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1 Uvod

SNARE proteiny jsou esencidlni pro vSechny membranové fuze, které probihaji uvnitt
eukaryotickych bunék naptic sekretorickymi a endocytickymi drahami. Pouze u organel, které
lezi mimo tyto drahy, tedy mitochondrii a plastidd, byly béhem evoluce vyvinuty specidlni
procesy, diky kterym je jejich fuze nezavisla na SNARE proteinech. SNARE proteiny byly
objeveny u vSech zatim zkoumanych eukaryotickych organismi, coz, vezmeme-li v potaz
jejich funkei, neni nijak piekvapivé.

Giardia intestinalis je mikroaerofilni bi¢ikovec parazitujici v zazivaci soustavé obratlovcl
vcetné Clovéka, kde muze zplsobit vdzna prijmova onemocnéni. Jednd se o prvoka ze
skupiny organismil, kterd se z eukaryotické linie oddélila pravdépodobné jiz velmi davno a je
tedy vyznamnym modelovym systémem z hlediska evoluce eukaryot.

Mitochondrie jsou u G. intestinalis vyznamnym zpisobem redukovany do formy
dvoumembranovych organel, tzv. mitosomi. Mitosomy nevytvaieji ATP a chybi jim typické
mitochondrialni kristy. Jedinou dosud popsanou funkci mitosomil je jejich podil na syntéze
Fe-S center. Také endomembranovy systém G. intestinalis je velice zjednodusen, a to az do
takové miry, Ze zde napiiklad strukturné zcela chybi Golgiho aparat. Nicméné i1 v takto
zjednodusené formé¢ endomembranového systému bylo nalezeno né¢kolik SNARE proteint. U
jednoho znich byla publikovana mitosomalni lokalizace, kterd je u tohoto typu proteint
naprosto unikatni. Pravé tato atypickd lokalizace nds vedla k podrobnéjsSimu zkoumani

proteinu a snaze zjistit jeho funkci v biogenezi mitosomi.



2 Literarni prehled

Literarni ptehled byl castecné prevzat zmé bakalafské prace, doplnén o nejnovéjsi

poznatky a dale rozsifen.

2.1 SNARE proteiny

2.1.1 Historie objevu SNARE proteini

Historie objevu SNARE proteinti sahd do 80. let 20. stoleti. V roce 1984 se pfi snaze o
zavedeni “cell-free” systému pro zkoumani proteinového transportu podatilo purifikovat
z povrchovych membran Golgiho aparatu dva proteiny (Balch et al., 1984), pozdé&ji nazvané
NSF (N-ethylmaleimid sensitive factor) (Block et al., 1988) a SNAP (NSF attachment
protein) (Clary et al., 1990). Tyto proteiny byly dale pouzity k afinitni purifikaci vazebnych
partnert (Sollner et al., 1993). Na zakladé ptedpokladu, Ze se jedna o receptory, vznikl jejich
nazev, tedy SNARE (soluble N-ethylmaleimid-sensitive factor attachment protein receptors)

proteiny.

2.1.2 Struktura SNARE proteini
Pro vsechny SNARE proteiny je typické, ze obsahuji tzv. SNARE motiv, coz je solubilni

coiled-coil doména tvotfend a-helixem slozenym z evolu¢né konzervovanych sedmiclennych
repetic, které jsou vysoce hydrofobni (Weimbs et al., 1998). Tato struktura je natolik
evoluéné konzervovana, ze se pravdépodobné vyvinula u spolecného piedka vSech eukaryot a
uchovala se ve vice mén¢ nezménéné podob¢é dodnes (Weimbs et al., 1998). Hydrofobni
charakter SNARE motivu je v centralni ¢asti, tzv. nulové vrstvé, narusSen pfitomnosti kladné
nabité aminokyseliny, glutaminu nebo argininu (Sutton et al., 1998). Ackoli je pfitomnost
glutaminu, pfip. argininu také velice konzervovand, nemusi se vzdy jednat o tyto konkrétni
aminokyseliny. Na zdkladé tohoto objevu bylo upraveno nazvoslovi SNARE proteini
z puvodnich v- a t-SNARE (Sollner et al., 1993), které proteiny dé¢lilo podle toho, zda jsou
pfitomny na membrané vacku (v-SNARE) nebo na cilové membrane (t-SNARE), na dnesni
R- a Q-SNARE (Fasshauer et al., 1998). Nov¢jsi nazvoslovi proteiny déli podle charakteru
pritomné aminokyseliny v “nulové vrstvé“. Skupina Q-SNARE proteinti zahrnuje tfi
podskupiny dale se liSici v charakteru N-koncové domény. Jsou to Qa, Qb a Qc SNAREs
(Bock et al., 2001). R-SNARE se dale dé¢li na dlouhé VAMPs (vesicle-associated membrane



