS (Pineau et al., 2014).

2.2.1.3 Struktura sekretinu a sekretinového poru

Centralni komponentou komplexu vnéjsi membrany je sekretinovy poér. Jak je patrné z
obrazku €. 2, sekretin z T2SS obsahuje kromé konzervované C-koncové sekretinové domény, také
Ctyfi domény N-koncové, NO — N3. Zatimco N1 — N3 jsou sekvencné homologni a vyznacuji se tymz
strukturnim motivem (dva az tfi a-helixy, nasledované 3 vlakny B-listu), NO, nachazejici se az na
samém N-konci proteinu, se od nich lisi. Podle krystalové struktury se NO sklada ze dvou a-helix(
obklopenych z jedné strany tfemi vlakny a z druhé dvéma vlakny B-listu. Tato struktura odpovida
motivu ze signdlni domény TonB-dependentniho receptoru, ktery je schopen navazat B-list jiného

proteinu. To by mohlo naznacovat, Ze i NO se mohla uplatiiovat v protein-proteinovych interakcich,
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napfiklad se substratem nebo
Sekretinova doména
s jinou komponentou  T2SS

(Korotkov et al., 2010).

Vnéjsi barel

1

I
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I

Vnitini barel 4,

L e ———————————t
N |

L)

Sekretinova doména obsahuje 10

antiparalelnich B-list( a 4 kratké
o-helixy (Yan et al., 2017). Na
Uplném C-konci proteinu se
nachdzi jesté S-doména, jez je
specifickd pouze pro sekretiny
zT2SS (Reichow et al.,, 2010).

Tato doména slouzi k interakci s

chaperonem pilotinem, pokud je

(7'
’ 7 sz § b-‘-
u daného druhu kodovan. Po _.y‘;}
navazani pilotinu se tato predtim .. GspD K12_GspD

nestrukturovana doména Obrazek 2: Struktura monomeru GspD z V. cholerae a E. coli kmene K12.

Sekretin z T2SS se sklddd ze 4 N-koncovych subdomén NO — N3 (doména NO
v modelu chybi), konzervované sekretinové domény (kterd prispivd ke
etal., 2012). vzniku vnitiniho a vnéjsiho 8-barelu) a S-domény. Sekretinovy kandl z V.
cholerae se navic vyznacuje cepickou, kterd je tvorena krdatkou 8-vldsenkou
sekretinové domény. Prevzato z Yan et al., 2017

zformuje do podoby a-helixu (Gu

Sekretinovy por je jednim
z vlibec nejvétsich komplexd bakterialni vnéjsi membrany. Dosahuje hmotnosti kolem 1 MDa, vysky
priblizné 200 A a $itky okolo 155 A. Jak je patrné z obrazku ¢. 3, sekretinovy komplex z V. cholerae
se sklada ze tfi ¢asti, které jsou navzajem oddéleny vratky. Vlastni kandl ve vnéjsi membrané je
tvofen konzervovanymi C-koncovymi doménami. Na néj na jedné strané navazuje periplazmaticka
doména, na druhé pak extracelularni ¢epicka. Periplazmatickda doména, sloZzend z N-koncovych
domén, ukryva prostorny periplazmaticky vestibul, jenz pfiblizné ve dvou tfetinach obsahuje misto
zUZeni. Nasleduji periplazmaticka a extraceluldrni vratka, kterd mezi sebou uzaviraji extracelularni
dutinu. Periplazmaticky vestibul je dostatecné velky, aby dokazal pojmout protein takovych
rozmérd, jaké ma napriklad cholera toxin. Zuzeni, které je tvofené kruhem z N3 domén, vsak
dalsimu priachodu proteinu zabrani, pokud nenastane vyrazna konformacni zména celého
komplexu. Interakce substratu s N3 doménami by tak mohla indukovat pravé tuto konformacni
zménu, kterd by navic zpUsobila otevreni periplazmatickych vratek (Reichow et al.,, 2010).
Sekretinovy kanal z E. coli kmene K12 postrada extracelularni doménu i s extraceluldarnimi vratky.
Pro prenos proteinu mimo bakteridlni buniku tedy staci otevfit pouze periplazmaticka vratka. Jinak
je tomu vsak u poru z V. cholerae. Prestavba kandlu vyvolana interakci substratu a N3 domény by

pravdépodobné nebyla dostacujici pro to, aby kromé periplazmatickych vratek otevrela jesté druh3,

13



Extracelularni Extracelularni

cepicka d vratka

Extracelularni
Membrénova dutina
doména

Periplazmaticka
vratka

Periplazmaticka

domeéna Periplazmaticky

vestibul

—+—55A-, |
155 A ' 40A 75A 40A

Obrdzek 3: Struktura sekretinového kandlu. Model vytvoreny na zdkladé vysledki kryoelektronové mikroskopie
provddéné na dodekameru GspD z V. cholerae. Prevzato z Reichow et al., 2010 a upraveno.

extracelularni vratka. Vnéjsi B-barel a extracelularni doména jsou totiZz propojené pouze relativné
volnymi smy&kami, a proto jsou na sob& pravdépodobné nezdvislé. Uplné otevieni kanalu by tak

mohl zajistit az mechanicky tlak pseudopilu na extracelularni vratka (Yan et al., 2017).

Podle drivéjsich studii, vyuZivajicich kryoelektronové mikroskopie k vytvoreni modelu
struktury sekretinu u K. oxytoca nebo V. cholerae, se zdalo, zZe sekretinovy komplex je dodekamer
(Chami et al., 2005; Reichow et al., 2010). Novéjsi vyzkum sekretin( z V. cholerae a E. coli kmene
K12 vsak prinesl prekvapivy vysledek: misto dvanacti kopii GspD jich sekretinovy por obsahuje spise
patnact (Yan et al., 2017). Je vSak mozné, Ze se pocet podjednotek bude u riznych druhi bakterii

lisit — tak, jako tomu je naptiklad i u sekretin(i z T3SS (Korotkov et al., 2011).

Kryoelektronova mikroskopie s rozliSenim na atomové urovni dale odhalila, Ze sekretinové
domény zaujimaji v komplexu neobvyklou strukturu dvojitého B-barelu. Vnitini B-barel je slozen ze
Ctyr kratkych B-list, ten vnéjsi pak ze ¢ty dlouhych a dvou kratkych B-listl. Kontaktni plocha
vnitfniho a vnéjsiho B-barelu je velmi bohata na hydrofobni aminokyselinové zbytky, coZz umoznuje
jejich propojeni pomoci ¢etnych hydrofobnich interakci. Na stabilizaci kandlu se podili i S-doména,
ktera interaguje dvéma a-helixy se sousedicimi protomery — a to i tehdy, neni-li pfitomen pilotin.
(Yan et al.,, 2017). Toto zjisténi je rovnéZz prekvapivé. Zasadné se totiz liSi od predstav o
neusporadané S-doméné, kterd zaujme a-helikalni strukturu az po interakci s GspS. Ackoliv by na
neusporadanost S-domény poukazovaly vysledky ziskané pomoci vice nezavislych metod, jako je
napfiklad cirkuldrni dichroismus &i nuklearni magneticka rezonance, podle nového modelu by se
GspS mél vazat spise do mista, kde se propojuji a-helixy ze dvou sousednich S-domén (Nickerson et

al., 2011).
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GspS vykazuje a-helikdIni strukturu a interaguje s S-doménou sekretinu pomoci
hydrofobniho zlabku (Tosi et al., 2011). V bunkach E. coli transformovanych pouze genem pro
sekretin |ze detekovat mnohem vice degradacnich produktl sekretinu, nez u bakterii produkujicich
sekretin a pilotin zaroven. Analyza téchto peptidovych fragmenti ukazala, Ze pochazeji jak z formy
monomerni, tak i zformy multimerni a Ze degradace zacind od C-koncové domény. Pomér
monomerni a multimerni formy se u bakterii deficientnich na PulS nijak neméni; pilotin tedy nijak
neovliviiuje schopnost sekretinu vytvaret komplexy. Sekretin vSak potrebuje byt exprimovan spolu
s GspS pro spravné vloZeni do vnéjsi membrany. Nepfitomnost pilotinu totiz zplsobuje chybnou
lokalizaci vzniklych komplext do vnitfni bakteridlni membrany (Guilvout et al., 2006; Hardie et al.,
1996). Stejny fenotyp vykazuje i delece S-koncové domény sekretinu (Daefler et al., 1997). Pilotin
zUstava na sekretin navazan nejspis i po jeho zabudovani do membrany — GspD a GspS lze

purifikovat spolec¢né, v priblizném poméru 1:1 (Nouwen et al., 1999).

S-doménu mulZeme nalézt pouze u sekretinG z T2SS. Sekretinlm jinych typ(, jako je
napriklad sekretin z bakteriofaga f1, S-doména chybi. Pokud je takovy sekretin s S-doménou uméle
spojen, je poté vyrazné nachylnéjsi k proteolyze nez bez S-domény. Je-li vSak tento chimérni protein
exprimovan spolec¢né s pilotinem, dochazi k jeho opétovné stabilizaci. V ptipadé, zZe se tento
sekretin vklada rovnomérné jak do vnitfni, tak do vnéjsi bakteridlni membrany (jako tomu je i u
zminovaného fagového sekretinu), lokalizuje po fuzi s S-doménou preferenéné do membrany vné;jsi

(Daefler et al., 1997).

2.2.1.4 Skladani sekretinového komplexu a jeho vkladdani do membrdny
GspD obsahuje N-koncovou signélni sekvenci, ktera zajistuje jeho transport do

periplazmatického prostoru pomoci Sec drahy a nasledné je odstépena signalni peptidazou (Enfert
et al.,, 1989). Zmnoha studii provddénych na sekretinu z T2SS wvyplynulo, Ze tento protein
nevyzaduje Zadny asistencni komplex pro multimerizaci a Ze je schopen sam se vlozit do lipidové
dvojvrstvy. Hlavni roli asistujicich proteini je proto nasmérovani sekretin do spravné membrany.
Jak jiz bylo zminéno vySe, lokalizace sekretinu do vnéjSi membrdny je zajiSténa chaperonem
pilotinem. V ptipadé, Ze je pilotin ze systému odstranén, vklada se sekretin po prichodu Sec
translokonem do té nejblizsi, tedy cytoplazmatické membrany (Guilvout et al., 2006). Zaroven
v burice indukuje tzv. odpovéd na fagovy Sok, kterd se projevuje mimo jiné narlistem hladiny
proteinu PspA (Hardie et al.,, 1996). Tato signalni drdha se spousti v reakci na rlizné udalosti
zpUsobujici zvy$enou permeabilitu vnitfni membrany. Zda se vsak, Ze v pfipadé sekretind neni tato
odpovéd zahdjena proto, Ze by skrze nepatficné umistény sekretinovy pér unikaly z buriky néjaké

dalezité molekuly. Bakterie spiSe detekuje nezvykly protein ve své vnitfni membrané, prépadné jeji
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zvlastni zakriveni, zplsobené zvySenou pfitomnosti membranovych protein (Flores-Kim and

Darwin, 2016).

Pokud je uméle odstranéna signalni sekvence pro obecnou sekretorickou drahu, vklada se
sekretin také do cytoplazmatické membrany, ovSem z jeji vnitini strany. Po indukci exprese takto
upraveného proteinu bunky témér okamiZité prestdvaji rdst a v jejich vnitini membrané lze
detekovat stopové mnoistvi sekretinovych multimer(l. Tyto komplexy vloZzené do membrany
z vnitini strany jsou tak pro bakterie zjevné toxické. Na rozdil od pfipadu, kdy se sekretin vklada do
vnitini membrany z periplazmy, se vSak v burikdch neobjevuje zvySené mnoistvi PspA proteinu

(Guilvout et al., 2008).

Sekretin se také vklada do uméle pfipravenych lipozém a tvofi v nich péry, stavbou
odpovidajici tém, které byly izolovany z bakteridlnich membran (Guilvout et al., 2008). Pfed inzerci
do lipidové dvojvrstvy sekretin vytvafi s membranou asociované multimery, tzv. prepory, které
nasledné projdou konformacni zménou a zanofi se do membrany (Huysmans et al., 2013).
Experimenty zabyvajici se kinetikou tohoto procesu ukazaly, Ze rychlost vkladani je vyrazné
ovlivnéna slozenim lipozému. Sekretin preferuje fosfolipidy, které se pfirozené vyskytuji
v bakteridlnich membrandch, pred lecitinem, jenz bakteriim vétSinou chybi. In vivo tak
pravdépodobné zajistuji efektivni vkladani sekretinu do membrany pravé lipidy (Huysmans et al.,

2015).

2.2.1.5 Mechanismus inzerce sekretinu do vnéjsi membrany
PfestoZe je vysledny sekretinovy komplex B-barelovou strukturou, vklada se do membrany

nezdvisle na B-barel assembly machinery (BAM) komplexu, ktery u bakterii obvykle zodpovida za
spravnou lokalizaci takovych proteint do vnéjsi membrany (Collin et al., 2007). Jednim z vlbec
prvnich objevenych substrati BAM-komplexu byl sekretin PilQ uplatriujici se v systému pro skladani
pilu typu IV u Neisseria meningitidis (Voulhoux et al., 2003), ktery je sekretinu z T2SS blizce pfibuzny
(Martin et al., 1993). To, Ze u E. coli se snizenou produkci proteinu BamA, kli¢ové podjednotky BAM
drahy, z0stdva schopnost sekretinu tvofit komplexy ve vnéjsi membrané nedotcend, bylo proto

velmi prekvapivym zjisténim (Collin et al., 2007).

Ackoliv za inzerci sekretinu do vnéjsi membrany zodpovida chaperon pilotin, pouhd jeho
pfitomnost neni pro navedeni sekretinu do této membrany dostatecnd. Pilotin z K. oxytoca je
lipoprotein, ktery obsahuje signdl pro Lol drahu (Collin et al.,, 2011). Pravé tato dradha, jez
v bakteriich napomaha spravnému vkladani lipoproteinli do vnéjsi membrany, se podili na

targetovani sekretinu.
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Bakterialni lipoproteiny prochazeji do periplazmatického prostoru Sec translokonem a
zUstdavaji asociované s vnitfni membranou pomoci lipidické kotvy. Prvni komponenta Lol drahy,
transportér LolCDE, zajistuje odstépeni lipoproteinu od membrany. Na podjednotku LolC se navaze
chaperon LolA, jenz si poté pfevezme substrat od podjednotky LolE. LolD je ATPaza, ktera pro tento
proces poskytuje energii. Pomoci LolA je substrat naveden na protein vnéjsi membrany LolB, jenz
zprostfedkuje jeho zabudovani do vnéjsi membrany. Pilotin tedy v periplazmé nevaze jen samotny
sekretinovy monomer, ale i chaperon LolA. Tento komplex poté putuje periplazmatickym
prostorem azZ z k vnéjsi membrané (Huysmans, 2016). Zplsob, jakym se sekretin dostava do této
membrany, je prozatim nejasny. Pilotin a Lol drdha vSak nejspis$ vkladaji do membrdany jednotlivé
monomery GspD, které tvofi multimery aZ poté. Je nepravdépodobné, Ze by objemné sekretinové
péry prochazely jiz slozené pres sit peptidoglykanu. Navic pokud je v bakteriich exprimovan GspD
bez S-domény, ktery tak neni schopen vazat pilotin, zaroven s nemutovanou variantou GspD,
zUstavaji molekuly sekretinu bez S-domény ve vnitfni membrané. Pokud by periplazmou prochazely
celé sekretinové komplexy, mutantni sekretin by se v nich dostal az k vnéjsi membrané. Dalsi funkci
LolA je tedy nejspiS zabranit multimerizaci sekretinu, dokud nedojde k jeho pfenosu na LolB.
Pottebu vazby pilotinu lze ¢dstecné obejit, pokud je sekretin postradajici S-doménu uméle acylovan
na N-konci a sdm se tak stdva lipoproteinem. Takto upraveny sekretin dokaze projit periplazmou a
vklada se do vnéjsi membrany, acylace vsak, na rozdil od pilotinu, neochrdni sekretin pred
degradaci. Bakterie exprimujici modifikovany sekretin navic nejsou schopné sekretovat pullulunazu
— bud' z dlvodu zvysené degradace GspD, nebo proto, Ze lipidicka kotva blokuje jeho N-terminalni
doménu v membrané (Collin et al., 2011). Pravé ¢ast N-koncové domény, konkrétné subdoména
N3, totiz pravdépodobné indukuje multimerizaci sekretinu a jeho vkladani do membrany (Guilvout

et al., 2016).

Kombinaci lipoproteinového chaperonu a Lol drdhy vyuzivd GspD nejspis kvali své
schopnosti multimerizovat v membranach pouze za pomoci pfitomnych lipidd. Tim se zasadné lisi
od sekretinu ze systému pro skladani pilu typu IV (T4PS), ktery je zndmym substratem BAM
komplexu a ktery tuto schopnost postradd. ProtoZe nehrozi jeho chybna lokalizace do vnitini
membrany, at uZ zcytoplazmy ¢i z periplazmatického prostoru, mlze sekretin z TAPS vyuZit

obvyklého mechanismu vkladani pres BAM komplex (Huysmans, 2016).

2.2.1.6 Inzerce sekretinu do vnéjsi membrdny v T25S bez GspS

Vgenomu V. cholerae a nékterych dalSich bakterii nebyl nalezen homolog GspS.
Bioinformatické studie vSak ukdzaly, Ze se u téchto bakterii vyvinul strukturné zcela jiny typ pilotinu,
jenZ je schopen vazat S-doménu sekretinu a plnit obdobnou funkci. Tento novy pilotin, nazvany

AspS (Alternate Secretin Pathway subunit S, alternativni S-podjednotka ze sekretinové drahy), byl
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kromé bakterii rodu Vibrio objeven napfiklad u enteropatogenni E. coli (EPEC) ¢i nékterych zastupcl
rodu Shigella. Bylo zjisténo, Ze T2SS u zminénych druh( bakterii maji spolecny evolucni plivod a byly
rozsifeny horizontalnim genovym prenosem z genomu V. cholerae. Fylogeneticka analyza sekretin(
a jejich S-domén dale ukazala, Ze sekretiny z T2SS se déli do tfi samostatnych skupin,
koresponduijicich s pfidruzenym typem pilotinu. Zatimco sekretiny typu Klebsiella, které lIze dale
najit u rodi Aeromonas, Dickeya, Yersinia, Erwinia a nepatogennich kmen( E. coli, vyuzivaji pilotin
GspS, rozsifeni sekretin( typu Vibrio odpovida bakteridlnim kmenim, které kéduji pilotin AspS.
Treti skupinou jsou pak sekretiny typu Pseudomonas, u nichz byly popsany alternativni postupy

vkladani do membrany (Dunstan et al., 2013).

U E. coli se vyskytuji dva sekrecni systémy typu ll, oznacované jako T2SSa a T2SSB. Zatimco
nékteré kmeny, napriklad uropatogenni E. coli (UPEC), vyuZivaji oba tyto sekrec¢ni systémy, u
enterotoxigennich kmen( (ETEC) je kddovan pouze T2SSB, ktery zde slouzi k sekreci termolabilniho
enterotoxinu. V genomu nepatogenniho kmene K-12 Ize sice také objevit geny pro oba tyto sekre¢ni
systémy, kvlli rozsahlé deleci v operonu pro T2SSB vsak tento systém neni funkéni. Pri fylogenetické
analyze sekretin( se ukazalo, Ze tyto dva sekrecni systémy nemaiji spoleény evoluéni ptiivod — GspD
z T2SSa se fadi mezi sekretiny typu Klebsiella, sekretin z T2SSP je naopak blizce pfibuzny sekretinim
z V. cholerae. Toto tvrzeni je podporeno i tim, Ze spolecné s obéma sekretiny je kddovan vzdy
odpovidajici druh pilotinu. Kmeny s T2SSa obsahuji pilotin homologni k GspS a kmeny
kddujici T2SSB nesou homolog pilotinu AspS (Dunstan et al., 2013; Strozen et al., 2012).