proteins) (jinak také “longiny) a kratké VAMPs (jinak také “breviny*) podle toho, zda
obsahuji kratkou variabilni doménu ¢i dlouhou tzv. “longinovou” doménu na N-konci
(Filippini et al., 2001). Fylogenetické analyzy sekvenci SNARE motivl ukazuji, Ze jednotlivé
proteiny podrodiny SNARE proteinii (Qa, Qb, Qc a R-SNARESs) rtiznych eukaryot vykazuji
vysokou miru podobnosti a je tedy pravdépodobné, Ze k jejich rozdéleni doslo velmi brzy
v evoluci eukaryotické bunky (Kloepper et al., 2007).

Vedle vysoce konzervované SNARE domény se mohou na N-konci proteinu vyskytovat
dalsi variabilni domény. Jejich pfitomnost a charakter jsou rozhodujici pro fyziologickou
funkci SNARE proteint (Dietrich et al., 2003).

Pro membréanovou fzi zprostiedkovanou SNARE proteiny je dulezita jejich interakce
s membranou. Tato interakce miize byt zprostiedkovana jednou transmembranovou doménou
(TMD) nebo kovalentni vazbou s membranovymi lipidy pies specifické konzervované
cysteiny (Filippini et al., 2001). Pfipadn¢ mutze byt role TMD nahrazena specifickymi
posttransla¢nimi modifikacemi, jako je palmitoylace nebo farnesylace (McNew et al., 1997).
Tyto modifikace se vSak Casto vyskytuji i u SNARE proteinti, kter¢ TMD maji. U téchto
proteinii jsou pak modifikace zodpovédné naptiklad za ochranu pted jejich degradaci
v proteasomu, jako je tomu v piipad¢ palmitoylace proteinu Tlgl (Valdez-Taubas and
Pelham, 2005).

Strukturalni odlisnost jednotlivych SNARE proteint a jejich vazebna specifita souvisejici
s mistem, kde je konkrétni SNARE protein lokalizovan, urcuje kompartmentalizaci uvnitt
bunék (Sollner et al., 1993). Zjednodusen¢ feceno, podle ptitomnosti riznych SNARE na
membranach butika poznd, o jakou organelu se jedna. Tato tzv. SNARE hypotéza je dnes jiz

vSeobecné prijimanym faktem.

2.1.3 SNARE proteiny a membranova fuze

Vzhledem k intenzivnimu vyzkumu, ktery provazi SNARE proteiny v poslednich letech,
bylo zjiSténo nepteberné mnozstvi poznatki o procesu membranové fuze. Presto existuje fada
detailti tykajicich se zejména molekularnich mechanismi samotné fuze, které je potfeba
objasnit.

V klidové forme se SNARE proteiny v buiice vyskytuji jako tzv. volné. Uz v roce 1997 ale
bylo zjisténo, Ze k fizi dvou membran je zapotiebi piitomnosti alespont jednoho SNARE
proteinu zakotveného v kazdé ze zacastnénych membran (Nichols et al., 1997). Dnes je vSak

jisté, Ze plné funkéni tzv. SNARE komplex musi obsahovat ¢tyfi riizné a-helixy.