Také Pseudomonas aeruginosa vyuziva k sekreci svych proteint dva sekrec¢ni systémy typu
Il. Jeden, oznacovany jako Xcp, zajistuje napriklad sekreci exotoxinu A, druhy, nazvany Hxc, slouzi
k transportu alkalické fosfatazy. Tento enzym odstépuje fosfat z organickych sloucenin a je ho
zapotrebi tehdy, kdyZz ma bunka fosfatu nedostatek. Pravé tehdy se spousti exprese genl pro Hxc
sekre¢ni systém (Ball et al., 2002; Lazdunski et al., 1990). Ani jeden z téchto sekrecnich systém{
nejspiS nevyuziva pilotin homologni k GspS. Studie provedend na sekretinu HxcQ z fosfat
dependentniho sekre¢niho systému ukazala, Ze obsahuje na N-konci lipidickou kotvu, kterd
pravdépodobné pilotin zastupuje. Pokud je odstranéna, vkldada se HxcQ do cytoplazmatické
membrany — vykazuje tedy stejny fenotyp, jako sekretin z K. oxytoca v pripadé, Ze je exprimovan
bez pilotinu (Viarre et al., 2009). Jeden z proteint P. aeruginosa je vsak strukturné velmi podobny
alternativnimu pilotinu AspS. V jeho sekvenci se sice nevyskytuje motiv pro acylaci, a proto nejspise
nebude navadét sekretin do vnéjsi membrany, mohl by se vSak na sekretin vazat a chranit ho proti

degradaci (Dunstan et al., 2013).
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V genomu Aeromonas hydrophila bioinformatické studie homolog Zadného z pilotind
neodhalily (Dunstan et al., 2013). Jeho ulohu vSak ¢astecné zastava GspAB, proteinovy komplex
cytoplazmatické membrany. Pokud je inaktivovan, hromadi se v burikdch monomery sekretinu a
sekrecéni systém neni funkéni. Tento defekt vsak Ize kompenzovat zvySenim exprese GspD, ackoliv
se takto vzniklé multimery vkladaji rovnomérné do vnitini i vnéjsi membrany (Ast et al., 2002).
Pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému byla prokazana interakce mezi GspD a GspB, ktery
by mohl slouzit jako platforma pro multimerizaci sekretinu. Zaroven by zajistil jeho propojeni
s GspA, jenz sam neni vazby sekretinu schopen (Vanderlinde et al., 2014). GspA je ATPaza vazici
peptidoglykan, ktera by se mohla uplatfovat pfi remodelaci tohoto bakteridlniho polymeru. Pokud
by totiz sekretin z A. hydrophila skutecné tvofil péry jiz u cytoplazmatické membrany, bylo by
zapotiebi zajistit, aby tak veliky proteinovy komplex siti peptidoglykanu vibec dokazal projit.
Bakterie mutantni v GspAB komplexu sice skutecné obsahuji méné multimerni formy sekretinu,

vlastni sekrece protein( vsak zlstava nedotéena (Strozen et al., 2011).

2.2.1.7 Skladdni T25S
Vystavba celého T2SS zacind pravdépodobné od sekretinového péru. Zatimco sekretin

nevyzZaduje pro své vlozeni do vnéjSi membrany zadnou dalsi strukturni podjednotku T2SS, pro
spravnou lokalizaci GspC je nutna alespon pritomnost sekretinu. GspC pak fidi spravné usporadani
komplexu vnitini membrany, jehoz podjednotky se navzajem stabilizuji. GspL z tohoto komplexu
poté prevede energii od sekrec¢ni ATPazy do periplazmatického prostoru, kde dochazi k polymeraci
pseudopilu z maturovanych pseudopilinii (Gray et al., 2011; Lybarger et al., 2009). Polymerace
pseudopilini vSak mizZe probihat do jisté miry nezdvisle — k iniciaci vzniku pseudopilinovych vldken

v periplazmé jsou dostacujici vedlejsi pseudopiliny Gspl a GspJ (Cisneros et al., 2012).

2.2.1.8 Sekrece pomoci T25S
Pfestoze T2SS svymi podjednotkami zasahuje do obou bakteridlnich membran,

transportuje proteiny pouze pres tu vnéjsi (Korotkov et al., 2012). Substrat tedy musi nejprve
prekonat cytoplazmatickou membranu a dostat se do periplazmatického prostoru. Do sekrece je
proto kromé T2SS zapojena také obecnd sekretoricka (Sec), nebo Tat drdha. Sec drdha,
transportujici proteiny nesbalené, je vtomto pfipadé vyuzivdna majoritné (Voulhoux et al., 2001).
Aby byl substrat spravné identifikovan, musi obsahovat N-koncovou signdlni sekvenci, s niz
interaguje signdl rozpoznavajici Castice (SRP) nebo chaperon SecB. Témi je protein naveden
k SecYEG, membranovému kanalu, jenz zajisti vlastni prlichod membranou (Van den Berg et al.,
2004; Pugsley, 1993). Energii pro transport poskytuje ATPaza SecA a protonmotivni sila (Schiebel et
al., 1991). Tat draha (neboli Twin-arginin translokazovy systém) oproti tomu prendsi proteiny jiz

sbalené. Signalem pro translokaci jsou zde dva za sebou jdouci argininy, nachdazejici se opét v N-
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terminalnim signdlnim peptidu (Sargent et al., 1998). Substrdt membranu prekondva za pomoci
protonmotivni sily a tfi proteind, TatA, TatB a TatC (Bolhuis et al., 2001; Santini et al., 1998). At uz
je k transportu pouzita Sec nebo Tat draha, je v periplazmatickém prostoru ze substratu odstépena
signalni sekvence (Paetzel et al., 2000). V ptipadé, Ze byl protein transportovan Sec drahou, musi
zaujmout nativni konformaci, aby ho mohl T2SS rozpoznat. T2SS tedy prenasi proteiny sbalené
(Hirst et al., 1987). To poskytuje vyhodu naptiklad tehdy, kdyZ protein pro svou funkci vyZaduje

kofaktor, ktery se nevyskytuje v dostatecné koncentraci vné bunky.

Substraty T2SS jsou velmi rozmanité a doposud se v jejich sekvenci nepodafilo nalézt zadny
konzervovany motiv, predurcujici je k transportu pomoci T2SS (Douzi et al.,, 2011). Bylo vsak
zjisténo, Ze zaujeti nativni konformace je nutnym predpokladem pro rozpoznani substratu
sekrecnim systémem. Pokud se proteinlm zabrani sbalit se, hromadi se v periplazmatickém
prostoru (Hardie et al., 1995). Signal pro transport pomoci T2SS bude proto spiSe strukturniho
charakteru. Na rozpozndvani substratu se podileji tfi casti sekrec¢niho systému — obé
periplazmatické domény GspC, NO a N1 domény GspD a pseudopiliny nachazejici se na Spicce

pseudopilu (Douzi et al., 2011; Pineau et al., 2014).

V soucasnosti existuji dva hlavni modely popisujici mechanismus transportu protein(
pomoci T2SS. Prvni, pistovy model, predpoklada, ze pseudopilus se cyklicky prodluzuje a rozpada.
Polymerace pseudopilinll je spusténa interakci transportovaného proteinu s GspC a jeho vazbou na
vedlejSi pseudopiliny. Substrat je poté na Spicce pseudopilu vynesen pres sekretinovy por do
vnéjsiho prostredi. Nasleduje depolymerace pseudopilu a navrat T2SS do pocatecniho stavu
(Korotkov et al., 2012). Podle druhého, Sroubovicového modelu jednou sestaveny pseudopilus
umozni prenos mnoha molekul substratu. Cely proces transportu pfipomina cCerpani tekutiny
pomoci tzv. Archimédova Sroubu. Pseudopilus se skldda do tvaru pravotocivé Sroubovice a po
pridani kazdého GspG se pootoci. Substrat by se diky tomu mohl zachytavat ve zlabku vznikajici
Sroubovice a transport by byl zajistén samotnou rotaci pseudopilu (Nivaskumar and Francetic,

2014).

2.2.2 Systém pro skladani pilu typu IV

Pily typu IV jsou vldknité organely, které se nachazeji na jednom, nebo obou pdlech bunék
nékterych bakterii. Tyto organely zajistuji mimo jiné specialni typ pohybu, tzv. skubavy pohyb
(twitching motility), jenz primarné slouzi k rychlému rozsifovani bakterialnich kolonii, naptiklad pfi
tvorbé biofilm0 (Kaiser, 1979; Klausen et al., 2003; Semmler et al., 1999). Pilus typu IV se béhem

pohybu prodlouzi, pfichyti k povrchu a opét zkrati, ¢imz dojde k posunuti burnky. Poté se cyklus
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opakuje (Skerker and Berg, 2001). ProtazZeni a retrakce pilu je fizena dvéma ATPazami, PilB a PilT,
které pracuji antagonisticky. Zatimco PilB se uplatfiuje pfi tvorbé pilu, PilT zajistuje jeho zkraceni
(Jakovljevic et al., 2008). Piliny, strukturni podjednotky pilu typu IV, jsou syntetizovany jako tzv.
prepiliny. Tyto prekurzory jsou transportovany do vnitfni bakteridlni membrany, kde jsou
procesovany enzymem prepilin peptiddzou a nasledné pouzity pro stavbu pilu (Nunn and Lory,

1991).

Vystavba pilu typu IV vyZzaduje kromé samotnych pilind, prepilin peptidazy a obou ATPaz
jesté radu dalSich proteind, souhrnné nazyvanych jako systém pro skladani pilu typu IV (T4PS):
protein vnitfni membrany PilC (homologni k GspF z T2SS), cytoplazmaticky protein PilM a
periplazmaticky komplex PiINOP. Prichod pilu do extracelularniho prostfedi zajistuje sekretinovy

kanal ve vnéjsi membrané (Korotkov et al., 2012; Maier and Wong, 2015).

Sekretiny z T4PS (PilQ) maji kromé konzervované C-koncové sekretinové domény
minimalné dvé domény N-koncové, N3 a NO (Korotkov et al., 2011). Pory tvorené PilQ vykazuji
rotacni symetrii, stejné jako je tomu u sekretinl z ostatnich systému. Podle kryoelektronové
mikroskopie se sekretinovy pér z Neisseria meningitidis skladd z 12 kopii sekretinu. Nejednd se
ovsem o klasicky dodekamer, jak naznacovaly dfivéjsi experimenty, ale o tetramer trimerQ (Collins
et al., 2004). Pfi pozorovani vizolovanych bakteridlnich membranach se vsak sekretiny z N.
meningitidis a pribuzné Neisseria gonorrhoeae, skladaji se do struktur s ¢trnacti¢etnou symetrii,
které jsou navic obklopeny periferni prstencovitou strukturou (Jain et al., 2011). Ta je tvorena
nejspise proteinem TsaP, jenZ u nékterych T4PS ukotvuje sekretinovy kanal k vrstvé peptidoglykanu.
Toto usporadani slouzi pravdépodobné ke zvyseni mechanické odolnosti sekretinového komplexu

béhem cyklického prodluzovani a zkracovani pilu (Siewering et al., 2014).

Sekretiny z T4PS na rozdil od téch z T2SS nenesou na C-konci doménu pro vazbu pilotinu.
Presto se i zde podobné asistencni proteiny vyskytuji, ackoliv presny zplsob jejich vazby na sekretin
zUstava neznamy (Korotkov et al., 2011). Funkce pilotinG z T4PS se navic mezi jednotlivymi
bakterialnimi druhy lisi. U N. meningitidis, jejiz sekretin byl popsan jako jeden z proteina zavislych
na BAM komplexu, pilotin PilW pouze stabilizuje sekretinové multimery v membrané, na jejich
lokalizaci vsak nema vliv (Carbonnelle et al., 2004; Voulhoux et al., 2003). Oproti tomu PilQ z P.
aeruginosa, jehoz vkladani do vnéjsi membrany neni fizeno BAM komplexem, nybrz LolA, vyZaduje
svUj pilotin PilF jak pro stabilitu, tak i pro spravnou lokalizaci. Presto se vsak jeho inzerce do
membrany nejspise odlisuje od sekretinli z T2SS — na rozdil od nich totiZ PilQ postrada schopnost

vkladat se do lipozém in vitro (Hoang et al., 2011; Koo et al., 2008).
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2.2.3 Systém pro pfirozenou transformaci

Pti analyze genl klicovych pro pfijem cizorodé DNA z prostfedi bylo zjisténo, Ze mnoho
z nich je zdroven obsaZzeno v systému pro tvorbu pilu typu IV. Systém pro pfirozenou transformaci
je u nékterych bakterii velmi tésné sprazen praveé s tvorbou pild typu IV, u jinych pak pouze obsahuje
nékteré podjednotky homologni k podjednotkdm T4PS (Averhoff, 2009). Jako modelovy
organismus pro studium pfirozené transformace byla vybrdna bakterie Thermus thermophilus,

ktera se vyznacuje nejvyssi transformacni rychlosti viibec (Koyama et al., 1986).

Systém pro pfirozenou transformaci z T. thermophilus sdili ¢ast svych podjednotek s T4PS,
napftiklad sekretin PilQ, pilin PilA4 nebo proteiny vnitfni membrany PilM, PiIN a PilO (Friedrich et
al., 2002). Jiné piliny, PilAl, PilA2 a PilA3, se vSak ukazaly byt specifické pouze pro prijem DNA
z prosttedi. Zda se tedy, Ze ackoliv jsou tyto dva systémy propojené, jsou zaroven i dostatecné

funkéné oddélené (Friedrich et al., 2003).

Sekretinovy por je nezbytnou sloZkou tohoto systému — bez néj bakterie ztraci schopnost
vazat a prijimat DNA zvnéjSiho prostifedi. V transformacnim systému N. meningitidis byla
prokazana velice silnd interakce mezi sekretinem a DNA, piliny naopak interagovaly s DNA pouze
slabé (Assalkhou et al., 2007; Schwarzenlander et al., 2009). | sekretinovy komplex z T. thermophilus
je schopen specifické vazby dvouvldknové DNA — je tedy pravdépodobné, ze neplni pouze pasivni
roli membranového kandlu, ale aktivné se ucastni vazbou DNA z prostredi. Tento PilQ tvofi
nejkomplexné;jsi strukturu ze véech zndmych sekretinti — dodekamer o vy3ce a7 340 A (Burkhardt et
al., 2011). Kromé konzervované C-koncové domény nese totiz tento sekretin jesté pét N-koncovych
domén N4 — NO, jeZ nevykazuji Zzddnou podobnost s N-koncovymi doménami ostatnich sekretin(.
Tyto subdomény by se proto mohly uplatiovat v interakcich s proteiny specifickymi pouze pro tento
systém. V nepfitomnosti pilu obsahuje sekretinovy por dvoje vratka — jedna v C-terminalni doméng,
druhd pak mezi doménami N1 a N2. Tato jsou opét specifickym znakem pro sekretin z T.

thermophilus (Averhoff, 2009; Gold et al., 2015).

Pro spravnou lokalizaci do vnéjsi membrany vyZaduje tento sekretin unikatni asistencni
protein PilW. Bakterie mutantni v PilW zcela postradaji sekretin ve vnéjsSi membrané a nejsou
kompetentni k transformaci. Schopnost bunék vazat DNA se vsak v takovém pripadé neméni.
Vychytavani DNA z prostfedi se tedy pravdépodobné ucastni kromé PilQ jesté jiny protein

(Rumszauer et al., 2006; Schwarzenlander et al., 2009).

Pfesny mechanismus transportu DNA pres vnéjsi membranu z(istava prozatim neobjasnén.

Predpoklada se vsak, Ze piliny PilA1, PilA2, PilA3 a PilA4 tvori v periplazmatickém prostoru kratké
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pseudopily, které zpUsobi otevieni sekretinového kanalu a nasledné depolymeruji, ¢imZ vtdhnou

DNA skrz sekretinovy por (Averhoff, 2009).

2.2.4 Sekre¢ni systém typu llI

Sekrecni systém typu Il (T3SS) byl poprvé popsan
u Yersinia enterocolitica jako soubor protein(
zodpovédnych za transport virulenénich a cytotoxickych
faktor( (Michiels et al., 1991). Brzy poté byl objeven u
raznych dalSich patogenl napadajicich rostliny i
ZivoCichy — napriklad u bakterii z rodd Pseudomonas,
Xanthomonas, Salmonella ¢i Shigella (Gough et al,;
Groisman and Ochman, 1993). Vétsina konzervovanych
podjednotek T3SS je homolognich k proteinim
uplatniujicim se pfti tvorbé bakteridlniho biciku. Jednou

z vyjimek je pak pravé sekretin, jenz se na vystavbé biciku

nijak nepodili (Van Gijsegem et al.,, 1995). T3SS se

strukturou podoba bazalnimu télisku biciku. Jak je obrdzek 4: Struktura T3sS ze S. typhimurium
vytvorend pomoci kryoelektronové tomografie.
Sekretin InvG je ukotven ve vnéjsi membrdné
(OM) a prochdzi vrstvou proteoglykanu (PG).
Prevzato z Hu et al., 2017

patrné z obrazku €. 4, tento komplex spojuje vnitini a
vnéjsi bakteridlni membranu bakterii. Pracuje na
principu duté jehly dopravujici efektorové proteiny pres
obé bakteridlni membrany pfimo do burky hostitele dané patogenni bakterie. Z tohoto divodu

byva T3SS nékdy oznacovan jako tzv. injektozém (Kubori et al., 1998).

Struktura sekretinového kandlu byla stanovena pomoci elektronové mikroskopie celého
T3SS komplexu. Zatimco pdér ve vnéjsi membrané Salmonella typhimurium je pravdépodobné
tvoren 15 kopiemi sekretinu, sekretin Shigella flexneri tvori spiSe dodekamery (Hodgkinson et al.,
2009; Schraidt and Marlovits, 2011). V uzavieném stavu je sekretinovy pér predélen
periplazmatickymi vratky a v N-terminalni ¢asti zizen, podobné, jako tomu je u sekretini z T2SS
(Marlovits et al., 2004). N-terminalni doménu InvG, sekretinu ze S. typhimurium, Ize rozdélit na tfi
subdomény — N3, N1 a NO. Misto zuZeni se pak nachazi mezi prvni a druhou jmenovanou
subdoménou. | tento znak je shodny ze sekretinem z T2SS (Korotkov et al., 2011). N-koncové
domény z obou sekrecnich systém jsou podobné i strukturné —v NO a N1 subdomény z T2SS a T3SS

zaujimaji tutéz sekundarni strukturu (Spreter et al., 2009).
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Sekretiny z T3SS nesou na samém C-konci doménu pro vazbu pilotinu. Ta vSak neni
homologni k S-doméné sekretinli z T2SS. Také presna funkce pilotint i jejich stavba se mezi T2SS a
T3SS lisi a rozdilnd je dokonce i mezi jednotlivymi T3SS u rlznych bakterii. Pilotin InvH ze S.
typhimurium se uplatiuje pouze pti navadéni sekretinu do vnéjsi membrany (Daefler and Russel,
1998). Oproti tomu nepfibuznd rodina pilotinG z Y. enterocolitica a P. aeruginosa zajistuje jak
spravnou lokalizaci, tak i stabilitu sekretinu (Rau and Darwin, 2015). Pilotiny zT3SS jsou
lipoproteiny, které pfi vkladani sekretinu do membrany spolupracuji s proteiny Lol drahy (Okon et
al., 2008). Vkladani sekretini z T3SS se tedy nejspise déje nezavisle na BAM komplexu. Jak se
ukazalo na prikladu sekretinu z P. aeruginosa PscC, snizeni aktivity BamA nijak neovliviuje vkladani
sekretinu do membrany. Deplece LolB naopak zpUsobi Uplné vymizeni multimerd zvnéjsi
membrany a vyrazné snizeni mnoizstvi sekretinovych multimerll i monomerd v bakterialnich
bunkach. Na rozdil od sekretinli z T2SS, in vitro syntetizovany PscC neni schopen samostatné inzerce
do membrdn. Pfi vyfazeni Lol drahy se proto nevklada do Zadné z membran a je degradovan (Hoang
et al., 2011). Dalsi odlisSnosti mezi témito dvéma druhy sekretin( je, Ze v T3SS nema sekretin vliv na
skladani ostatnich podjednotek. Z bakterii postradajicich sekretin Ize stale izolovat nezménénou

jehlovitou strukturu injektozomu (Schraidt et al., 2010).

2.2.5 Systém pro export filamentdarnich bakteriofagl

Filamentarni bakteriofagové napadaji bunky E. coli, ale na rozdil od ostatnich fagu
nezplsobuji lyzi bakterii, nybrz jejich trvalou infekci. Nakazené bakterie vtakovém ptipadé
dlouhodobé produkuji virové partikule (Butler, 1976). Kromé geni kddujicich strukturni a replikacni
proteiny fdga jsou v jehogenomu obsazeny dalsi tfi geny, jejichi produkty nelze ve
virovych partikulich detekovat, které jsou vSak nezbytné pro Uspésny export fagovych protein(
z bakterialni bunky (Russel, 1991). Jednim z nich je plV, jenZ nese konzervovanou sekretinovou
doménu a formuje odolné komplexy ve vnéjsi membrané infikovanych bunék. Export fagovych
Castic je diky nému podobny bakterialni sekreci (Brissette and Russel, 1990; Russel et al., 1997).
K Uspésnému vytvoreni fagové partikule jsou nutné i oba zbylé proteiny, pl a plX, které lokalizuji do

vnitfni membrany a interaguji s N-koncovymi doménami plV (Feng et al., 1999).

Fagovy sekretin se sklada z C-koncové sekretinové domény a dvou N-koncovych subdomén,
N3 a NO (Korotkov et al., 2011). Jako ostatni sekretiny, i plV obsahuje stépitelnou signalni sekvenci
pro Sec drahu, pomoci niz se dostava do periplazmatického prostoru (Rapoza and Webster, 1993).
Odtud se poté vklada do vnéjsi membrany. Pro tvorbu multimerd pravdépodobné nepotiebuje

zadny pomocny protein (Kazmierczak et al., 1994) a je také schopen samovolné inzerce do umélych
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lipozdm (Nickerson et al., 2012). Péry fagového exportniho systému jsou slozené ze 14 kopii pIV
a v membrdnové doméné obsahuji vratka, stejné jako ostatni sekretinové kandly (Opalka et al.,
2003). Vestibul tohoto sekretinového kanalu je navic zizen, podobné, jako je tomu u kandlu z T2SS.
Protoze prlmér zuZeni je mensi nez pramér fagové partikule, mohla by se jeho interakce se

substratem uplatfovat pfi otevirani kanalu (Korotkov et al., 2011).

2.3 Evoluce rodiny sekretint

Schopnost samostatné multimerizace a vkladdani do membrany by mohla byt dobrym
kritériem pro stanoveni pfibuznosti sekretin z jednotlivych systému. Sekretiny by se tim rozdélily
do dvou velkych skupin — na ty, které jsou schopné inzerce do membrany (sekretiny z T2SS a
filamentarnich fagl), a ty, které k tomu vyZaduiji asistenci dalsich protein( (sekretiny z T3SS a T4PS).
To, jaky typ sekretinu je puvodnéjsi, fylogenetickd analyza sice neumoznila zjistit, jednoznac¢né vsak

podpotila navrZenou klasifikaci do téchto dvou skupin (Nickerson et al., 2012).

Zaménou jediné aminokyseliny v konzervované C-koncové doméné PilQ zT4PS lze
zapficinit vznik schopnosti neasistovaného vkladani do membran i u tohoto sekretinu. U&innost
procesu sice zlstdvda pomérné nizkd, avsak kvytvoreni zcela samostatné multimerizujiciho
sekretinu by nejspi$ bylo zapotiebi jen nékolika takovych zdmén. Lze tedy predpokladat, ze
samostatna inzerce sekretinl je pokrocilejsim evoluénim znakem. V takovém pripadé by byl
nejplvodné;jsi sekretin z T4PS, sekretiny z T2SS a filamentarnich fagd by naopak byly odvozené.
Nabizi se moznost, Ze viry pfejaly gen pro sekretinovy kanal z T2SS hostitelskych bakterii (Nickerson
et al.,, 2012). Tato teorie by pak byla podpofena napfiklad existenci bakteriofaga CTX-Phi, jenz
v genomu nenese gen pro plV a k opusténi bakteridlni bunky vyuziva sekretinova kanal svého
hostitele, V. cholerae (Davis et al., 2000). Zatimco vsSak geny pro podjednotky T2SS byvaji
usporadany do klastri, které se mezi jednotlivymi bakteridlnimi druhy neméni, sekretiny vyuzivaji
pro navadéni do membrdany rizné pilotiny (Dunstan et al., 2013). To by naznacovalo, Ze fagovy
sekretin bude plvodnéjsi a Ze se pomocné proteiny zabranujici vloZeni sekretinu do nespravné
membrany objevily v evoluci jako posledni (Nickerson et al., 2012). Vznik pilotind Uzce souvisi i
s evoluci S-domény sekretin(. Jak ukazaly pokusy s chimérnimi proteiny, umélé pfipojeni S-domény
sekretin destabilizuje — pokud vSak neni pfitomen pilotin vazajici tuto doménu. V pfipadé, Ze se vsak
v systému vykytuje zaroven S-doména i pilotin, dochazi ke stabilizaci sekretinu a zpfesnéni jeho

lokalizace (Daefler et al., 1997).
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2.4 Import B-barelovych proteint do vné;jSi mitochondridlni membrany

B-barely jsou integrdlni membranové proteiny, které se skladaji z jednotlivych B-listl
propojenych do cylindrické struktury pomoci vodikovych vazeb. Nékteré z nich jsou soucdsti
dllezitych transportnich systémd, jiné mohou tvofit nespecificky propustné kanaly, disponovat
enzymatickou aktivitou Ci slouZit jako toxiny (Wimley, 2003). Vyskytuji se vylucné ve vnéjsi
membrané gramnegativnich bakterii a organel endosymbiotického plivodu, tedy mitochondrii a

chloroplastl (Ulrich and Rapaport, 2015).

cytozol Bakteridlni B-barelové
proteiny vyuzivaji pro
transport tzv. BAM drahy.
Protein smérovany do vnéjsi
bakteridlni membrany je
transportovan obecnou
sekretorickou  drahou do
periplazmatického  prostoru
(Huysmans, 2016). Zde se
navaze na néktery z

chaperond specifickych pro

Tim9-Tim10 mezimembranovy prostor

BAM drahu a s jeho pomoci je
Obrdzek 5: Mechanismus skldddni 8-barelii ve vnéjsi mitochondridlni
membrdné. Protein prochdzi z cytozolu pres kandl Tom40. V mezimembrdnovém naveden k BAM komplexu
prostoru je rozezndn Tim proteiny a naveden k SAM komplexu, ktery zajisti jeho
inzerci do vnéjsi membrdny. Pfevzato z Hohr et al., 2015 (Sklar et al., 2007). Ten se u E.

coli skldada  zintegralniho
membranového proteinu BamA a Ctyr lipoprotein(. Existuji dvé hlavni hypotézy, jak BamA, ktery je
sam B-barelem, asistuje vkladani proteinu do membrany — bud’ se béhem inzerce podélné otevira
a necha substrat do membrany vycestovat, nebo dovoli proteinu, aby se do membrany zanofil tésné

vedle néj (Huysmans, 2016).

V prabéhu evoluce se geny pro vétsinu mitochondridlnich protein ptresunuly do jadra.
V mitochondriich zlstalo kédovano pfriblizné 1% z mitochondridlniho proteomu, vétsina protein(
tak do nich musi byt importovana (Timmis et al., 2004). Eukaryotické B-barelové proteiny by se
teoreticky mohly vkladat z cytoplazmy primo do vnéjsi mitochondridlni membrany, zachovavaiji vsak
stejnou orientaci vkladani, jakad se vyskytuje v bakteriich (Hohr et al., 2015). Na obrazku ¢. 5 je
schematicky znazornéna cesta B-barelovych protein(i do vnéjsi membrany mitochondrii. Ty nejdfive
prochazeji skrz Tom40, hlavni importni kanal vnéjsi mitochondridlni membrany. V

mezimembranovém prostoru jsou pak rozpoznany dvéma komplexy malych Tim proteing,
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Tim9/Tim10 a Tim8/Tim13, které jsou nezbytné pro navedeni budouciho membranového proteinu
k SAM (sorting and assembly machinery) komplexu (Wiedemann et al., 2004). Ten zajistuje vlastni
inzerci proteinu do lipidové dvojvrstvy. Sklada se ze tfi podjednotek — Sam50, Sam37 a Sam35
(Ishikawa et al., 2004; Kozjak et al., 2003). Sam50 je B-barelovym proteinem vnéjsi membrany a
zarovenn homologem bakterialniho BamA (Gentle et al., 2004). Je schopen zajistit inzerci nejen
mitochondrialnich, ale i nékterych bakteridlnich B-barel(l. Lze tedy predpokladat, Ze oba tyto
proteiny jsou vysoce konzervovany nejen strukturné, nybrz i funkéné (Kozjak-Pavlovic et al., 2011).
Sam35 v3ak hraje neméné dileZitou roli — Ucastni se rozliSovani toho, ktery protein ma byt SAM
komplexem integrovdan do membrany. Vaze tzv. B-signal, konzervovany aminokyselinovy motiv,

nachazejici se na C-konci vsech B-barelovych proteint (Kutik et al., 2008).

2.5 T2SS v mitochondriich eukaryot

Pomoci bioinformatickych studii bylo v nasi laboratofi zjisténo, Zze v genomech nékterych
protistl je kddovano nékolik podjednotek T2SS — sekretin, sekre¢ni ATPaza, pseudopilin a jeden
z proteind komplexu cytoplazmatické membrany, GspF. Tyto geny byly objeveny u Naegleria
gruberi, Naegleria fowleri, Neovahlkampfia damariscottae, Reclinomonas americana, Andalucia
godoyi, Malawimonas jakobiformis a Malawimonas sp. str. 249. Vétsina téchto organism( spada
do superskupiny Excavata, konkrétné mezi Discoba, v rdmci této skupiny vsak patfi do rlznych
vyvojovych vétvi - rody Reclinomonas a Andalucia mezi Jakobida, Naegleria a Neovahlkampfia pak
mezi Heterolobosea. Posledni z uvedenych rod(, Malawimonas, je z evolucniho hlediska ponékud
problematicky. Zpocatku byl podle morfologie fazen mezi jakobidy, nejspiSe vSak nespadd ani do

superskupiny Excavata (Hampl et al., 2009; Katz and Grant, 2015).

Ackoliv tyto rody nejsou blizce pfibuzné, podjednotky T2SS u nich maji pravdépodobné
spolecny evolucni plvod. U N. gruberi bylo navic prokdzano, Ze tyto proteiny lokalizuji do
mitochondrie. Mohlo by se tedy jednat o pozlstatek po plivodnim bakteridlnim endosymbiontovi.
Pokud by si navic eukaryoticky sekre¢ni systém zachoval svou plvodni funkci i orientaci, tedy export
proteind pres vnéjsi membranu, slo by o zcela unikatni transportni drahu. Jak ukazuje obrazek ¢. 6,
mitochondrie téchto prvoku by pak obsahovaly kombinaci plivodnich bakterialnich a noveé vzniklych

eukaryotnich transportnich systém{.

Sekretiny z bakterialniho T2SS obsahuji C-koncovou doménu, formujici viastni membranovy
por, a N-koncové domény, které tvofi periplazmaticky vestibul kandlu. U mitochondriadlnich

sekretinli doslo k oddéleni téchto dvou domén. V eukaryotnim genomu jsou tedy sekretiny
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kédovany jako dva samostatné proteiny — GspD, jenZ obsahuje konzervovanou sekretinovou

doménu, a GspND, homologni k N-koncovym doménam bakterialniho sekretinu.

A

cytoplazma

TOM

SAM

BAM

vnéjsi membrana

mitochondridlni matrix

Mge1 paM

MPP

TIM22

perip az‘ma__ticky prostor

[ GspF [ GspL

GspM wdc}ec»(m

ATP
GspE
ADP +P;

cytoplazma

Obrdzek 6: Srovndni T2SS u Naegleria sp. (A) a gramnegativnich bakterii (B). U N. gruberi byly objeveny pouze Ctyri z
podjednotek T2SS — sekretin, pseudopliln, sekrecni ATPdza a GspF. Pokud by vsak byl tento zjednoduseny T2SS funkcni,
vyskytoval by se u téchto prvoku zdroveri s transportnimi systémy typickymi pro mitochondrie, jako je transportér vnéjsi
(TOM) a vnitrni mitochondridlni membrany (TIM). Transportni komplexy s prokdzanym bakteridlnim puvodem jsou
v obrdzku vyznaceny ¢ernou barvou. Vytvoreno podle Korotkov et al., 2012.
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3 Cile prace
Cilem této prace bylo ze strukturniho a funkéniho hlediska charakterizovat eukaryoticky

sekretin z Naegleria gruberi a Malawimonas sp. str. 249 a porovnat jeho vlastnosti s vlastnostmi

sekretinu bakterialniho.
Praktické cile:

1. Charakterizovat strukturu eukaryotniho sekretinu pomoci bioinformatickych metod.

2. Otestovat schopnost eukaryotického sekretinu tvofit multimery.

3. Sledovat import sekretinu do izolovanych mitochondrii Saccharomyces cerevisiae a N.
gruberi.

4. Popsat interakce sekretinu z N. gruberi s ostatnimi podjednotkami eukaryotického T2SS

pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému.
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4 Material a metody

4.1 Bioinformatické metody
4.1.1 Alignment proteinovych sekvenci

Alignment vybranych proteinovych sekvenci byl vytvofen pomoci online verze programu
MAFFT (Katoh et al., 2002). Byly pouZity veskeré vychozi parametry a skérovaci matrice BLOSUMG62.

Alignment byl poté do grafické podoby upraven v programu Bioedit.

4.1.2 Fylogeneticka analyza proteinové sekvence

Pro fylogenetickou analyzu bylo pouzito 34 aminokyselinovych sekvenci. Alignment téchto
sekvenci byl vytvofen v programu MEGA7 (Kumar et al., 2016), pomoci algoritmu MUSCLE (Edgar,
2004) a manualné upraven. Bylo ponechano 228 pozic. Fylogeneticky strom byl vytvofen metodou
maximalni pravdépodobnosti zaloZzenou na modelu LG (Le and Gascuel, 2008). Pro modelovani
evolucnich rozdill mezi pozicemi byla pouzita Gamma distribuce o 5 kategoriich a bylo provedeno

500 bootstrapovych opakovani. VSechny pozice obsahujici mezery byly eliminovany.

Graficka podoba fylogenetického stromu byla vytvorena v programu FigTree.

4.1.3 Predikce struktury proteinu

Struktura fuzniho proteinu skladajici se z C- a N-koncové domény eukaryotického sekretinu
byla predikovana za poutZiti serveru I-TASSER, ktery vytvafi modely proteint na zakladé strukturné

podobnych templatd z Protein Data Bank (Yang and Zhang, 2015).

Struktura konzervovanych motivi a potencidlniho sekretinového komplexu byla
predikovana pomoci programu Swiss-Model, jenZe pracuje na principu homologniho modelovani

(Biasini et al., 2014).

4.2 Kultivace organismuU a pouzivana média
4.2.1 Escherichia coli

Pro namnoZeni rekombinantnich plazmid( byl pouZivan kmen E. coli TOP10. Tyto bakterie
byly péstovany pfi 37°C v tekutém LB médiu nebo na LB plotnich se selekénim antibiotikem
specifickym pro dany plazmid — ampicilinem o finalni koncentraci 100 pg/ml nebo kanamycinem o

finalni koncentraci 50 pg/ml.
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K detekci proteinu PspA slouzil kmen E. coli PAP105, obsahujici tetracyklinovou rezistenci.
Bakterie PAP105 byly péstovany pfi 30 ¢i 37°C, bud na LB plotnach, nebo v tekutém LB médiu.
Média obsahovala tetracyklin o finalni koncentraci 10 pg/ml a selekéni antibiotikum pfislusné pro
plazmid, kterym byly bakterie transformovany (ampicilin o findlni koncentraci 100 ug/ml nebo
kanamycin o findIni koncentraci 50 pug/ml).

K testovani toxicity mitochondridlniho sekretinu byl pouZzit expresni kmen E. coli BL21 (DE3),
ktery byl péstovan pfi 37°C na LB plotnach nebo v tekutém LB médiu se selekénim antibiotikem pro
plazmid, v némz byl sekretin zaklonovan — ampicilinem o finalni koncentraci 100 pg/ml nebo
kanamycinem o finalni koncentraci 50 pg/ml.

Exprese sekretinu pro purifikaci probihala vkmenech BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, BL21
Tuner, Rosetta Gami 2 (DE3) a C43. Tyto bakterie byly péstovany pfi 37°C na LB plotnach ¢i v LB
médiu s kanamycinem (o finalni koncentraci 50 pg/ml), k selekci bakterii BL21 (DE3) pLysS a Rosetta
Gami 2 (DE3) slouzil chloramfenikol o finalni koncentraci 34 pg/ml.

Transformované bakterie byly uchovavdny v tekutém LB médiu s 20% glycerolem pfi -80°C.

Média

LB médium

LB (Sigma) 20g
dH,0 500 ml
LB plotny

LB s agarem (Sigma) 17 g
dH,0 500 ml
Antibiotika

e  Ampicilin — zasobni roztok ampicilinu (Sigma) v dH,0 o koncentraci 100 mg/ml
e Kanamycin — zasobni roztok kanamycinu (Sigma) v dH,0 o koncentraci 50 mg/ml
e Tetracyklin — zasobni roztok tetracyklinu (Sigma) v ethanolu o koncentraci 10 mg/ml

e Chloramfenikol — zasobni roztok chloramfenikolu (Sigma) v dH,0 o koncentraci 50 mg/ml

4.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Pro izolaci mitochondrii byly pouzity kvasinky kmene YPH499. Pro kvasinkovy dvouhybridni
systém (Yeast Two Hybrid, Y2H) byl pouZit kmen AH109. Kvasinky S. cerevisiae byly péstovany pfi
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30°C v tekutych médiich nebo na plotnach s antibiotikem proti kontaminaci bakteriemi (ampicilin o
findIni koncentraci 100 pg/ml nebo kanamycin o finalni koncentraci 50 pug/ml).

Kvasinky S. cerevisiae byly uchovdvany v YPD médiu s 20% glycerolem pfi -80°C. Z téchto
zamrazenych vzorkd byly kvasinky v pfipadé potfeby naockovany na YPD plotny, péstovany pti 30°C
a preockovavany kazdé 2 — 3 tydny. Kvasinkovy kmen YPH499 byl pro izolaci mitochondrii péstovan
v YPG médiu. Kvasinky AH109 byly pfed transformaci kultivovany v 2x YPAD médiu, selekce spravné
transformovanych kvasinek pro Y2H probihala na SD -Trp/-Leu plotnach nebo v SD -Trp/-Leu médiu

a k detekci proteinovych interakci pomoci Y2H byly pouzivany SD -Trp/-Leu/-His plotny.

Média

YPG médium

Yeast extract (Oxoid) 10g
Pepton (Oxoid) 20g
Glycerol (Lach-Ner) 30 ml
dH,0 do1ll

YPG médium bylo pufrovdno laktdtem do pH =5

YPD plotny

Yeast extract 5g
Pepton 10g
D-glukoza (Sigma) 10g
Agar (Amresco) 6g
dH,0 500 ml

2x YPAD médium

Yeast extract 8¢g
Pepton 10g
D-glukdza (Sigma) 16g
Adenin-hemisulfat (Sigma) 40¢g
dH,0 400 ml
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SD -Trp/-Leu médium

Yeast nitrogen base (Sigma) 335¢g
Drop out -Trp/-Leu (Sigma) 0,77 g
D-glukdza 10g

dH,0 500 ml

SD -Trp/-Leu plotny

Yeast nitrogen base 3,35¢g
Drop out -Trp/-Leu (Sigma) 0,77 g
D-glukdza 10g
Agar 68
dH,0 500 ml

SD -Trp/-Leu/-His plotny (detekce proteinovych interakci v Y2H)

Yeast nitrogen base 3,35g
Drop out -Trp/-Leu/-His (Sigma) 0,73 g
D-glukdza 10g
Agar 6g
dH,0 500 ml

4.2.3 Naegleria gruberi

Kultura N. gruberi byla pouZita pro izolaci mitochondrii. Buriky byly kultivovany pti 27°C

v médiu M7.

M7 médium

L-methionin (Sigma) 45 mg
Na;HPO, . 12 H,0 (Sigma) 1,26 ¢
KH,PO4 (Sigma) 0,362 g
Yeast extract 5g
D-glukdza 54g
Fetalni bovinni sérum 100 ml
dH;0 900 ml

Fetalni bovinni sérum bylo pted pfidanim do média inaktivovano po dobu 30 min pfi 56°C.
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4.3  Plazmidy

Pro detekci PspA proteinu v bakteriich byly pouZity plazmidy pCHAP7010 (pUC18 s PelB
signdlni sekvenci a ampicilinovou rezistenci), pET42b (s kanamycinovou rezistenci) a pCHAP3671
(pUC18 s PulD a ampicilinovou rezistenci).

PFi testu toxicity sekretinu byly pouzity plazmidy pET22b (s ampicilinovou rezistenci) a
pET42b (s kanamycinovou rezistenci).

Pro in vitro translaci byl GspD zaklonovan do kontrolniho plazmidu obsahujiciho
dihydrofolat reduktazu a T7 promotor (DHFRp, ampicilinova rezistence).

Pro Y2H byly pouzivdny plazmidy pGADT7 (s ampicilinovou rezistenci) a pGBKT7 (s

kanamycinovou rezistenci).

4.4 Amplifikace gent

Geny byly amplifikovany pomoci polymerazové retézové reakce (polymerase chain
reaction, PCR). Jako templat pro amplifikaci GspD z Malawimonas sp. str. 249 a GspD z Naegleria
gruberi slouzila uméle nasyntetizovana DNA, templatem pro amplifikaci ostatnich T2SS genl z N.
gruberi (GspDN a GspG1) byla genomova DNA N. gruberi. Proti sekvenci pfislusného genu byla
navrzena dvojice primerl — ,forward” a ,reverse”. ,Forward” primer obsahoval 4 ndhodné baze,
zadané restrikéni misto, start kodon a prvnich 21 bazi z 5'-konce. ,,Reverse” primer obsahoval také
4 nahodné bdze, druhé restrikéni misto, stop kodon (pokud nebylo Zadouci, aby translace genu
pokracovala) a obracenou komplementarni sekvenci k poslednim 21 bazim na 3’-konci. Pokud bylo

potieba ke genu pripojit His-tag, byla jeho sekvence zahrnuta do jednoho z primer(.

Pouzité primery

1. Primery pro tvorbu konstruktd k detekci PspA

Malawimonas sp. str. 249 GspD, Ncol, Hindlll

forward AGCTCCATGGATGGCGAGCTGCAGCGCGGAG

reverse AGCTAAGCTTTTAATGCAGCGCGGTTTGCACCGG

Malawimonas sp. str. 249 GspD + His-tag, Ncol, Hindlll

forward AGCTCCATGGATGGCGAGCTGCAGCGCGGAG

reverse AGCTAAGCTTTTAATGGTGGTGGTGATGATGCAGCGCGGTTTGCACCGG

Naegleria gruberi GspD, Ncol, Hindlll

forward AGCTCCATGGATGGAAAACACCCTGCAACCG

reverse AGCTAAGCTTTTAATCATTTTTCAGGCTCGC
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Naegleria gruberi GspD + His-tag, Ncol, Hindlll

forward

AGCTCCATGGATGGAAAACACCCTGCAACCG

reverse

AGCTAAGCTTTTAATGGTGGTGGTGATGATGATCATTTTTCAGGCTCGC

2. Primery pro tvorbu konstruktl pro test toxicity sekretinu

Malawimonas sp. str. 249 GspD, Ndel, Xhol

forward

AGCTCATATGGCGAGCTGCAGCGCGGAG

reverse

AGCTCTCGAGTTAATGCAGCGCGGTTTGCACCGG

Naegleria gruberi GspD, Ndel, Xhol

forward

AGCTCATATGGAAAACACCCTGCAACCG

reverse

AGCTCTCGAGTTAATCATTTTTCAGGCTCGC

3. Primery pro tvorbu konstruktl pro in vitro translaci

Malawimonas sp. str. 249 GspD, Ndel, BamHI

forward

AGCTCATATGGCGAGCTGCAGCGCGGAG

reverse

AGCTGGATCCTTAATGCAGCGCGGTTTGCACCGG

Naegleria gruberi GspD, Ndel, BamHI

forward

AGCTCATATGGAAAACACCCTGCAACCG

reverse

AGCTGGATCCTTAATCATTTTTCAGGCTCGC

4. Primery pro tvorbu konstrukt® pro Y2H

Naegleria gruberi GspD, Ndel, BamHI

forward

AGCTCATATGGAAAACACCCTGCAACCG

reverse

AGCTGGATCCTTAATCATTTTTCAGGCTCGC

Naegleria gruberi GspDN, Ndel, BamHI

forward

AGCTCATATGAGTAAACAACAAACAACT

reverse

AGCTGGATCCTTAAAAATTGAAATTATTTGT

Naegleria gruberi GspG1, Ndel, BamHI

forward

ACTGCATATGCATCATTTGAGTATGATTGAA

reverse

ACTGGGATCCTTATTCTCCACCACCTGATGC
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Naegleria gruberi GspZ, Ndel, BamHI

forward AGCTCATATGAAGGCTTTGAGTGATAAA

reverse AGCTGGATCCTTATTTGGTAATCCACCAATT

SloZeni PCR reakce

5x Q5 reakéni pufr (NEB) 5ul
10mM dNTPs 0,5 ul
100uM forward primer 1,25 ul
100uM reverse primer 1,25 ul
templatova DNA 1l

5x Q5 GC enhancer (NEB) 5ul

Q5 DNA polymeraza (NEB) 0,25 pl
dH,0 do 25 ul

5x Q5 GC enhancer byl pouZit pouze u gend, které obsahovaly vice nez 50% GC paru.

PCR program

teplota cas
1. | 98°C 30s
2. | 98°C 10s
3. | 60°C 20s
4. | 72°C 40s
5. | 30x opakovani krok(i 2 — 4
6. | 72°C 3 min
7. | 4°C oo

Pokud byla templatem pro amplifikaci genu genomova DNA, byl pouzZit pfednostné tzv.
touchdown PCR program — teplota nasedani primer( v kroku ¢. 3 byla v prvnim cyklu 65°C a
s kazdym dalSim cyklem se sniZovala o 1°C. V pfipadé, Ze se gen nepodaftilo naamplifikovat pomoci
téchto zakladnich program(, byla provedena optimalizace nasedani primerl nebo prodlouzeni
nékterych krokd.

Po probéhnuti PCR programu byl cely objem reakce analyzovdn na horizontalni DNA
elektroforéze v 1% agardozovém gelu (Serva), ktery obsahoval interkala¢ni barvivo SYBR Safe
(Invitrogen). Na gel byl nanesen jak vzorek smichany se 6x koncentrovanym vzorkovym pufrem
(Thermo Fisher Scientific), tak i Zebticek GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific)
obsahujici DNA fragmenty o definované velikosti. Diky barvivu SYBR Safe bylo nasledné mozZno

zobrazit DNA fragmenty na UV-transiluminatoru. Byl-li v gelu dobfe patrny fragment Zadané délky,
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byl z gelu vyfiznut a odtud nasledné izolovan pomoci kitu High Pure PCR Product Isolation Kit

(Roche).

4.5 Klonovani DNA fragmentU

Precistény fragment byl nastépen pomoci vybranych restrikénich enzym( (NEB), jejichz
cilova restrikéni mista byla zanesena do sekvence pomoci primerQ. Stejnymi enzymy byl stépen i
plazmid, do néjz bylo tfeba fragment vlozit. Restrikéni reakce byla namichana do 50 pl dle
protokolu, s pufrem optimalnim pro oba restrikéni enzymy. P¥i Stépeni inzertu byl vyuzZit cely objem
precisténé DNA, zatimco vektoru bylo pfidano méné, 1 — 2 ul, dle koncentrace daného plazmidu.

Plazmid bylo tfeba z reakce izolovat na horizontdlni DNA elektroforéze v 1% agardézovém
gelu, vytiznout a precistit pomoci kitu High Pure PCR Product Isolation Kit. Oproti tomu inzert byl
pouze precistén pomoci tohoto kitu — nezddouci uvolnéné ¢asti byly pouze nékolik parl bazi dlouhé
a byly takto snadno odstranény.

Inzert byl do vektoru zaligovdn pomoci T4 DNA ligdzy. Reakce byla namichana podle
protokolu tak, aby pomér koncl inzertu ku vektoru byl pfiblizné 3:1. Pro odhadnuti objemu
rozpusténé DNA potfebného k namichdni ligacni reakce bylo malé mnoZstvi inzertu a vektoru
pusténo na 1% agardézovy gel. Reakce byla inkubovana pfes noc v 16°C a ndsledné pouZita

k transformaci kompetentnich bakterii TOP10.

4.6 Transformace E. coli

Na ledu byly rozmrazeny chemicky kompetentni bakterie: TOP10 v pfipadé klonovani DNA
fragment(, PAP105 pfi testu na pritomnost proteinu PspA nebo BL21 (DE3) tehdy, kdyzZ bylo tfeba
v bakteriich exprimovat rekombinantni protein. K bakteriim byla pfidana bud' cela ligacni smés,
nebo 1 -2 pl jiz izolovaného plazmidu (cca 100 ng DNA). Tato smés byla ponechana 15 min na ledu
a béhem této doby nékolikrat promichana. Poté bakterie prosly tepelnym Sokem — byly umistény
na 30 s do 42°C — a nasledné na 2 minuty vraceny zpét na led. Dale bylo pfiddano 250 ul SOC média
a bakterie byly tfepany na tfepacce pfi 37°C a 220 RPM. Po 60 minutach tfepani byly bakterie

rozetfeny na LB plotny spolu s patficnym selekénim antibiotikem a ponechdany pfes noc pfi 37°C.

4.7 Testovani bakterii na pfitomnost zadaného plazmidu

Nékolik narostlych bakterialnich kolonii bylo testovano na pfitomnost plazmidu s viozenym
inzertem. Kolonie byly seskrabnuty Spickou pipety a rozmichany v 50 pl sterilni dH,0. 11,5 pl vzniklé
bakterialni suspenze bylo odebrano do samostatnych mikrozkumavek. Tyto bakterie byly rozbity

rychlou zménou teploty (deset cykll stfidani 94°C 15 s a 45°C 15 s) a uvolnéna DNA poté pouZita
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jako templat pro kontrolni PCR. K bakteriim bylo pfidano 12,5 pl smési EmeraldAmp GT PCR Master
Mix (Clontech), 0,5 ul forward a 0,5 ul reverse primeru. Vysledek byl analyzovdn na horizontalnim

agarézovém gelu.

Program pro kontrolni PCR

teplota cas
1. | 94°C 5 min
2. | 94°C 30s
3. | 55°C 1 min
4. | 72°C 1min30s
5. | 30x opakovani krok(i 2 — 4
6. | 72°C 5 min
7. | 4°C oo

Zbyla bakterialni suspenze z kolonii s pozitivnim vysledkem byla nasazena do 5 ml LB
média s prislusnym antibiotikem a umisténa na tfepacku, kde byla ponechdana pres noc pfi 37°C a
220 RPM. Druhy den bylo z kultur odebrano 750 ul pro pfipadné uskladnéni transformovanych
bakterii a zbytek byl stocen na centrifuze 2 min pfi 6000 x g. Plazmidy z bakterii byly izolovany
pomoci High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid).

Plazmidy byly dale testovany pomoci kontrolni restrikce. Reakce probéhla v pufru
FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific) a byla inkubovana 30 min ve 37°C. Vzorky byly
analyzovany na horizontalni DNA elektroforéze. Pokud se z izolovaného plazmidu vystépil

fragment zadané délky, byl vysledek ovéfen sekvenovanim.

SloZeni kontrolni restrikcni reakce

plazmid 5ul
FastDigest Green Buffer 2 ul
enzym 1 1ul
enzym 2 1ul
dH,0 11 pl
4.8 SDS-PAGE

Proteinové vzorky byly analyzovany na 13,5 % polyakrylamidovém gelu pomoci denaturujici

elektroforézy v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Do jamek gelu o tloustce 0,75 mm bylo
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naneseno 20 pl vzorkd a také 5 pl proteinového standardu PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly rozdélovany pod napétim 90 — 160 V.
Gely byly pres noc barveny Coomassie Brilliant Blue a nasledné odbarvovany roztokem

kyseliny octové a ethanolu, nebo vyvoldny metodou western blot.

Coomassie Brilliant Blue

Coomassie Brilliant Blue (Serva) 500 mg
Kyselina octova (Lach-Ner) 100 ml
Ethanol (Lach-Ner) 450 ml
dH,0 450 ml

Odbarvovaci roztok

Kyselina octova 100 ml
Ethanol 250 ml
dH,0 650 ml

4.9 Western blot

Proteiny z gelu byly pomoci elektrického proudu (1,5 mA/cm?) technikou western blotu
preneseny na nitrocelulézovou blotovaci membranu (Sigma). Pfitomnost proteinl na membrané
byla ovéfena docasnym obarvenim Cerveni Ponceau S (Sigma). Proteiny byly blokovany alespon 1
hod roztokem 5% odtucnéného mléka a Tween 20. Nasledné byla membrana zatavena do félie
s malym mnozstvim blokovaciho roztoku a primarni protilatkou (vazici bud’ protein samotny, nebo
pfipojenou znacku, napf. HIS-tag) ve spravném fedéni a ponechana na kyvacce po dobu 1 hod. Poté
byl blot 3 x 10 min promyvan blokovacim roztokem a opét zataven do félie s malym mnozstvim
blokovaciho roztoku a sekundarni protilatkou (vazici protilatku primarni). Takto byl inkubovan 1
hod na kyvacce a poté byl promyvan 3 x 10 min v 1x PBS. Byla-li pouzita sekundarni protilatka
obsahujici alkalickou fosfatdzu, byl blot nasledné vyvolan pfidanim substratu pro tento enzym.

Druhou mozZnosti bylo vyvolani pomoci kienové peroxidazy.

Blotovaci roztok

10x SDS (Sigma) 100 ml
Methanol (Lach-Ner) 200 ml
dH,0 700 ml
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Blokovaci roztok

1x PBS 300 ml
Susené odtucnéné mléko (Lactino) 15¢g
20x PBS Tween 20 (Sigma) 750 pl

4.10 Detekce PspA odpoveédi
4.10.1 Prfiprava kompetentnich bakterii PAP105

Bakterie E. coli kmene PAP105 byly rozetfeny na LB plotnu s 30 ul tetracyklinu o koncentraci
10 mg/ml a inkubovany pres noc pfi 37°C. Z plotny byla vybrana jedna kolonie, nasazena do 5 ml
tekutého LB média s 5 ul tetracyklinu a tfepana pres noc na tfepacce pri 37°C a 220 RPM. Dalsi den
bylo 2,5 ml kultury pfiddno k 250 ml Cistého LB média a znovu umisténo na tfepacku. Kdyz se
hodnota optické denzity (ODsoo) kultury pohybovala mezi 0,4 a 0,6, byly bakterie sto¢eny 10 min na
5000 x g. Pelet byl resuspendovan v 50 ml ledové vychlazeného 0,1M roztoku MgCl, a stocen 10
min pfi 3000 x g. Poté byl pelet resuspendovan v 50 ml ledové vychlazeného 0,1M roztoku CaCl,,
ponechan 20 min na ledu a znovu stoc¢en 10 min pfi 3000 x g. Nasledné byl pelet resuspendovan
v 10 ml ledového uchovavaciho roztoku (0,1M CaCl, se 14% glycerolem). Poté byly bakterie
rozdéleny po 200 pul do sterilnich mikrozkumavek, ihned zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany

pfi -80°C. Pfiprava kompetentnich bakterii probihala ve sterilnim prostredi a na ledu.
Zasobni roztoky
1M MgCl,.6H,0 (Sigma)

1M CaCl; (Sigma)

Uchovavaci roztok

1M CacCl, 5ml
80% glycerol (Lach-Ner) 8,25 ml
dH,0 do 50 ml

4.10.2 Transformace a kultivace PAP105

Pripravené kompetencni buriky byly transformovany pomoci plazmidd pCHAP7010 s genem
pro GspD z N. gruberi a M. sp. str. 249 a déle plazmidem pET42b obsahujicim GspD z M. sp. str. 249.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit plazmid pCHAP3671 s PulD, jehoZ exprese prokazatelné spousti

produkci PspA. Transformované bakterie byly rozetfeny na LB plotnu s 500 pl 50% roztoku glukdzy,
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30 pl tetracyklinu a 30 pl ampicilinu nebo kanamycinu (podle druhu rezistence, kterou obsahoval
dany plazmid) a ponechany pres noc ve 37°C.

Z narostlych ploten bylo vybrdno vidy po jedné kolonii, ktera byla nasazena do 5 ml LB
média s pfislusSnymi antibiotiky. Navic byly do 5 ml LB stetracyklinem nasazeny prazdné,
netransformované burnky PAP105, slouzici jako negativni kontrola. Bakterie byly tfepany pres noc
pfi 30°C a 220 RPM.

Dalsi den byly bakterie nafedény do 10 ml Cistého LB média tak, aby hodnota ODgo byla
kolem 0,15, a umistény na 6 hod na tfepacku temperovanou na 30°C. K bakteriim transformovanym
plazmidem pET42b bylo po 2 hod ristu pfidan IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside, Sigma)

na finalni koncentraci 1 mmol/I.

4.10.3 Pfiprava buné¢ného lyzatu na SDS-PAGE

5 ml takto narostlych bunék bylo sto¢eno 2 min pfi 6000 x g. Supernatant byl odstranén a

pelet resuspendovan ve 200 pl 1x koncentrovaného vzorkového pufru.

4.11 Purifikace sekretinu M249 GspD z E. coli

Bakterie vybranych expresnich kmen( E. coli byly transformovany vektorem pET42b
obsahujicim GspD z M. sp. str. 249 a signalni peptid PelB. Z narostlych ploten byly nasazeny do 50
pl LB média s kanamycinem a tfepany pres noc na trepacce pti 37°C a 220 RPM. Druhy den byla
prekultura smichana s 5 | LB média s kanamycinem a tfepdna do ODeoo = 0,4 — 0,8. Poté byl pfidan
IPTG na celkovou koncentraci 1 mmol/l. Po indukci exprese byla kultura tfepana za stejnych
podminek dalsi 4 hod. Bakterie byly stoc¢eny 15 min pti 6000 x g a 4°C. Pro kontrolu obsahu protein(
byly z peletu odebrany 3 pl, které byly smichdany se 40 ul vzorkového pufru pro SDS PAGE a
inkubovany v blo¢ku 10 min pfi 80°C.

Pomoci metody western blot byl vybran bakteridlni kmen produkujici nejvétsi mnozstvi
sekretinu—BL21 pLysS. Pelet téchto bunék byl resuspendovan ve 20 ml roztoku obsahujiciho 20mM
Tris, 5 mM EDTA, inhibitory protedz a DNAzu o findlni koncentraci 5 pg/ml. Poté byly bakterie
sonikovany na sonikdtoru Q125 (Qsonica) po dobu 3 minut (1 s puls, 1 s pauza) s amplitudou 60%.
Suspenze byla stoc¢ena 30 min pfi 4000 x g a 4°C. Supernatant byl prelit do Cisté zkumavky a znovu
stocen, 15 min za stejnych podminek. Membrany byly poté sedimentovany na ultracentrifuze pfi
100000 x g po dobu 2 hod. Nasledné byly promyty ve 20 ml 20mM Tris (pH = 7,4) s inhibitory proteaz
a znovu stoceny za stejnych podminek. Promyvani bylo poté opakovano jesté jednou. Pelet

membrany byl resuspendovan ve 2 ml 20mM TRis (pH = 7,4) s inhibitory proteaz.
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Byl stanoven obsah proteinl v suspenzi pomoci Bio-Rad Protein Assay Kit. Vzorek byl poté
nafedén do koncentrace proteind 1 mg/ml vTZN pufru obsahujicim Zwittergent 3-14. Pro
solubilizaci byly resuspendované membrany ponechany 2 hod na kyvacce pfi 4°C. Zbytky membran
byly stoceny 1 hod na ultracentrifuze pfi 100000 x g a 4°C. Supernatant byl pfes noc inkubovan na
kyvacce pfi 4°C se 2 ml agardzovych Ni-NTA ¢astic. Druhy den byl vzorek prenesen na kolonu.
Jednotlivé frakce byly jimany do zvlastnich zkumavek a ponechdny pro naslednou analyzu. Po
prokapani prvni frakce, , flow-through”, byly agarézové ¢astice promyty 50 ml promyvaciho pufru.
Tato frakce byla oznacena jako ,wash”. Nasledné bylo pfidano 250 ul elu¢niho pufru. Takto bylo
ziskano 6 eluénich frakci, E1 — E6. Byly odebrany alikvoty jednotlivych frakci ke stanoveni obsahu

proteinld pomoci western blotu.

Pouzité roztoky

TZN pufr: 50 mM Tris (pH = 7,4), 1% Zwittergent 3-14, 250mM NaCl

Promyvaci pufr: 50mM Tris (pH = 7,4), 250mM NaCl, 50mM imidazol, 1% Zwittergent 3-14
Elucni pufr: 50mM Tris (pH = 7,4), 250mM NaCl, 250mM imidazol, 1% Zwittergent 3-14

4.12 Test toxicity sekretinu
4.12.1 Kultivace bakterii BL21 (DE3) pro rlstové pokusy

Bakterie kmene BL21 (DE3) byly transformovany plazmidem pET22b s geny pro GspD z N.
gruberia M. sp. str 249 a rozetfeny na LB plotny s 500 pl 50% glukdzy a 30 pl ampicilinu. Do druhého
dne byly inkubovany pfi 37°C. Rano byla z narostlych ploten nasazena vidy 1 kolonie do 20 ml LB
média predehratého na 37°C. Byl pfidan ampicilin na finalni koncentraci 100 pug/ml a 800 ul 50%
glukdzy. Bakterie byly umistény na tfepacku do 37°C a tfepany pti 220 RPM. KdyZ se hodnota ODego
kultur nachazela v intervalu mezi 0,5 a 1, byly bakterie nafedény do 100 ml Cistym a predehratym
LB médiem na ODego kolem 0,1. Kazda bakterialni kultura poté byla rozdélena po 50 ml do dvou
rGznych nadob. Jedna vZdy slouzZila jako negativni kontrola, exprese sekretinu zde neprobihala. Do
druhé nadoby byl pfidan IPTG na koncentraci 1 mmol/l, ¢imZ se v bakteriich indukovala exprese
GspD. Kultury byly tfepany pti 37°C a 220 RPM. Kazdych 15 min byly odebirany 1 ml alikvéty pro

méreni ODeoo.

4.12.2 Barveni bakterii pro fluorescenéni mikroskopii

K odliseni Zivych a mrtvych bakterii pod mikroskopem a toho, zda exprese sekretinu pouze
zastavuje rlst bakterialni kultury, nebo zpGsobuje hynuti bakterii, byl pouZit LIVE/DEAD BacLight

Bacterial Viability Kit (Thermo Fisher Scientific). Tento kit obsahuje dvé fluorescencni barviva,
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propidium jodid a SYTO 9. SYTO 9 emituje zelené svétlo (maximum spektra pfi 500 nm) pfi excitaci
modrym svétlem (480 nm) a dokaZe vstoupit do vSech bunék. Propidium jodid oproti tomu vstupuje
pouze do bunék s narusenou membranou. Emituje cervené svétlo (635 nm) pti excitaci zelenym
svétlem (495 nm). Propidium jodid by mél navic oslabovat schopnost SYTO 9 vstupovat do bunék,
takze zelend fluorescence mrtvych bakterii je méné jasna nez fluorescence bunék zivych.

Bakterie kmene BL21 (DE3) byly transformovany plazmidem pET22b s geny pro GspD z N.
gruberia M. sp. str 249 a rozetfeny na LB plotny s 500 pl 50% glukézy a 30 pl ampicilinu. Do druhého
dne byly inkubovany pfi 37°C. Z narostlych ploten byla vybrdna jedna kolonie, nasazena do 5 ml
tekutého LB média s 5 pl ampicilinu a 200 pl 50% roztoku glukdzy a tfepana pres noc na tfepacce
pfi 37°C a 220 RPM. Dalsi den byly bakterie nafedény do 20 ml LB s ampicilinem a 1% glukézou na
ODeoo = 0,1 a tfepany do té doby, nez namérena hodnota ODggo vzrostla na 0,4. Poté byly rozdéleny
po 10 ml do dvou samostatnych nadob. V jedné z nadob byla indukovéna exprese GspD pomoci
1mM IPTG, druha slouzila jako negativni kontrola. Bakterie byly tfepany dalSich 30 min. Poté byl
z negativni kontroly odebran 1 ml kultury a patficné mnozstvi (2 — 3 ml) z exprimuijici kultury (podle
hodnoty ODsqo tak, aby vzorek obsahoval ptiblizné stejné mnozstvi bakterii). Vzorky byly stoceny 2
min pfi 6000 x g a pelety resuspendovany ve 250 pul 1x PBS.

Podle protokolu LIVE/DEAD BaclLight Bacterial Viability Kit byly roztoky fluorescencnich
barviv smichdny v poméru 1:1. Tato smés byla poté ptidana k bakteriim v fedéni 3 ul barvy na 1 ml
bakteridlni suspenze. Vzorky byly dobfe promichdny a inkubovany 15 min za pokojové teploty ve
tmé.

Na podlozZni sklicko bylo naneseno 10 ul bakteridlni suspenze a promichano s 10 ul
rozehraté 2% low-melting agardzy (Sigma). Na vzorek bylo pfiloZzeno kryci sklicko a preparat byl

ihned pozorovan na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse Ti.

4.12.3 Barveni bakterii pro pritokovou cytometrii

Bakterie kmene BL21 (DE3) byly transformovany plazmidem pET42b obsahujicim GspD z M.
sp. str. 249 a ddle péstovany jako bakterie pfi pripravé preparatli na fluorescencni mikroskop (viz
predchozi kapitola). Po pfidani IPTG do jedné z kultivacnich nadob byly bunky tfepany 45 min.
Z obou kultur byly odebrany 2 ml a stoceny 2 min na 6000 x g. Nasledné byly bakterie exprimujici
GspD resuspendovany ve 2 ml 1x PBS a bunky negativni kontroly ve 4 ml 1x PBS (to proto, Ze jejich
koncentrace v médiu byla pfiblizné dvojnasobnd). Poté byla premérena ODey a bakterie byly
nafedény na koncentraci pfiblizné 1.10° bunék/ml (tato koncentrace odpovidd hodnotdm ODego

mezi 0,005 a 0,01).
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Do méficich kyvet pro pratokovy cytometr bylo odebrano 0,5 ml takto nafedénych bakterii.
Ty byly obarveny jednou, nebo obéma fluorescenénimi barvivy podle protokolu LIVE/DEAD BacLight
Bacterial Viability Kit (tj. 1,5 ul kazdého z nich na 1 ml suspenze), a inkubovany 5 min ve tmé. Vzorky
byly méreny na priitokovém cytometru BD LSRFortessa Cell Analyzer. Pro kalibraci pfistroje byla

pouzita také neobarvena suspenze bakterii.

4.13 Import proteinu do mitochondrii
4.13.1 Invitro translace

Pro import do mitochondrii byl sekretin in vitro nasyntetizovan pomoci kitu PURExpress In
Vitro Protein Synthesis Kit (NEB). Geny pro GspD z N. gruberi a M. sp. str. 249 byly zaklonovany do
kontrolniho vektoru s dihydrofolat reduktazou (DHFR) a T7 promotorem. Dale byl zaklonovan gen
Su9 (fazni protein sloZzeny ze signalniho peptidu podjednotky 9 kvasinkové ATPazy a DHFR), ktery
byl pouzit jako pozitivni kontrola.

Translacéni reakce byly pfipravovany na ledu ve sterilnich mikrozkumavkach. Nasledné byly

inkubovany 2 hod ve 37°C.

Slozeni translacni reakce

Roztok A 10 ul
Roztok B 7,5 ul
RNAsin RNase Inhibitor (Promega) 1l

3S-methionin 1 pl
Templatova DNA 250 ng
dH,0 bez nukledz do 25 ul

4.13.2 lzolace mitochondrii S. cerevisiae

Mitochondrie byly izolovany z kmene S. cerevisiae YPH499. Byla vypéstovana prekultura
kvasinek ve 100 ml YPG média. Ta byla druhy den nasazena do 4l YPG média, na ODggo = 0,05.
Kvasinky byly kultivovany na tfepacce po dobu 12 h pfi 30°C a 220 RPM. KdyZ byla ODeo = 1, byly
bunky stoc¢eny 10 min pfi 3000 x g, resuspendovany ve 20 pl dH,0 a opét stoceny 5 min na 3000 x
g. Poté byly bunky zvazeny, resuspendovany ve 20 ml Tris-DTT pufru a inkubovany 15 min pfi 30°C
za mirného trepani. Poté byly znovu stoceny 5 min pfi 3000 x g. Pelet byl resuspendovan ve 20 ml
sorbitolového pufru, jenz byl vytemperovan na 30°C. Kvasinky byly opét stoCeny, a resuspendovany

v roztoku zymolydazy v pfedehratém sorbitolovém pufru (na 1 g bunék 2,5 mg zymolyazy rozpusténé
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ve 2 ml sorbitolového pufru). Tato smés byla 30 min inkubovana ve vodni I3zni, pfi 30°C a za
mirného tfepani.

Buniky zbavené bunécné stény byly stoceny 5 min pfi 3000 x g a 4°C. Poté byly umistény na
led, promyty v 15 ml vychlazeného sorbitolového pufru a sto¢eny 5 min pfi 3000 x g. Bunky byly
znovu promyty, resuspendovany v 15 ml vychlazeného BB 6.0 pufru s rozpusténymi inhibitory
protedz (Roche) a homogenizovany pomoci tésného Dounceova homogenizatoru. Stav bunék byl
prabéiné pozorovan pod mikroskopem. Vznikly homogenat byl stoéen 5 min pti 3000 x g a 4°C.
Supernatant byl pfelit do nové zkumavky a umistén na led. Pelet byl resuspendovan v 15 ml
vychlazeného BB 6.0 pufru s inhibitory proteaz, znovu homogenizovan a stocen. Oba supernatanty
byly smichany a sto¢eny 5 min pfi 4000 g a 4°C. Poté by supernatant prelit do Cisté zkumavky a
znovu stocen za stejnych podminek tak, aby bylo odstranéno co nejvice kontaminujicich membran
a zbytkd bunééné stény. Cisty supernatant byl stoéen 10 min p¥i 12000 x g a 4°C. Vznikly pelet byl
opatrné resuspendovan v 0,5 ml vychlazeného BB 6.0 pufru (bez inhibitor(i protedz).

Poté bylo tfeba pfriblizné urcit koncentraci mitochondrii. Z toho divodu odebrano 10 pl
suspenze a nafedéno 990 ul 0,6% SDS. Byla mérena absorbance vzorkl pfi vinové délce 280 nm
proti blanku, ktery se sestaval z 10 ul BB 6.0 pufru v 990 ul 0,6% SDS. Ze ziskanych hodnot byla poté
koncentrace mitochondrii dopoditana (A = 0,21 odpovida koncentraci asi 10 mg/ml v plvodni
smési).

Mitochondrie byly poté znovu sto¢eny 10 min pfi 12000 x g a 4°C. Pelet byl resuspendovan
v BB 7.4 podle stanoveného mnozstvi mitochondrii tak, aby jejich vysledna koncentrace byla 25
mg/ml, a byl pfiddn BSA (bez mastnych kyselin) do koncentrace 10 mg/ml. Rozpusténé
mitochondrie byly poté rozdéleny po 10 ul do €istych mikrozkumavek a ihned mrazeny v kapalném

dusiku. Takto izolované mitochondrie byly skladovany v -80°C.

Pouzité pufry
Tris-DTT pufr (pH =9,4)

1M Tris-SO4 (Sigma, pH = 9,4) 10 ml
1M DTT (Sigma) 1ml
dH,0 do 100 ml

Tento pufr byl pfipravovan vidy Cerstvy, tésné pred pouzitim. 1M Tris byl pufrovdn na pH = 9,4

pomoci H2SO4 (Lachema).

Fosfatovy pufr draselny (KPi, pH = 7,4)
1M K;HPO, (Sigma) 80,2 ml
1M KH,PO, (Sigma) 19,8 ml
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1,2M Sorbitolovy pufr

2,4M sorbitol 250 ml
1M KPi (pH = 7,4) 10 ml
dH,0 do 500 ml

2,4M sorbitol byl rozmichan v deionizované H,0.

BB 6.0 pufr

2,4M sorbitol (Sigma) 200 ml
1M K*MES (Sigma, pH = 6,0) 16 ml
dH,0 do 600 ml

pH K*MES bylo upraveno pomoci KOH.

BB 7.4 pufr

2,4M sorbitol 25 ml

1M K*HEPES (pH = 7,4) 2ml
dH,0 do 100 ml

pH K*HEPES bylo upraveno pomoci KOH.

4.13.3 lzolace mitochondrii z N. gruberi

Kultura N. gruberi byla nasazena do 1 litru M7 média rovhomérné rozdéleného do 4
kultivaénich nddob o ristové plose 250 cm? a ponechdana pfi 27°C, dokud nebylo dno nddob pokryté
souvislou vrstvou bunék. Buriky byly sto¢eny 10 min pfi 4°C a 1000 x g a resuspendovany v 50 ml
PBS a znovu stoceny za stejnych podminek. Poté byly resuspendovany v 50 ml SM média a stoceny.
Pelety byly resuspendovany ve 2 ml SM média s inhibitory protedz (Roche) a DNazou (finalni
koncentrace 40 pg/ml).

Buriky byly lyzovany pomoci hypodermické jehly o tloustce 33 G. Suspenze byla nafedéna
10 ml SM média s inhibitory protedz a DN4zou a stocena 5 min pfi 1000 x g a 4°C. Supernatant byl
prelit do nové zkumavky a sto¢en 5 min pri 2000 x g a 4°C. Tento krok byl jesté dvakrat zopakovan.
Vysledny supernatant byl stoen na ultracentrifuze, 30 min pfi 17000 x g a 4°C. Pelet byl
resuspendovan v1 ml SM média s inhibitory proteadz a DNazou. Mitochondrie byly rozdéleny do
mikrozkumavek po 200 pl a sto¢eny 10 min pfi 4°C a 14000 x g. Supernatant byl odstranén a suché

pelety zamraZeny pfi -80°C.
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SM pufr

Sacharoza 12,8¢
MOPS 0,63¢g
dH,0 150 ml

pH bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci NaOH.

4.13.4 Import sekretinu do mitochondrii

Pro sledovaniimportu proteinu do mitochondrii v ¢ase byly odebirany alikvoty mitochondrii
po0, 1, 2,4, 8a16 min. Dale byl pfipraven vzorek 16*, ktery obsahoval mitochondrie s narusenym
membranovym potencidlem. Poté bylo detekovdano mnozstvi importovaného proteinu.

Nejdfive byly rozmrazeny mitochondrie (2 x 10ul na jednu importni fadu). Ty byly
resuspendovany v 1 ml BSA importniho pufru a sto¢eny 5 min pti 10000 x g a 4°C. Mitochondrie
byly resuspendovany v 900 pl importniho mixu a inkubovany 5 min ve 25°C. Bylo pfipraveno 7
mikrozkumavek se 100 pl 2x CCCP STOP pufru, které byly oznaceny Cisly pro jednotlivé casy a
umistény na led, a 1 mikrozkumavka s 1 pl AVO mixu, kterd byla oznacena 16* a umisténa do 25°C.
Byly smichany 2 pl importovaného substratu (translacni reakce) s 2l 8M urey. Do zkumavek s ¢asy
0 a 16* bylo odebrano 100 pl mitochondrii a adekvatni dil (tj. 0,5 pl) substratu s ureou. Do prdzdné
mikrozkumavky bylo odebrano 0,2 pl substratu. Zbyvajici substrat smichany s ureou byl pfidan k
ostatnim mitochondriim, které byly posléze inkubovany ve 25°C po dobu 16 min. V ¢ase 1,2,4,8 a
16 min bylo odebirdno vidy 100 ul do pfislusné zkumavky se stop pufrem. Nakonec bylo odebrano
také 100 pl mitochondrii ze vzorku 16%*, jenz byl inkubovan ve 25°C, a pfeneseno na led do posledni
zkumavky se STOP pufrem.

Ke vSem vzorkdim bylo pfidano 8 pl proteinazy K (zasobni roztok o koncentraci 0,5 mg/ml).
Po 10 min inkubace na ledu byly vzorky smichany s 2 pl 100x PMSF, ¢imz byla aktivita proteinazy
inhibovdna. Vzorky byly sto¢eny 10 min pfi 16600 x g a 4°C. Pelety byly resuspendovany v 300 pl
promyvaciho 1x CCCP pufru a stoCeny za stejnych podminek. Po odsati supernatantu byly pelety
resuspendovany v 1x koncentrovaném vzorkovém pufru pro SDS PAGE a umistény na 10 min do

80°C.

BSA importni pufr:

BSA bez mastnych kyselin 6g
Sacharéza 17,1g
KCl 1,19 g
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MgCl, . 6 H,0 02¢g

KH,PO, 54 mg
Metionin 0,15¢g
MOPS 0,42¢g
dH0 do 200 ml

pH bylo upraveno na hodnotu 7,2 pomoci KOH

Importni mix pro 1 importni fadu:

BSA importni pufr 800 pl
0,2M ATP 10 ul
0,2M NADH 10 ul
0,1M metionin 50 pl
Kreatin kinaza 10 ul
0,5M kreatin fosfat 20 ul
AVO mix

1mM valinomycin 100 pl
10mM oligomycin 200 pl
8mM antimycin 100 pl
Etanol 600 pl

2xCCCP (stop) pufr

5mM CCCP 25 ul
BSA importni pufr 1ml
1xCCCP (promyvaci) pufr

5mM CCCP 50 pl

BSA importni pufr 4 ml

4.13.5 Vysouseni a vyvolavani radioaktivné znacenych gelll

Vzorky byly rozdéleny ve 13,5% polyakrylamidovém gelu. Gel byl po dobu 2 hodin susen
v susicce a poté zaloZzen do desek pro expozici radioaktivné znacenych vzorkl. Zde byl ponechan 1

— 3 dny a poté vyvolan pomoci zobrazovaciho pristroje Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare).
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4.14 Vkladani proteinu do lecitinovych lipozéml

4.14.1 Pfiprava lecitinovych lipozém

Byl ptipraven zasobni roztok séjového 1-a-lecitinu (Sigma) v chloroformu (Penta) o
koncentraci 30 mg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku bylo odebrano 333 pl do isté mikrozkumavky.
Veskery chloroform byl poté odpafen pod proudem dusiku z tlakové lahve. Lipidovy film, ktery se
usadil na sténach mikrozkumavky byl dobfe resuspendovan v 500 ul dH,O0. Smés byla poté

sonikovana 30 min ve vodni lazni, dokud se lehce nevycefila a nezprlsvitnéla.

4.14.2 Invitro translace v pfitomnosti lecitinovych lipozém(

Do 25 ul translaéni reakce namichané podle protokolu PURExpress In Vitro Protein
Synthesis Kit (viz kapitola In vitro translace) bylo pfidano 2,5 ul pfipravené suspenze (tj. 50 ug
lipozdm(). Reakce byla inkubovana 2 hod pfi 37°C. Jako negativni kontrola byla pouZita pouha
translace sekretinu bez lipozdémd, v niz by ke vzniku vyssich komplex nemélo dochazet.

Pro odstranéni viech agregatl mimo lecitinovou membranu byly lipozomy promyvany 2M
roztokem urey. Translacni reakce obsahuijici lipozémy byly rozdéleny na polovinu a sto¢eny 1 hod
pfi 13000 x g. Jeden z peletl byl resuspendovan ve 100 pl 50mM fosfatového pufru s 2M ureou,
druhy pak v Cistém 50mM fosfatovém pufru. Nasledné byly stoceny 45 min na 13000 x g. Pelety
byly promyty Cistym 50mM fosfatovym pufrem a znovu stoceny 45 min na 13000 x g. Po odstranéni

supernatantu byly pelety resuspendovany ve 20 ul ¢istého fosfatového pufru.

Zasobni roztoky

Fosfatovy pufr sodny (0,1M, pH = 8)

1M Na;HPO, (Sigma) 9,32 ml
1M NaH,P0O4 (Lachema) 0,68 ml
dH,0 do 100 ml

4M urea (Serva)

Cisty 50mM fosfatovy pufr a 50mM fosfatovy pufr s 2M ureou byly pfipraveny michanim

0,1M fosfatového pufru s dH,0 nebo se 4M ureou v poméru 1:1.

4.14.3 Priprava vzorkd na Blue Native PAGE

Ke 20 pl lipozdm ve fosfatovém pufru bylo pridano 10 ul vzorkového pufru NativePAGE

Sample Buffer (4X) (Thermo Fisher Scientific), 8 pl 10% digitoninu a 2 pl dH,0. Obdobné byla
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pfipravena i negativni kontrola, avSak vzhledem kjinému fedéni a ztratdm pii promyvani bylo
pouzito pouze 5 pl z translacni reakce. Vzorky byly ponechany 15 min na ledu a poté stoceny 30 min
na 20000 x g pti 4°C. Bylo odebrano 18 ul supernatantu, k némuz byly pfidany 2 pl NativePAGE 5%
G-250 Sample Additive (Thermo Fisher Scientific). Po fadném promichani byly vzorky naneseny na
4-16% polyakrylamidovy gel NativePAGE Novex Bis-Tris Gel (Thermo Fisher Scientific). Pro zjisténi
priblizné velikosti proteinovych komplex( byl na gel naneseno také 7 ul proteinového standardu
NativeMark Unstained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly rozdélovany ve 4°C
a pod napétim 50 — 150 V. Na pocatku elektroforéza probihala v tmavém katodovém pufru. Ve
chvili, kdy se barevné celo gelu nachazelo pfiblizné v jedné tretiné, byl tmavy pufr vyménén za
svétly. Gel byl po dobu 2 hodin susen v suSi¢ce a na 1 — 3 dny zalozen do desek pro expozici

radioaktivné znacenych vzork.

Pouzité pufry

Anodovy pufr
20x Running Buffer (Thermo Fisher Scientific) 30 ml
dH,0 570 ml

Katodovy pufr tmavy

20x Running Buffer 10 ml
20x Cathode Buffer Additive (Thermo Fisher Scientific) 10 ml
dH,0 180 ml

Katodovy pufr svétly

20x Running Buffer 10 ml
20x Cathode Buffer Additive 1ml
dH,0 189 ml

4.14.4 Posttranslacni vkladani proteinu do lecitinovych lipozoma

Sekretin byl syntetizovdn pomoci kitu PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit. Po 2 hod
inkubace translacni smési ve 37°C byla reakce zastavena pfidanim streptomycinu (o finalni
koncentraci 10 ng na 1 pl reakce) a bylo pfidano 2,5 pl lipozom(. Protein byl s lipozémy ponechan
dalsi 2 hod ve 37°C. Nasledné byly lipozdmy promyvany 2M ureou stejné, jako po in vitro translaci

v pfitomnosti lipozéma. Obsah proteinu v lipozémech byl poté analyzovan na SDS PAGE.
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4.15 Kvasinkovy dvouhybridni systém (Y2HS)

K detekci interakci jednotlivych protein(i eukaryotického T2SS byla pouZita metoda
kvasinkového dvouhybridniho systému. Nejprve byly vSechny testované geny zaklonovany do dvou
plazmidl — pGADT7 a pGBKT7. Kazdy z téchto plazmidl obsahuje jednu doménu transkripcniho
faktoru GAL4. Pokud v burice dochazi k interakci zkoumanych proteinti, dostanou se tyto dvé
domény do tésné blizkosti a spusti se transkripce reportérového genu. V tomto ptripadé se jedna o
HIS3, kédujici jeden z enzymU nutnych pro syntézu histidinu. Diky tomu Ize kvasinky, v nichZ dochazi
k interakci protein(, selektovat na plotnach s minimalnim médiem bez histidinu (Fields and Song,
1989).

Kvasinky kmene AH109 byly nejprve kultivovany na YPD plotné, odkud byly nasazeny do 5
ml 2x YPAD média s 5 ul kanamycinu a tfepany pfes noc na tfepacce pti 30°C a 220 RPM. Druhy den
byla kultura nafedéna do 50 ml 2x YPAD média na ODeg = 0,2 a vracena na pfiblizné 4 hod na
trepacku. KdyzZ byla hodnota ODego rovna 0,8, byly kvasinky sto¢eny 5 min pfi 3000 x g. Poté byly
promyty 25 ml sterilni dH,0, sto¢eny za stejnych podminek a resuspendovény v 1 ml dH,0. Buriky
byly preneseny do mikrozkumavky a stoceny 1 min pfi 3000 x g. Z peletu bylo odebrano 100 ul,
k nimZ bylo pfidano 400 pl dH,O. Smés byla dikladné zvortexovana a rozdélena po 50 ul do
mikrozkumavek. Bunky byly opét sto¢eny 1 min pfi 3000 x g a supernatant byl odstranén. K
jednotlivym peletim poté bylo postupné pfidavano 240 ul 50% polyethylenglykolu, 36 pl 1M
roztoku LiAc, 50 ul denaturované salmon sperm DNA (denaturace byla provedena vysokou teplotou
a naslednym prudkym zchlazenim — SS DNA byla umisténa na 5 min do 95°C a poté umisténa na
led), a 34 ul smési obou plazmidovych DNA (5 pl pGADT7, 5 ul pGBKT7, 24 ul dH,0). Vsechny
transformacni reakce byly 1 min vortexovany a inkubovany 40 min ve 42°C. Poté byly
transformované kvasinky sto¢eny 1 min pfi 3000 x g, resuspendovany v 500 ul dH,0 a po 250 p |
vysety na SD -Trp/ -Leu a SD -Trp/ -Leu / -His plotny. Plotny byly inkubovany 3 — 4 dny v termostatu
pfi 30 °C.

Z pozitivnich ploten byla nasazena 1 kolonie do 5 ml média SD -Trp / -Leu s ampicilinem.
Buniky byly kultivovany pfes noc na tfepacce pfi 30°C a 200 RPM a poté stoceny 1 min pfi 3000 x g.
Pelet byl resuspendovan ve sterilni vodé do OD = 0,2. Bylo pfipraveno 6 zkumavek se 160 pl sterilni
dH,0 a do prvni znich bylo pfiddno 40 pl z bunééné suspenze. Po promichdni bylo z této
mikrozkumavky odebrano 40 pul, které byly pfidany do mikrozkumavky druhé. Timto zptsobem byla
pripravena celd fedici fada. Vzorky byly poté po 2 pl rozkapany na SD -Trp/ -Leu / -His plotny a

inkubovany 3 — 4 dny v termostatu pfi 30 °C.
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5 Vysledky

5.1 Bioinformaticka analyza GspD
5.1.1 Alignmenty proteinovych sekvenci GspD a GspND

Byly vytvoreny alignmenty proteinovych sekvenci mitochondridlnich GspD s C-koncovymi
doménami bakterialnich GspD a mitochondridlnich GspND s N-koncovymi doménami bakteridlnich
GspD. Pro alignmenty byly pouzity sekvence z Escherichia coli (Ec), entrotoxigenni E. coli (ETEC),
Klebsiella oxytoca (Ko), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Reclinomonas americana (Ra), Naegleria
gruberi (Ng), Naegleria fowleri (Nf), Neovahlkampfia damariscottae (Nd), Malawimonas

jakobiformis (Mj), Malawimonas sp. str. 249. (M249) a Andalucia godoyi (Ag).

Délka GspND se pohybuje mezi 100 a 150 AK, délka sekvence N-koncovych domén
bakteridlniho sekretinu je pak pfiblizné kolem 350 AK. GspND tedy pokryva pouze ¢ast z plvodni
bakteridlni sekvence. Pfi porovndvani sekvenci se zjistilo, Ze se nejvice podoba bakteridlni
subdoméné N1. Subdomény N1 — N3 vSak i mezi sebou navzdjem vykazuji pomérné velkou
podobnost. Nelze proto s jistotou fici, Ze GspND je homologni pravé k subdoméné N1. Na obrdzku

€. 7 je znazornén alignment téchto dvou domén — eukaryotického GspND a bakteridlni N1.

Na obrazku ¢. 8 se pak nachazi alignment eukaryotického GspD a C-koncové domény
bakterialnich GspD, ktery ukazuje, Ze zatimco C-konec eukaryotického GspD je dobfe konzervovan,
na N-konci se sekvenéni podobnost s bakteridlnim sekretinem nevyskytuje.
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Ra 131 xrfL (RR) 14
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Nf 96 KHNI (AR) 14
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Mj 97 TVNL (BR) 14
M249 88 TFNL (BR) 14

Obrdzek 7: Alignment GspND s N-koncovou subdoménou N1 bakteridlniho GspD. Pozice s podobnymi aminokyselinami byly
vyznaceny Zluté, pozice se stejnymi aminokyselinami zelené. Prah pro vyznaceni byl 50%.
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Obrdzek 8: Alignment eukaryotického GspD s C-koncovou doménou bakteridlniho GspD ukazuje konzervovanost sekvence
na C-konci. Pozice s podobnymi aminokyselinami byly vyznaceny Zluté, pozice se stejnymi aminokyselinami zelené. Prdéh pro

vyznaceni byl 50%.

5.1.2 Fylogeneticka analyza sekretinu

Pro fylogenetickou analyzu bylo pouZito 34 sekretinovych sekvenci. Kromé 7 eukaryotickych
sekretin(i bylo vybrano 13 sekvenci z T2SS, 5 zT3SS, 8 zT4PS a 1 ze systému pro ptirozenou

transformaci. Pro Ucely této analyzy byl eukaryoticky GspD sloucen do jedné sekvence s GspND.
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Obrdzek 9: Fylogenetickd analyza sekretinti vytvorend pomoci programu MEGA7. Eukaryotické sekretiny (vyznaceny
oranZovou barvou) tvofi dobre oddélenou skupinu, kterd se ovsem nezarazuje mezi sekretiny z T2SS (oznacené zelenou
barvou), nybrZ paralelné k nim. Byly zobrazeny pouze hodnoty bootstrapu nad 50%.

Obrazek ¢. 9 ukazuje vysledky této analyzy. Mitochondridlni sekretin se prekvapivé
nezaradil mezi ostatni sekretiny z T2SS, ale paralelné k nim. Podle tohoto vysledku se zd3, Ze

eukaryotni sekretiny jsou spiSe sesterskou skupinou sekretinG z T2SS.
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5.1.3 Predikce struktury eukaryotického sekretinu

K predikei struktury Vibrio cholerae Malawimonas sp. str. 249

A

kratkych  konzervovanych
Usekd v sekvenci
eukaryotického  sekretinu
byl pouZit Swiss-Model.

Struktura motivy ze

sekretinové i N-koncové

domény byla modelovana

podle sekretinu  z V. B
cholerae (Yan et al., 2017).
U N-koncové domény vsak
byly nalezeny i jiné
potencialni templaty — PilQ
z TAPS u rodu Myxococcus Ci

InvG 7 T3SS u rodu Obrdzek 10: Predikce konzervovanych motivii v sekretinové strukture. Modely
usekt z GspD a GspND z M. sp. str. 249 byly zhotoveny na zdkladé sekvencni

Salmonella. Skére GMQE, podobnosti se sekretinem z V. cholerae. Nejkonzervovanéjsi ¢dsti GspND je motiv
BB8a (A), v GspD je pak nejvice zachovdna C-koncova 8-vidsenka (B).

které nabyva hodnot mezi

Cisly 0 a 1 a ¢im je vyssi, tim vyssi je i kvalita modelu (Biasini et al., 2014), se u obou téchto predikci
pohybovalo kolem hodnoty 0,5. Na obrazku ¢. 10 je patrné, Ze ze sekretinové domény zlstala
konzervovana B-vlasenka, jez se nachdazi na samém C-konci sekretinli a pokryva B-listy 20 a p21,

z N-koncové domény pak motiv BBa, objevujici se v subdoménach N1 — N3 (viz obrazek 11D).

Modely struktury celého eukaryotniho sekretinu byly vytvofeny pomoci programu I-
TASSER. Sekretiny vyobrazené na obrazku ¢. 11 pochazeji z M. jakobiformis, M. sp. str. 249 a N.
damariscottae, z uméle spojenych sekvenci GspND a GspD. Z nabizenych modelt byly vybrany vidy
ty nejpravdépodobnéjsi. Jejich C-skére se nachazelo vintervalu -2,5 aZz -1,5. To miZe nabyvat
hodnot mezi -5 a 2 a znaci vSeobecnou presnost modelu. Topologie struktur s C-skére -1,5 a vy$Sim
je pak s nejvétsi pravdépodobnosti spravna (Yang and Zhang, 2015). Podle modell se zd3, Ze
sekundarni struktura eukaryotickych sekretini by méla rdmcové odpovidat strukture sekretinG
bakterialnich. N-koncové domény z GspND M. sp. str. 249 a N. damariscottae zachovavaji typicky
motiv, vyskytujici se v bakteridlnich subdoménach N1 — N3, tedy BaBBa. Predikovana struktura C-
koncovych domén je pak tvorena 3 — 4 dlouhymi B-listy, z nichZ se u bakterialniho sekretinu sklada
vnéjsi B-barel. U sekretinu z M. sp. str. 249 lze pak pozorovat i nékolik kratSich B-listd, které u

bakterii formuji vnitfni B-barel. Struktury se shoduji i pfitomnosti a-helixu na samém C-konci. Nelze
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vSak predpokladat, Ze mitochondridlni sekretiny nesou S-doménu. Jedna se totiz o velmi kratky a

nespecificky Usek, ktery neni sekvencné pfilis konzervovan (jak je vidét z alignmentu na obrdazku ¢.

8). Modelovany byly i ostatni eukaryotni sekretiny, u nich vSak nabizena predikovana struktura

neodpovidala struktufe bakteridlnich sekreting.

K zafazeni konzervovanych strukturnich motivi do potencidlni tercidarni struktury

sekretinového kanalu byl pouZit Swiss-Model Oligomer server. Ten umoznuje kombinovat dva a vice

proteind do jedné heterooligomerni struktury. Pro modelovani byly proto pouZity oddélené

sekvence GspD a GspND.
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Obrdzek 11: Predikce struktur celych sekvenci
eukaryotickych sekretint vytvorend v programu |-
TASSER. Spojené sekvence GspD a GspND z M. sp.
str. 249 (A), M. jakobiformis (B) a N.
damariscottae (C) podle modell vytvdreji
struktury vseobecné podobné sekretinu z\V.
cholerae (D). N-koncové domény (v obrdzku
vyznaceny modre) z M. sp. str. 249 a N.
damariscottae  zachovdvaji  typicky  motiv
subdomén N1 — N3. Struktura C-koncovych domén
je pak sloZena z 3 — 4 dlouhych 8-listd, ktery u
bakteridlniho sekretinu tvori vnéjsi B-barel. U
sekretinu z M. sp. str. 249 Ize pak pozorovat i
neékolik kratsich B-list, znichZz je u bakterii
formovdn vnitini barel. Struktury se shoduji i
pritomnosti a-helixu na samém C-konci (u modelt
vyznacen cervené). U bakterii se jednd o S-
doménu, neni to vsSak tak typickda struktura, aby
zni bylo moZno predpoklddat pritomnost S-
domény i u eukaryot. Zndzornéni sekunddrni
struktury sekretinového monomeru z V. cholerae
(D) bylo prevzato z Yan et al., 2017 a upraveno.



Tento program je urcen k modelovani Usek( s vysokou homologii, do struktur proto byly
zarazeny jen konzervované Useky sekvence. Jako templat slouZily struktury sekretinovych péri z V.
cholerae a S. typhimurium (Worrall et al., 2016; Yan et al., 2017), vytvorené struktury maji proto

patnacticetnou symetrii.

Obrdzek 12: Predikce cdstecné tercidrni struktury eukaryotického sekretinového poru podle templdti z V. cholerae (T25S) a
S. typhimurium (T3SS), jejichZ sekretinovy komplex se sestdvd z 15 kopii tohoto proteinu. Podle predikce GspD prispiva dvéma
konzervanymi B-listy do 8-barelové struktury poru, GspND pak napomdhd kombinaci a-helixt a 8-listi ke vzniku vestibulu
kandlu. Model komplexu z M. sp. str. 249 navrZeny podle GspD z T2SS (A) se od ostatnich modeli ponékud lisi. Zatimco
v modelu podle templdtu InvG (B) GspDN tésné navazuje na 8-barel tvoreny GspD, zde N-koncovd doména lokalizuje do mist
vzddlenéjsich od GspD. Mohlo by to naznacovat, Ze GspND je podobny spise nékteré vzddlenéjsi N-doméné bakteridlniho
sekretinu, napr. N1. Modely pori z M. jakobiformis (C1 a C2) a N. damariscottae (C3) se pfiblizné shoduji s komplexem z M.
sp. str. 249 vymodelovanym podle InvG.
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Stejné jako v predeslém pripadé, i zde bylo moZno predikovat pouze struktury sekretind
z M. sp. str. 249, M. jakobiformis a N. damariscottae (viz obrazek €. 12). Tyto sekretiny nejspis budou
v klicovych Usecich nejpodobnéjsi svému bakteridlnimu homologu. Hodnota GMQE se u
vytvorenych modell pohybuje kolem 0,2. Kvalita struktur tedy neni pfilis vysoka, pravdépodobné
z dlivodu, Ze modely obsahuji vidy jen Cast protein( a takové komplexy by nebyly stabilni. Také

sekvencni shoda s navrzenymi templaty je pomérné nizkd (15 — 20%).

5.2 Detekce PspA odpovédi

Pri heterologni expresi v E. coli se sekretin PulD z K. oxytoca vklada z periplazmatického
prostoru do vnitini membrany, pokud v systému neni zdroven pritomen pilotin, ktery by ho navedl|
k membrdané vnéjsi. V pfipadé této chybné lokalizace je v burikdch spusténa odpovéd na fagovy Sok.
Tu Ize prokdazat detekci proteinu PspA, ktery se béhem této odpovédi tvofi ve zvySeném mnoZstvi
(Hardie et al., 1996). Tato vlastnost byla testovdna i u eukaryotického GspD, pro porovnani
vlastnosti bakteridlniho a mitochondridlniho sekretinu. U E. coli kmene BL21 k PspA odpovédi
nedochazi. Ztoho dlvodu byl vybran jiny kmen, PAP105. Ten byl transformovan plazmidem
obsahujicim sekretin a signalni peptid. Jako pozitivni kontrola byl pouzit bakterialni PulD, jako
negativni kontrola netransformované burky PAP105. Po 6 hodindch predpoklddané exprese
sekretinu byla metodou western blotu sledovana hladina proteinu PspA. Jak je patrné na obrazku
13A, pfitomnost PulD podle ocekavani fagovou Sokovou odpovéd vyvolala, avsak pfi expresi
sekretinu z N. gruberi (Ng GspD) ani M. sp. str. 249 (M249 GspD) se hladina PspA nezvysila oproti
negativni kontrole. Nestalo se tak ani v pfipadé pouZiti vysokokopiového vektoru pET42b.
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pET42b
~10 - PAP105 M249 GspD Ng GspD PulD M249 GspD Ng GspD

Obrdzek 13: Detekce PspA odpovédi v burikach PAP105. A) Hladina PspA pri produkci bakteridglniho GspD
(PulD) a M249 GspD z vektoru pCHAP a Ng GspD z plazmidi pCHAP a pET42b. Kviili ode¢tu mnoZstvi pfirozené
se vyskytujiciho PspA byly analyzovdny i netransformované buriky PAP105. B) Produkce Ng GspD
v transformovanych bakteriich. MnoZstvi GspD v PAP105 bylo témér nedetekovatelné. Signdl o sprdvné
velikosti se na western blotu objevil aZ po velmi dlouhé inkubaci se substratem, vysledek proto nelze povaZovat
za jednoznacné pozitivni.
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Aby nebylo naruseno skladani sekretinového péru, byly pro tento experiment vybrany
sekretiny bez HIS tagu. Jejich expresi proto bylo mozné ovéfit pouze pomoci a-NgGspD protilatky
(obrazek 13B). Pfitomnost GspD vsak timto zplsobem téméF nebylo moZno prokazat. ProtoZe
buniky PAP105 nebyly transformovany indukovatelnymi vektory, syntéza sekretinu viibec nemusela
probihat. Bakterie produkujici mitochondridlni sekretin kvili jeho vysoké toxicité nejspis ihned

hynuly, mohlo proto dojit k vyselektovani linie, ktera GspD neprodukovala.

5.3 Purifikace sekretinu M249 GspD z E. coli

Pro planované strukturni studie byl GspD z M. sp. str. 249 se signdlnim peptidem
exprimovan v rlznych expresnich kmenech E. coli — BL21 (DE3), C43, BL21 (DE3) plLysS, Rosetta
Gami 2 (DE3) a BL21 Tuner. Poté byla pomoci western blotu analyzovana hladina proteind
v jednotlivych kmenech, aby byl zvolen ten nejvhodnéjsi pro ndaslednou purifikaci. Jak je vidét na
obrdazku ¢. 14A, mnoiZstvi proteinu se v jednotlivych kmenech pfili§ nelisi. Po porovnani s celkovym
obsahem protein(l (obrazek ¢. 14B) vsak byl zvolen kmen BL21 pLYS, jenz je schopen produkovat
mirné vyssi mnozstvi sekretinu neZ ostatni testované kmeny. Z bakterii tohoto kmene byl pomoci
afinitni chromatografie na Ni-NTA partikulich protein purifikovan. Béhem procesu vsak doslo ke
ztraté proteinu, jak je vidét na obrazku ¢. 15. Zatimco v peletu bakterii byl protein detekovatelny,
nevyskytoval se v zadné z eluc¢nich frakci. Pravdépodobnym vysvétlenim je tedy to, Ze zvoleny
detergent nebyl schopen rozpustit sekretinové multimery a protein tak sedimentoval spolu

s membranami.

A | P— - a -

BL21 BL21 (43 BL21 Rosetta BL21 BL21 BL21 C43 BL21 Rosetta BL21
(DE3) (DE3) pLysS Gami2 Tuner @ (DE3) (DE3) pLysS Gami2 Tuner
30°C 37°C 30°C 37°C

Obrdzek 14: Porovndni M249 GspD v riznych expresnich kmenech E.coli. A. Obsah GspD v burikdch vizualizovany pomoci

a-HIS protildtky. B. Celkové mnoZstvi proteinu v jednotlivych vzorcich nabarvené pomoci Coomassie Blue.
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Obradzek 15: Purifikace M249 GspD z E. coli BL21 pLysS. Exprese sekretinu byla pomérné nizkd kvili vysoké toxicite
sekretinu. Ackoliv se v bakteriich podarilo detekovat urcité mnoZstvi sekretinu (P), protein byl ztracen v pribéhu
purifikace, nevyskytoval se v Zadné z elucnich frakci (E1 — E6).

5.4 Test toxicity sekretinu

5.4.1 Rustové pokusy

Dalsi z vlastnosti bakteridlniho sekretinu je jeho velka toxicita v pfipadé, Ze je v E. coli
produkovdn bez signalniho peptidu pro obecnou sekretorickou drahu. Multimery se vkladaji do
vnitfni membrany z cytoplazmy a bakterie témér ihned po zahajeni produkce sekretinu hynou
(Guilvout et al., 2008). Pro otestovani schopnosti tvofit pory v membrané byl proto tento
experiment proveden i s eukaryotickymi sekretiny. Bunky E. coli kmene BL21 (DE3) byly
transformovéany vektorem pET22b obsahujicim GspD bez signalniho peptidu. Po indukci exprese

sekretinu pomoci IPTG byl sledovan vliv pfitomnosti sekretinu na viabilitu bakterii.

Z méreni optické denzity vyplynulo, Ze M249 GspD se svoji toxicitou shoduje s bakteridlnim
GspD — rlst bunék se ihned po ptidani IPTG zastavil (graf ¢. 1). Oproti tomu Ng GspD rUst kultury
pouze zpomaloval, k jeho zastaveni doslo aZ po 2 hod od indukce exprese (graf €. 2). Po zjisténi, ze
vytézky exprese M249 GspD pro purifikaci jsou velice nizké, byl tento experiment zopakovan i
s variantou sekretinu se signalnim peptidem. Vysledky byly velice podobné jako v pfipadé produkce

M249 GspD bez signalniho peptidu, i vtomto pfipadé se bakterie okamzité prestaly délit (graf ¢. 3).
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Graf 1: Rast bakteridlni kultury po indukci exprese M249 GspD. E. coli BL21 (DE3) byly transformovdny vektorem pET22b
s M249 GspD pod indukovatelnym promotorem. Ihned po indukci exprese GspD pomoci IPTG se rist bunék zastavil
(hodnoty vyznacené modre). Populace bunék negativni kontroly (NK), k niZ nebylo priddno IPTG, rostla obvyklym zpisobem
(hodnoty vyznacené oranZové).
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Graf 2: Rist bakteridlni kultury po indukci exprese Ng GspD. E. coli BL21 (DE3) byly transformovdny vektorem pET22b s
Ng GspD pod indukovatelnym promotorem. Po indukci exprese GspD pomoci IPTG se rust bunék zpomalil a po 2 hod
exprese zastavil (hodnoty vyznacené modre). Populace bunék negativni kontroly (NK), k niz nebylo priddno IPTG, rostla
obvyklym zplisobem (hodnoty vyznacené oranZové).
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Graf 3: Rast bakteridlni kultury po indukci exprese M249 GspD se signdlnim peptidem. E. coli BL21 (DE3) byly
transformovdny vektorem pET42b s M249 GspD a signdlnim peptidem pod indukovatelnym promotorem. lhned po indukci
exprese GspD pomoci IPTG se rust bunék zastavil (hodnoty vyznacené modre). Populace bunék negativni kontroly (NK), k
niZ nebylo priddno IPTG, rostla obvyklym zpisobem (hodnoty vyznacené oranZove).
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5.4.2 Fluorescencéni mikroskopie

Pro ovéreni, Ze exprese sekretinu z M. sp. str. 249 pUsobi hynuti bunék a ne pouze zastaveni
jejich rastu, byla kultura bunék po 30 minutach od pfidani IPTG nabarvena pomoci kitu LIVE/DEAD
BacLight Bacterial Viability Kit a pozorovdna pod fluorescenénim mikroskopem. Podle ocekavani
vétsSina bakterii ve vzorku s indukovanou expresi obsahovala propidium jodid, jenz vstupuje pouze
do mrtvych bakterii nebo takovych, které maji tézce poskozenou vnitini membranu (obrazek 16A).

Naopak burky negativni kontroly byly obarveny témér vylucné pouze pomoci SYTO9 (obrazek 16B).

Obrdzek 16: Barveni bakterii pomoci kitu LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability Kit. Tento kit obsahuje dvé
fluorescencni barvy — SYTO9, které emituje zelené svétlo a barvi predevsim Zivé bunky, a propidium iodid, jenZ
vyzaruje svétlo Cervené a vstupuje pouze do mrtvych nebo velmi poskozenych bunék. Vétsina bakterii exprimujicich
M249 GspD byla obarvena propidium iodidem (A), naopak v negativni kontrole se takové bakterie témér
nevyskytovaly (B).
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5.4.3 Pritokova cytometrie

Pro kvantifikaci predchozich vysledkll a stanoveni poméru mezi Zivymi a mrtvymi
bakteriemi byla uZita metoda pritokové cytometrie. Pristroj byl kalibrovan pomoci nebarvenych

bunék, byla vybrana populace ¢3stic velikostné odpovidajici bakteriim (obrazek €. 17).
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Obrdzek 17: Kalibrace priitokového cytometru. Podle velikosti a granulatrity
bunék byla vybrdna populace Edstic odpovidajici bakteriim (P1). Byla té?
odstranéna populace vykazujici autofluorescenci (P3).

Nasledné byly méreny bakterie obarvené fluorescen¢nimi barvivy z LIVE/DEAD Baclight
Bacterial Viability Kit. Fluorescence SYTO9 byla detekovana v kanalu FITC-A, propidium jodid pak
poskytoval signal v kandlu PE-Texas Red. Vysledky méfeni jsou znazornény na obrazku ¢. 18. Bylo
prokdzano, ze kultura bakterii produkujicich sekretin se podstatné lisi od bunék negativni kontroly
—99,4% bunék obsahujicich SYTO9 bylo zaroven pozitivni na propidium jodid. V kontrolni populaci
viak obsahovala SYTO9 pouze mensina bakterii (16%), pocet mrtvych bunék by tak nemusel byt
prakazny. Ze statistiky byl proto vypustén parametr pozitivity na SYTO9. Byl tak ziskan podil mrtvych

bunék z celkového poctu bakterii (viz obrazek ¢. 19).

Vysledky ukazaly, ze sekretin z M. sp. str. 249 produkovany v E. coli skutecné zpusobuje
smrt téchto bakterii. Zatimco v kontrolni kultufe bylo mrtvych pfiblizné 15% bakterii, v kultufe
obsahujici GspD témér 98%. Je pravdépodobné, Ze skutecna Cisla jsou o néco nizsi — hynuti bakterii

vrve

vzorky je vSak i presto znatelny.

Zajimava je i skute€nost, Ze vice SYTO9 pozitivnich bunék se nachdzelo mezi bakteriemi
obsahujicimi sekretin (56%) — a to i presto, Ze by ptritomnost propidium jodidu méla blokovat vstup
SYTO9 do bunék. Negativni kontrola vSak obsahovala takto obarvenych bunék pouze necelych 17%.
Pravdépodobnym vysvétlenim tohoto jevu je to, Ze sekretinové péry zvysuji propustnost vnitini

membrany pro fluorescencni barviva.
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M249 GspD Negativni kontrola
Populace #Events %Parent %Total #Events %Parent %Total
[ Vsechny castice 33,867 gags| 1000 30,724 #gag| 1000
P 30,000 886 886 30.000 976 976
B r2 16.870 56.2 498 4,830 16.6 16.2
B P4 35 0.2 0.1 1,131 227 3.7
B P5 6 0.0 0.0 138 2.8 0.4
B [16,770 994 495] | - 0.1 0.0|
Er3 7.143 238 211 20,019 66.7] 65.2

Obrdzek 18: Zastoupeni Zivych a mrtvych bunék v bakteridlni kulture stanovené pomoci priitokové cytometrie.
A) Bodové grafy zndzorriujici jednotlivé populace v kulture bakterii exprimujici sekretin z M. sp. str. 249 (1) a

v kontrolni populaci bez indukce exprese (2).

B) Statistika zastoupeni téchto populaci v jednotlivych kulturdch.

P1: Cdstice odpovidajici bakteriim, P2: Bakterie pozitivni na SYTO9, P4: Zivé bakterie, pozitivni pouze na SYTO9, P5:
Poskozené bakterie, P6: Mrtvé bakterie, pozitivni na SYTO9 i propidium jodid, P3: Bakterie s autoflourescenci.
Events: Pocet namérenych cdstic, %Parent: Procentudlni zastoupeni této populace v populaci nadiazené, %Total:
Procentudlni podil ¢dstic této populace ze vsech namérenych cCdstic

Zelenym rameckem jsou vyznaceny pocty Zivych bakterii, cervenym mrtvych.
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Obrdzek 19: Zastoupeni mrtvych bunék v bakteridlni kultufe stanovené pomoci priitokové cytometrie.

A) Bodové grafy zndzorriujici jednotlivé populace v kulture bakterii exprimujici sekretin z M. sp. str. 249 (1) a v kontrolni
populaci bez indukce exprese (2). B) Statistika zastoupeni téchto populaci v jednotlivych kulturdch.

P1: Cdstice odpovidajici bakteriim, P2: Bakterie pozitivni na propidium jodid.

Events: Pocet namérenych cdstic, %Parent: Procentudlini zastoupeni této populace v populaci nadrazené, %Total:
Procentudlni podil Cdstic této populace ze vsech namérenych cdstic

Cervenym rédmeckem jsou vyznaceny pocty mrtvych bakterii.

C) Histogram fluorescence propidium jodidu v kulture bakterii exprimujici sekretin z M. sp. str. 249 (1) a v kontrolni
populaci bez indukce exprese (2).
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5.5 Skladani sekretinu in vitro kDa
. , ~280 1 ——
Sekretiny zT2SS a systému pro export —
~100-| S— g 3
filamentarnich fagh se vyznaluji schopnosti samovolné | ~70 -| % - —
inzerce do membrdn, pokud jsou in vitro translatovany — —
v pfitomnosti lecitinovych lipozému (Nickerson et al., ~35 -| -
2012). Pro otestovani této vlastnosti byl proveden ~5 - v "~ +—GspD
obdobny experiment i s eukaryotickymi sekretiny. Ty
byly nejprve zaklonovany do plazmidu nesouciho T7 ~16 - Ead oy
promotor a poté prekladany pomoci transla¢niho kitu . .
. ) - ~10 - [—
PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit. Tato metoda

Obrdzek 20: Analyza vysledkii translace pomoci
kitu PURExpres In Vitro Protein Synthesis Kit.

wytézky, které jsou detekovatelné i na gelu barveném Vpravem  sloupci je  reakce  obsahujici
syntetizovany Ng GspD, v levém pouze translacni

pomoci Coomassie Brilliant Blue (viz obrazek ¢. 20). reakce bez templdtu.

syntézy je pomérné robustni a poskytuje velice dobré

Nejprve bylo otestovano kotranslacni vkladani sekretinu do membran. Translacni reakce
byla inkubovana s lecitinovymi lipozdmy a nasledné analyzovana na nativni elektroforéze. Jak je
patrné na obrazku ¢. 21, oba testované mitochondrialni sekretiny, Ng GspD i M249 GspD, se do
lipozdm vkladaji a tvoti v nich komplexy. Ty vsak velikosti neodpovidaji oéekavani — sekretinové
komplexy obvykle dosahuji velikosti kolem 1 MDa (Korotkov et al., 2011). Presto jsou vSak tyto
multimery dobfe definované a s nejvétsi pravdépodobnosti se nejedna o nespecifické agregaty na
povrchu lipozom{ — pti promyvani ureou nedochazi k jejich denaturaci. Zajimavé je i to, Ze Ng GspD

tvofi dva velikostné rozrliznéné multimery, ten mensi z nich pak ve vétsim mnozstvi.

~ kDa
1,236
1,048

720
480

242
146

20

4-16% Gel

Obrdzek 21: In vitro translace v pfitomnosti lecitinovych lipozémii. M249 a Ng GspD tvori v pfitomnosti lipozémda komplexy,
které se v translacni reakci bez membrdn neobjevuji (T). MnoZstvi proteinu vloZeného do lipozéma (1) se pfrilis neméni ani po
promyti 2M ureou (2) ¢i inkubaci reakce pres noc (3).
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Inzerce do lipidové dvojvrstvy vsak probiha u sekretinu z T2SS nezavisle na translaci.
Monomery nejdfive formuji tzv. prepér, ktery se nasledné vlozi do membrany (Huysmans et al.,
2015). Kovéreni, zda podobny mechanismus probihd u sekretinu mitochondridlniho byla
pfipravena translaéni reakce bez lipozdmu, kterd byla zablokovana pomoci streptomycinu a
s lipozémy nésledné inkubovana. Vysledky na obrazku ¢. 22 naznacuji, Ze se i eukaryoticky sekretin
do lipozdéma vklada timto zplsobem — i po promyti ureou sedimentuje protein spolu s lipozéomy. Je
tedy pravdépodobné, Ze i za téchto podminek dochazi k vkladani sekretinu do lecitinovych
membran. Neni vsak jisté, zda se skutecné jedna o multimery. Proteiny totiz byly rozdéleny pouze

pomoci denaturujici elektroforézy.

kDS e
~250

~130

~100 ———
~ 70 pem—
~55

~35 |
~25

T

1
=

P

Obrdzek 22: Porovndni posttranslacniho (P) a kotranslaéniho (K) vkidaddni sekretinu do lecitinovych lipozémd. In vitro
preloZzeny M249 GspD byl inkubovdn s lipozémy, které byly ndsledné promyty 2M ureou. Promyvdni ureou nemd vliv na
pritomnost GspD ve vzorku. Vklddani sekretinu do lipozomi se tedy nejspis déje posttranslacné.

T1, T2 — Prislusné translacni reakce bez promyvadni ureou.

5.6 Importy sekretinu do mitochondrii

Pro objasnéni mechanismu vkladani sekretinu do membrany byl zvolen systém importl do
izolovanych mitochondrii. M249 i Ng GspD byly importovany do mitochondrii S. cerevisiae, sekretin
z N. gruberi pak navic i do mitochondrii pochazejicich z bunék tohoto druhu. Jako pozitivni kontrola
byl pouZit synteticky protein sloZzeny z presekvence kvasinkové Su9 (podjednotka 9 ATP-syntazy)
fuzované s mysi dihydrofolat reduktazou. Nejdfive byl optimalizovan import tohoto proteinu do
mitochondrii S. cerevisiae i N. gruberi. Jak je patrné na obrazku ¢. 23, mnoiZstvi proteinu

v mitochondriich by mélo v pribéhu c¢asu vzristat. Pokud je v pribéhu importu odstépena signalni
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sekvence, méla by byt patrna zména velikosti proteinu v mitochondriich oproti proteinu z translacni
reakce. Posledni vzorek, oznaceny jako 16%*, pak testuje, zda je protein pfi transportu zavisly na
protonovém gradientu. Protein je s mitochondriemi inkubovan po dobu 16 minut, avSak za
pfitomnosti protonoforu. Su9-DHFR jako synteticky substrat lokalizuje mitochondrialni matrix a
destrukce membranového potencialu zabrani jeho transportu do mitochondrie. Naopak u
sekretinu, jako predpokladané soucasti vnéjsi membrany, by zkratovani membranového potencialu

nemélo mit na import zadny vliv.

Su9

T 0 1 2 4 8 16 16*

Obrazek 23: Import Su9 do mitochondrii izolovanych ze S. cerevisiae (A) a N. gruberi (B).
MnoZstvi proteinu v mitochondriich v ¢ase (0 — 16 minut) vzristd. Je patrné zkrdceni
importovaného, maturovaného Su9 (m) oproti neimportovanému prekurzoru (p, T), které
odpovidd procesovdni po importu. Pridani protonoforu a tedy destrukce membrdnového
potencidlu zabrani importu (16*) do kvasinkovych mitochondrii (A).

Tato metoda se ukdzala byt pro sekretin zcela nevhodna. Jak je vidét na obrazcich 24 a 25A,
kinetiku vkladani se zachytit nepodafilo — ani v heterolognich systémech obou sekretin(

s kvasinkovymi mitochondriemi, ani v pfirozené kombinaci mitochondrii a sekretinu z N. gruberi.

Ng GspD

T O 1 2 4 8 16 16*

Obrdzek 24: Import sekretinu Ng GspD do izolovanych mitochondrii S. cerevisiae (A) a
N. gruberi (B). MnoZstvi proteinu s pribyvajicim ¢asem (0 — 16 minut) nijak nepribyvd. Vliv
na import nemd ani pfiddni protonoforu (16*). Oproti neimportované kontrole (T) se navic
objevuje velké mnoZstvi degradacnich produktd.
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ProtoZe je sekretin M249 GspD

pravdépodobné schopen A

samovolného vkladani do

membran, byl importni

T 0 1 2 4 8 16 16*

protokol upraven za uUcelem

zabranit neasistovanému

[ i ; s ‘ rﬂ"? T A

vkladani béhem alespon po

uplynuti doby importu. V

ptvodnim protokolu (obrazek T 0 1 2 4 8 16 16*

Obrdzek 25: Import sekretinu M249 GspD do izolovanych mitochondrii S.
cerevisiae. MnoZstvi proteinu s pribyvajicim ¢asem (0 — 16 minut) nijak nepribyva.
importni reakce ponechany na Vliv na import nemd ani priddani protonoforu (16*). OkamZité priddni proteindzy

K (B) oproti puvodnimu protokolu (A) zabrani dalsi inzerci sekretinu béhem
ledu do uplynuti doby importu inkubace na ledu.

25A) byly vzorky po ukonceni

ostatnich vzork( a teprve poté
byla ke vSem pfidana proteinaza K. V upravenim protokolu pak byla kazdy alikvét vystaven plsobeni
proteindzy Kihned po odbéru. Diky tomuto opatfeni tak mitochondrie odebrané v ¢ase 0 min

vv v

neobsahovaly témér Zadny protein (obrazek 25B).

5.7 Stanoveni interakci Ng GspD pomoci Y2HS

Pro zjisténi interakci sekretinu s dalSimu podjednotkami T2SS u N. gruberi byl pouzit
kvasinkovy dvouhybridni systém. Pomoci Y2HS byly Mgr. Alzbétou Krupickovou Uspésné prokazany
nékteré interakce mezi podjednotkami T2SS u M. sp. str. 249 — konkrétné se jednalo o dvojici GspD
+ GspND (sekretin a jeho N-koncova doména) a GspD + GspD. Pravé diky silné interakci mezi dvéma
sekretinovymi monomery z M. sp. str. 249 byla tato dvojice vybrana jako pozitivni kontrola pro tuto
sérii experiment(. Jako negativni kontrola byla uzivana dvojice prazdnych plazmidd pGADT7 a
pGBKT7. Do obou téchto plazmid( také byly zaklonovany testované geny — GspD, GspND a GspG1.

V tabulce €. 1 jsou podrobné rozepsany vsechny vyzkousené kombinace.

Témito dvojicemi plazmidl byly kvasinky kotransformovany. Nasledné byly rozetfeny na
selek¢ni plotny. Z porostlych SD -Trp/ -Leu /-His ploten byly buriky nasazeny do média pro tvorbu

fedici fady.
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Tabulka 1: Kombinace geni z N. gruberi vybrané pro kvasinkovy dvouhybridni systém.

PGADT7 (prazdny) pPGBKT7 (prazdny)
PGADT7 + M249 GspD | pGBKT7 + M249 GspD
PGADT7 + GspD pGBKT7 + GspD
PGADT7 + GspND pGBKT7 + GspND
PGADT7 + GspG1 pGBKT7 + GspG1
pGADT7 + GspD pGBKT7 + GspND
PGADT7 + GspD pGBKT7 + GspG1
PGADT7 + GspND pGBKT7 + GspD
PGADT7 + GspND pGBKT7 + GspG1
PGADT7 + GspG1 pGBKT7 + GspD
PGADT7 + GspG1 pGBKT7 + GspND

Na obrazku ¢. 26 jsou ukazany dvé pozitivni interakce — pGADT7+GspND s pGBKT7+GspD a
pPGADT7+GspND s pGADT7+GspND. Ty byly poté potvrzeny i pomoci fedici fady. Na rozdil od T2SS
z M. sp. str. 249 vsak nebyla prokazana interakce mezi dvéma sekretinovymi monomery a naopak
byla navic zjisténa interakce mezi dvéma N-koncovymi doménami GspND (obrdazek ¢. 27). Jednim

z moznych vysvétleni je, Zze GspND se u N. gruberi uplatiiuje pfi multimerizaci GspD.

———5 -

pGADT7+M249 GspD pGADT7+Ng GspND
pGBKT7+M249 GspD pGBKT7+Ng GspD

pGADT7+Ng GspND
pGBKT7+Ng GspND

Obrdzek 26: Protein-proteinové interakce Ng GspD stanovené pomoci Y2HS. Kromé pozitivni kontroly (M249 GspD +
M249 GspD) porostly i plotny s kotransformanty GspD + GspND a GspND + GspND z N. gruberi.
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Negativni
kontrola

Obrdzek 27: Potvrzeni pozitivnich protein-proteinovych interakci pomoci fedici fady. U sekretinu z N. gruberi byly prokdzdny
interakce mezi GspD + GspND a dvéma monomery GspND (A). Interakce mezi dvéma GspD byla potvrzena pouze u genti z M. sp.
str. 249. (B, vysledky ziskané Mgr. AlZbétou Krupickovou), kde naopak na selekcnich plotndch nerostly kvasinky kotransformované

dvéma GspND.
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6 Diskuze

Sekretiny jsou proteiny vytvarejici pory ve vnéjsi membrdné nékterych gramnegativnich
bakterii. Jsou soucasti sekrecnich systému typu Il a lll, systémU pro tvorbu pilu typu IV a pfirozenou
transformaci a podileji se na exportu filamentarnich fagl z napadenych bakterialnich bunék. V nasi
laboratofi byl sekretin nalezen spolu s nékolika dalSimi podjednotkami T2SS také v mitochondriich
nékterych jednobunécénych eukaryot. Ve vSech jmenovanych systémech hraji sekretiny
nezastupitelnou udlohu. Studium eukaryotického GspD by proto mohlo pfinést cenné informace o
funkci objevenych bakterialnich proteind v mitochondriich téchto protist. Jak jiz bylo zminéno, tyto
Ctyfi objevené proteiny se nejvice podobaji podjednotkam z bakteridlniho T2SS. Diky tomu mohly
byt pro testovani vlastnosti mitochondridlniho sekretinu pouZzity postupy podobné tém, jez byly

navrzeny pro studium sekretinu z T2SS.

6.1 Bioinformaticka analyza sekretint

Bakteridlni sekretiny se skladaji z C-koncové domény tvotici vlastni pér v membrdané a jedné
¢i nékolika periplazmatickych N-koncovych domén. U eukaryotickych sekretint jsou C- a N-koncova
Cast kédovany jako dva oddélené proteiny — GspD a GspND. Alignment GspD a C-koncové domény
bakteridlnich sekretin(i z T2SS ukazal, Ze v pribéhu evoluce zlstala sekvence konzervovana
predevsim na samém C-konci. Z N-koncovych domén N1-N3 pak zlstala zachovana pouze jedna.
Podle alignmentu lokalizuji eukaryotické GspND s nevétsi pravdépodobnosti do oblasti odpovidajici
N1 doméné. Bakteridlni subdomény N1-N3 jsou vSak sobé navzajem velice podobné, pivod GspND

proto nelze pomoci alignment( s jistotou urcit.

Zajimavé vysledky prinesla fylogeneticka analyza eukaryotickych sekretin(. Mitochondrialni
GspD se podle ocekavani ukazaly byt monofyletické. Nejsou vsak vnitini skupinou sekretint z T2SS,
ale radi se sestersky k nim. GspD z T2SS a z mitochondrii eukaryot tak zfejmé predstavuji proteiny
odvozené od sekretinli z T4PS. Soucasné sekretiny z T2SS bakterii a eukaryot se tak mohly vyvinout
z jednoho spolec¢ného predka, ktery by mohl pochazet jak z T4PS, tak i z potencidlniho plvodnéjsiho
typu T2SS. Vysoka rozriznénost mezi sou¢asnym bakteridlnim a mitochondrialnim T2SS by pak byla
v souladu s dobou, po kterou se mitochondrie z bakterii vyvijely. ProtoZe jsou mitochondridlni
sekretiny stejné jako ty z T2SS schopné samostatné inzerce do membrdany, doslo k oddéleni téchto
dvou linii nejspis az po vzniku této vlastnosti. Pro potvrzeni ziskanych vysledkd bude tfeba vytvorit
podrobnéjsi fylogeneticky strom zahrnujici vice rlznych bakteridlnich sekretin(, navrzeny sled
udalosti by vSak dobte korespondoval se skutecnosti, Ze podjednotky kédované u eukaryot (tedy
GspD, GspE, GspF a GspG) se shoduji s témi, které jsou homologni mezi T2SS a T4PS (Korotkov et

al.,, 2012). Bohuzel porovnani bakteridlnich a eukaryontnich sekvenci neptineslo dostatecnou
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informaci o presnéjsim plvodu eukaryotnich T2SS. Tedy, zda se jedna o proteiny, které byly ve
vybavé bakteridlniho prfedka mitochondrie nebo o vysledek pozdéjSiho horizontdlniho prenosu
genl. Vysledek fylogenetickych analyz je vsak vyrazné ovlivnén omezenym vybérem sekvenci, ktery

je v soucasné dobé k dispozici.

Predikce struktury eukaryotickych sekretin( odhalila konzervované motivy v GspD i GspND
z M. sp. str. 249. Ty se pravdépodobné skladaji do stejnych sekundarnich struktur, které se objevuji
v C- i N-koncové doméné bakteridlniho sekretinu. Modely uméle vytvoreného fuzniho proteinu
GspD s GspND ukazaly, Ze monomery mitochondridlnich sekretinl mohou zaujimat vSeobecné
podobnou topologii jako bakteridlni GspD. Dale bylo zjisténo, Ze sekvenéné maiji k bakterialnim
sekretinlim nejblize GspD z M. sp. str. 249, M. jakobiformis a N. damariscottae. Z tohoto divodu
byl prvni ze jmenovanych organismd vybran jako modelovy a jeho geny pro podjednotky T2SS
pouzity pro laboratorni experimenty. Jako druhy modelovy organismus slouzila N. gruberi, jejiz
genové sekvence sice nejsou tak kvalitni z ddvodu nekompletniho genomového projektu a navic
vykazuji nejvétsi odliSnost od bakteridlnich, ale zato je moZno ji laboratorné kultivovat a vyuzZit
napftiklad k izolaci mitochondrii. Techniky genové manipulace tohoto prvoka vsak doposud vyvinuty

nebyly.

6.2 Skladani a vlastnosti eukaryotickych sekretinovych multimera

Pokud je bakteridlni GspD exprimovan vE. coli bez signdlniho peptidu, dochazi
k okamZitému zastaveni ristu kultury. To proto, Ze sekretin multimerizuje ve vnitfni bakterialni
membrané a zkratuje membranovy potencidl bakterii (Guilvout et al., 2008). K ovéreni hypotézy, ze
i eukaryoticky GspD je schopen vytvaret membranové komplexy, byl navrZen jednoduchy rlstovy
experiment. Expresni kmen E. coli BL21 (DE3) byl za timto ucelem transformovan Ng GspD a M249
GspD bez signalniho peptidu. Vliv pfitomnosti sekretinu na bakteridlni kulturu byl poté sledovan
pomoci méreni optické denzity. Zatimco takto exprimovany sekretin z M. sp. str. 249 je podobné
jako bakterialni GspD pro bakterie vysoce toxicky a zpUsobuje okamzité hynuti bakterii, sekretin
z N. gruberi pouze zpomaluje rlst kultury. Vysledky ziskané z rdstovych pokusl byly nasledné
ovéreny i pomoci fluorescenéni mikroskopie a pritokové cytometrie. Barveni specifické pro mrtvé

bunky ukdzalo, Ze produkce M249 GspD bez signalniho peptidu skutecné zapficinuje smrt bakterii

a nikoliv pouze zastavu déleni.

Sekretiny lze rozdélit na dvé podskupiny podle jejich schopnosti skladat se samovolné
v pfitomnosti membran. Zatimco naptiklad sekretiny z T4PS tuto vlastnost postrddaji, ty z T2SS
vytvareji in vitrov membranach obdobné komplexy jako v pfipadé, Ze jsou exprimovany v bakteriich

(Nickerson et al., 2012). Pro zafrazeni eukaryotickych sekretinli do jedné z téchto podskupin byly
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GspD z N. gruberi a M. sp. str. 249 in vitro translatovany v pfitomnosti lecitinovych lipozém( a
nasledné analyzovany na nativni elektroforéze. Bylo zjiSténo, Ze oba testované sekretiny za téchto
podminek vytvareji komplexy, avsak vyrazné mensi, nez se predpokladalo. Velikost bakteridlnich
sekretinovych pdorl obsahujicich 12-15 podjednotek se pohybuje kolem 1 MDa (Korotkov et al.,
2011). M249 GspD slozeny v lecitinové membrané oproti tomu dosahoval velikosti pouze kolem
150 kDa, coz pfi velikosti monomeru 22 kDa odpovida komplexu o Sesti podjednotkach. Ng GspD,
jenz je o 3 kDa vétsi, vytvati v lipozdmech dva rizné velké komplexy. Vétsina proteinu se vyskytuje
nejspis ve formé trimeru (velikost kolem 70 kDa), v mensi mife se pak objevuje i komplex o0 150 kDa,
stejné jako u sekretinu z M. sp. str. 249. Také celkové mnozstvi proteinu vliozeného do membrany

je u Ng GspD nizsi, prestoZe ucinnost translace téchto dvou proteinl je podobna.

Podle rastovych pokusl a in vitro multimerizace lIze predpokladat, Ze sekretin z M. sp. str.
249 je pravdépodobné schopen tvofit pory bez dalsi asistence. Multimerizace Ng GspD je oproti
tomu vyrazné méné efektivni. Pri jeho expresi nedochazi k okamzitému hynuti bakterii, nybrz pouze
ke zpomaleni rlQstu kultury. Stejné tak samovolna inzerce do membran se odehrava s nizsi
pravdépodobnosti. Je tedy mozné, Ze tento vyZaduje sekretin k rychlému a uc¢innému skladani in

vivo koexpresi s dalSim, asistencnim proteinem.

Z predbéZnych vysledkl se zd3a, Ze se eukaryotni sekretiny do membrany vkladaji az
posttranslacné, stejné jako GspD z T2SS (Huysmans et al.,, 2013). Sekretin Ize v membranach
detekovat i tehdy, jsou-li lipozémy pridany k M249 GspD az po zastaveni translacni reakce pomoci
streptomycinu. ProtoZe vsak vysledky tohoto experimentu byly analyzovany pouze na SDS

elektroforéze, nelze s jistotou fici, zda pfi posttranslaénim vkladani dochazi k tvorbé komplex(.

Bude-li potvrzeno, Ze mitochondridlni sekretin tvofi pouze hexamery, bude tfeba uvazovat
nad mozZnou zménou funkce T2SS v mitochondriich. V takovém pfipadé by byl pramér
sekretinového kanalu pfiblizné polovi¢ni—a vlakno pseudopilu by tak nemohlo prochazet skrz tento

por. | transportovany substrat by se musel velikostné lisit od substratd bakterialniho T2SS.

Pokud je bakteridlni sekretin exprimovan v E. coli se signalni sekvenci pro Sec drahu, ale bez
patficného pilotinu, je transportovan do periplazmatického prostoru, odkud se vklada do vnitini
membrany (Guilvout et al., 2006). V takovém pripadé spousti odpovéd na fagovy Sok, projevujici se
mimo jiné zvySenym obsahem proteinu PspA v burnkach (Hardie et al., 1996). Podle obdobnych
experiment( provedenych na M249 a Ng GspD s pfipojenou signalni sekvenci PelB se zd3, Ze tyto
sekretiny hladinu PspA nezvysuji. Pfitomnost sekretind v analyzovanych bunkach se vsak nepodafilo

s jistotou prokazat. Neni tedy jisté, zda k expresi skutecné dochazelo.
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Z rlstovych pokust navic vyplynulo, Ze pfitomnost PelB signdlni sekvence nijak nesnizuje
toxicitu eukaryotického sekretinu. Pokud je M249 GspD s timto signdlnim peptidem exprimovan
v E. coli, dochazi k okamZitému hynuti bunék. Oddvodnéni tohoto jevu mohou byt dvé. Zvoleny
signalni peptid bud neni dostacujici pro transport mitochondridlniho sekretinu do
periplazmatického prostoru a GspD se proto vklada do vnitfni membrdany z cytoplazmy, stejné jako
pfi produkci varianty bez signalni sekvence. Nebo k transportu dochazi, avSak vzniklé péry se lisi od
téch z T2SS - jsou nespecificky propustné, takze zplsobuji zkratovani membranového potencidlu
pfi vkladani z cytoplazmy i periplazmy. Signalni peptid PelB byl zvolen ztoho dlvodu, Ze je
s Uspéchem vyuzivan pfi produkci pseudopilinu GspG z K. oxytoca v E. coli. V pfipadé pfipojeni PelB
signalu na N-konec je pseudopilin ptes Sec translokon transportovan kotranslacné pomoci SRP
drahy. Rozhodujicim faktorem pro vybér kotranslacni drahy je vSak pravdépodobné pseudopilinova
presekvence, kterd je znacné hydrofobni (Francetic et al., 2007). PelB signalni sekvence samotna
ale neni natolik hydrofobni, aby translaci zastavila. Protein s timto signalnim peptidem tak byva do
periplazmy transportovdan spiSe posttranslacné (Steiner et al., 2006). Vznikajici protein je navazan
chaperonem SecB, ktery zajisti jeho navedeni na translokon. SecB vsak in vivo rozpoznava jen velmi
Uzké spektrum substratd (Kumamoto and Franceti¢, 1993). Navic pro substraty, které v cytoplazmé
rychle zaujimaji nativni konformaci, se tato drdha ukazala byt nevhodnou, nedokazala totiz zajistit
transport takovych proteini do periplazmy. AZ pouZiti signalniho peptidu pro SRP drahu, jez
zprostredkovava transport sprazeny s translaci, zabranilo hromadéni téchto substratd v cytoplazmé
(Schierle et al., 2003). Ani zeleny fluorescencni protein GFP nelze translokovat do periplazmy
pfipojenim PelB signalu. V takovém pripadé se totiz GFP hromadi ve frakci vnitfni bakteridlni
membrany (Linton et al., 2012). Je mozné, e obdobné problémy nastdvaji i u sekretinu. U¢innym
feSenim by proto mohla byt vyména signalniho peptidu PelB za nékterou ze sekvenci
rozpoznavanych SRP, napfiklad DsbA. Pokud by se prokazalo, Ze tento novy fuzni protein vykazuje
nizsi toxicitu nez sekretin s PelB signdlni sekvenci, bylo by vhodné zopakovat experiment s detekci
fagové sokové odpovédi. Nelze totiz fici, Ze eukaryoticky sekretin pfi vkladani do vnitini membrany
z periplazmatického prostoru nevyvolava syntézu PspA, pokud neni jisté, zda k transportu do
periplazmy vlbec skutec¢né dochazi. Kdyby navriené opatieni skutecné zajistilo snizenou toxicitu
sekretinu, dalo by se navic uvazovat i o expresi eukaryotického GspD v E. coli a jeho nasledné
purifikaci pro strukturni a dalsi studie. Pfi expresi M249 GspD s PelB jsou totiz vytézky natolik nizké,

Ze jej neni mozno s Uspéchem purifikovat.

6.3 Import sekretinu do mitochondrii

Podjednotky eukaryotického T2SS jsou kédovany v jadre, lokalizuji vSak do mitochondrii.

Proto musi byt do této organely doruceny z cytoplazmy. Pokud u mitochondridlniho sekretinu,
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stejné jako u ostatnich B-barelovych proteinl vnéjsi mitochondridlni membrany, pfedpokladame
zachovani plvodni bakteridlni orientace, mél by se do této membrany vkladat
z mezimembranového prostoru. Na rozdil od jednofetézcovych B-barell je vSak moiné, Ze
sekretinovy komplex nejspiS nevyzaduje kinzerci do vnéjsi mitochondridlni membrany SAM
komplex. Ten je zodpovédny za skladani B -barelovych proteinll jako je Tom40 i samotna centralni
podjednotka SAM komplexu, Sam50 (Hohr et al., 2015). Je totiZz schopen samostatné inzerce do
lipidové dvojvrstvy obdobné jako sekretiny z bakteridlniho T2SS, které se ukdzaly byt nezavislé na
BAM, funkénim ortologu SAM komplexu (Collin et al., 2007). Navic ve své sekvenci nenese
konzervovany B-signal, ktery je nezbytny pro rozpoznani polypeptidu v mezimembranovém
prostoru. Monomery GspD a GspND jsou tak pravdépodobné preneseny skrz Tom40 do

periplazmatického prostoru, kde formuji pér, jenz se nasledné vlozi do membrany.

Mechanismus importu do mitochondrii byl testovan in vitro. 1zolované mitochondrie z N.
gruberi a S. cerevisiae byly inkubovany s in vitro translatovanym sekretinem a byla sledovdna
kinetika importu v ¢ase. Ukdzalo se vsak, Ze za stanovenych experimentdlnich podminek neni
sekretin do mitochondrii spravné importovan, vzrlstajici mnoiZstvi proteinu v mitochondriich
nebylo moZno pozorovat. PouZity protokol byl vyvinuty pro solubilni proteiny vstupujici
posttranslacné do mitochondridlni matrix. Je proto pravdépodobné, Ze protein o predpokladané
lokalizaci ve vnéjsi mitochondridlni membrdné bude vyZzadovat odlisSné experimentalni podminky.
Napfiklad protonofor obsaZzeny ve stop pufru, ktery inhibuje transport proteind pres vnitini
membranu, nebude mit Zadny Ucinek na priibéh tohoto déje. DalSim moznym dlivodem je i absence
cytozolickych chaperonl béhem pfipravy proteinu i v priibéhu vlastniho importniho experimentu.
Bez asistence téchto proteinl sekretin mozna snadno agreguje a je nekompatibilni s importnim
aparatem. Potencidlni optimalizace protokolu by tak mohla namisto PURExpress systému zahrnovat
in vitro translaci v lyzatu krali¢ich retikulocyt(, ktery obsahuje cytozolické faktory. | vlastni importni
reakce by mohla byt obohacena o cytozolickou frakci, zvlasté pak pfi experimentu s mitochondriemi
z N. gruberi, kde by mohl byt pfitomen specificky chaperon. Pfidani proteindzy K ihned po odebrani
alikvétu mitochondrii ¢i pouZiti vyssi koncentrace mocoviny v pripravé preloZzeného sekretinu by
mohlo zabranit samovolnému vkladani ¢i nespecifické agregaci proteinu na mitochondrialni

membranu.

6.4 Interakce mitochondrialniho sekretinu s ostatnimi podjednotkami T2SS

GspD z bakteridalniho T2SS interaguje s pilotinem GspS, pseudopilinem GspG,
periplazmatickou spojkou GspC a s transportovanym substratem (Korotkov et al., 2012). Pro
rozklicovani vztahll mezi podjednotkami T2SS v N. gruberi byl pouzit kvasinkovy dvouhybridni

systém. ProtoZze GspC a GspS nejsou v eukaryotnim T2SS znamy, ocekavany byly interakce dvou
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sekretinovych monomerd, sekretinu a jeho N-koncové domény, sekretinu s pseudopilinem,
pfipadné dvou N-koncovych domén. Y2HS potvrdil u N. gruberi pouze dvé z nich — GspD + GspND a
GspND + GspND. Kvasinky kotransformované plazmidy se sekretinovymi monomery prekvapivé na
selekénich plotnach nenarostly, na rozdil od T2SS z M. sp. str. 249, kde se jednalo o nejsiln&jsi
detekovanou interakci. Tento experiment, provedeny Mgr. Alzbétou Krupickovou, naopak
neprokdzal vzdjemnou vazbu dvou N-koncovych domén. Interakce mezi GspD a GspND vsak byla
potvrzena u obou testovanych organismu. Je tedy moziné, Ze pro UspésSny vznik sekretinového
komplexu u N. gruberi je zapotiebi i GspND, jenZ zahajuje jeho multimerizaci. Oproti tomu GspD
z M. sp. str. 249 dokaze tvofit komplexy sdm o sobé. Tim by mohla byt vysvétlena i nizsi toxicita Ng
GspD, stejné jako jeho neefektivni vkladani do lecitinovych lipozomU. Tato skutecnost by
odpovidala i vysledkim ziskanym pfi studiu bakteridlniho GspD z K. oxytoca — i zde je pro Uspésnou
multimerizaci sekretinu vyZadovana alespon c¢ast N-koncové domény, konkrétné subdomény N3

(Guilvout et al., 2011).
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7 Zaveér

Tato prace se zabyva proteinem z rodiny sekretind objevenym v mitochondriich nékterych
eukaryot spolu s nékolika podjednotkami bakterialniho T2SS. Pravé kvali predpokladané
pribuznosti tohoto sekretinu s bakteridlnim GspD je v literarnim Gvodu kladen ddraz na shrnuti
dosavadnich znalosti o bakteridlnim T2SS, predstaveny jsou vSak i ostatni systémy vyuzivajici

sekretinovy komplex.

Cilem experimentalni ¢4sti této prace je charakterizovat mitochondridlni sekretin,
predevsim pak u zvolenych modelovych druh(, N. gruberi a M. sp. str. 249. Bioinformaticka analyza
téchto sekretinl ukazala, Ze mitochondridlni sekretiny jsou pravdépodobné sesterskou skupinou
k sekretinlim z bakteridlniho T2SS a nejspiSe tvori podobné sekundarni struktury. Oba testované
mitochondrialni sekretiny jsou toxické pro expresni kmeny E. coli, pravdépodobné kvli tvorbé péri
v jejich vnitfni membrané. Exprese M249 GspD rist bakterialni kultury dokonce zcela zastavuje.
Podobny fenotyp vykazuji i bakterie syntetizujici M249 GspD se signalnim peptidem PelB, jenz by
mél toxicitu sekretinu sniZovat. Z tohoto dlvodu nebylo mozZné vyuzit heterologni exprese v E. coli
k purifikaci tohoto proteinu pro strukturni studie. Sekretiny z M. sp. str. 249 i N. gruberi jsou
schopné inzerce do umélych membran, kde nejspise tvori komplexy. Tato vlastnost znesnadnuje
sledovani kinetiky importu sekretinu do izolovanych mitochondrii. U¢innost vkladani je u Ng GspD
nizsi, coz by korespondovalo i s jeho mirnéjSim vlivem na viabilitu bakterialni populace. Jednim
z moznych vysvétleni je to, Ze tento sekretin vyzaduje pro efektivni multimerizaci dalsi protein.
MuZe se jednat naptiklad o GspND, nebot na rozdil od T2SS v M. sp. str. 249 nebyla u N. gruberi
prokazana interakce dvou sekretinovych monomerd, ale pouze dvou N-koncovych domén tohoto

sekretinu, tedy GspND.

Z tohoto dlvodu by bylo v budoucnu zajimavé otestovat napriklad koexpresi Ng GspD a
GspND v E. coli, zda se zvysi toxicita tohoto sekretinu. Multimerizaci sekretinu v pfitomnosti N-
koncové domény by bylo mozno sledovat i v lecitinovych lipozémech. V neposledni fadé by pak bylo
vhodné pokusit se optimalizovat expresi sekretinu v E. coli a nasledny purifikacni proces. V ptipadé
Uspéchu by se totiZ otevielo mnoho dalSich moZnosti pro studium tohoto neobvyklého proteinu,
které by mohlo pfispét k pochopeni vyznamu a funkci homologli podjednotek T2SS

v mitochondriich.
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8 Seznam zkratek

AspS Alternativni pilotin u sekretind typu Vibrio

BAM B-barrel assembly machinery (komplex pro skladani B-barelovych protein(
bakterii)

DHFR Dihydrofolat reduktaza

EPEC Enteropatogenni kmen E. coli

ETEC Enterotoxigenni kmen E. coli

GSP General secretory pathway (obecna sekretoricka draha)

GspA, B Proteiny T2SS vazici peptidoglykan

GspC Protein T2SS spojujici komplex vnitfni a vnéjsi membrany

GspD Sekretin z T2SS

GspE Sekrecni ATPaza z T2SS

GspF, L, M Proteiny komplexu vnitfni membrany z T2SS

GspG Hlavni pseudopilin z T2SS

GspH, |, J, K Vedlejsi pseudopiliny z T2SS

GspND N-koncova doména mitochondrialniho sekretinu

GspO Prepilin peptiddza z T2SS

GspS Pilotin sekretinl typu Klebsiella

InvG Sekretin z T3SS (u bakterii rodu Salmonella)

Lol Lipoprotein outer membrane localization pathway (draha zajistujici vkladani
lipoproteint do vnéjsi membrany)

M249 GspD Sekretin z M. sp. str. 249

Ng GspD Sekretin z N. gruberi

PilQ Sekretin z T4PS

plV Sekretin filamentarnich fagl

PspA Phage shock response protein A (protein A odpovédi na fagovy Sok)

SAM Sorting and assembly machinery (komplex pro skladani B-barelovych protein(
v mitochondrii)

Sec Obecna sekretorickd draha

SRP Signal recognition particle (¢astice rozpoznavajici signal)

T2SS Sekrecni systém typu Il

T3SS Sekrecni systém typu llI
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T4PS

Systém pro skladani pilu typu IV

Tat Twin-arginin translokaza
Tim Translocase of the inner membrane (transportér vnitini mitochondrialni
i
membrany)
T Translocase of the outer membrane (transportér vnéjsi mitochondridlni
om
membrany)
UPEC Uropatogenni kmen E. coli
Y2HS Yeast two hybrid system (kvasinkovy dvouhybridni systém)
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