Jednotlivé helixy piedstavuji SNARE motivy raznych proteinti (Fasshauer et al., 1997a;
Fasshauer et al., 1997b; Hazzard et al., 1999; Margittai et al., 2001). Takto vytvoieny
komplex je vysoce stabilni struktura, na jejiz rozpad je potieba veliké mnozstvi energie. To je
zafizeno ATPazou NSF (NEM - sensitive factor) a proteinem SNAP, ktery pti reakci funguje
jako kofaktor (Sollner et al., 1993). Prvni objeveny SNARE komplex se skladal z jednoho
R-SNARE a 3 Q-SNARE motivl z kazd¢ podrodiny poskytnutych proteiny syntaxinem-1A,
synaptobrevinem-II a SNAPem-25B (Sutton et al., 1998). Tento komplex se typicky
vyskytuje pfi fuzi vack uvnitt nervového spojeni. Jako dalsi piiklad takového komplexu
muze slouzit struktura tvofend proteiny endobrevinem, syntaxinem 7, Vtilb a Syntaxinem 8
(Antonin et al., 2002). V obou piipadech komplex obsahuje motivy zkazdé podrodiny
SNARE proteint, tedy R, Qa, Qb 1 Qc. Zastoupeni kazdého typu SNARE motivu se zda byt
uniformni, jelikoz doposud nebyla pozorovana jina struktura komplexu in vivo. Nicméné
invitro pokusy ukazuji, ze je mozné vytvorit SNARE komplexy, které¢ in vivo vznikat
nemohou (Fasshauer et al., 1999; Yang et al., 1999). V obou zminénych studiich se pokouseli
nahradit jednotlivé ¢leny SNARE komplexu jinymi proteiny ze stejnych podrodin. Témét
vSechny z moznych kombinaci vytvofily vice ¢i méné stabilni komplexy, na jejichZ rozpad
bylo zapottebi ptfitomnosti NSF a jeho kofaktoru SNAP. Tyto experimenty ukazali, ze
SNARE proteiny jsou schopny mezi sebou promiskuitné interagovat, pokud je dodrzeno
pravidlo zastoupeni vSech proteinovych podrodin. Tato schopnost je pravdépodobné
disledkem jejich vysoké evoluéni podobnosti.

Dnes existuji dva modely znazoriiujici samotny proces. Prvni model je odvozeny
od hypotézy vzniklé jiz v roce 1983 (Kozlov and Markin, 1983), podle které¢ dojde k fuzi
v okamziku, kdy se k sobé dvé membrany piiblizi na urcitou limitni vzdalenost. V této
vzdalenosti na membrany maji plisobit takové sily, Ze dojde k jejich deformaci a vzajemnému
casteCnému propojeni lipidovych vrstev (tzv. hemifuzi), coz poté vede k samotné fuzi. Tato
teorie byla v pribéhu Casu vyvracovana faktem, ze se k sobé membrany za fyziologickych
podminek nemohou dostat dostatecné blizko. Spekulacim bylo u¢inéno zadost v roce 2006,
kdy bylo publikovéno, Ze SNARE proteiny jsou schopny k sob& pfiblizit membrany az
na vzdalenost 1 - 2nm (Chen et al., 2006). Druhy model navrhuje moznost, Ze se pii pfiblizeni
membran mezi nimi vytvaii proteinovy por, kterym poté dojde ke smiseni membranovych
obsahi a tedy k fuzi. Pér by v tomto piipadé¢ mél byt tvofen transmembranovymi doménami
jednotlivych SNARE proteind. Prace podporujici tuto teorii jsou shrnuty v publikaci (Jackson

and Chapman, 2006). Oba modely jsou zndzornény na obrazku 1.



Dalsi nedofeSenou otazkou zustava fakt, kolik SNARE komplext je tfeba, aby bylo
dosazeno membranové fize. Dlouhou dobu se minimdlni mnozstvi SNARE komplext
potiebnych ke zprostiedkovani faze pohybovalo v rozmezi 3-15 (Montecucco et al., 2005).
To se zménilo az v roce 2010, kdy byly provedeny in vitro experimenty s liposomy nesoucimi
na svém povrchu pouze jeden SNARE komplex. Ukazalo se, Ze i tyto liposomy jsou schopné
fuze a tedy ze pro uspéSnou membranovou fuzi staci pouze jeden SNARE komplex vytvoteny

na rozhrani dvou membran (van den Bogaart et al., 2010).

T e

~ ﬁ%@é

R ny@%ésa

(b) .

Obrazek 1: Soucasné modely znazornujici proces membranové flize. A, tzv. “proximity*
model je zaloZen na moZné deformaci membran vzhledem Kk jejich vzajemné blizkosti; B,
“protein-pore“ model, kdy se bé&hem fize v membrané objevuje por tvoreny
transmembranovymi doménami SNARE proteini. Pfevzato z (Marsden et al., 2011).

2.2 Mitochondrialni fuze

Proteiny, které se ucastni mitochondridlni faze, jsou uréené vyhradné pro procesy
mitochondridlni dynamiky. U kvasinek se na mitochondridlni fizi podili dvé GTPazy Fzolp
(Mfn1/Mfn2) a Mgmlp (OPA1) a protein Ugolp. (Proteiny v zavorkdch jsou homology
nalezené¢ v builkkdch savct). Funkéni komplex, ktery tyto proteiny dohromady vytvéieji,
zajistuje koordinované propojeni fuze obou mitochondrialnich membran. Schéma takového

proteinového komplexu je zndzornéno na obrazku 2.
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2.2.1. Fzolp

GTPazy jsou klicovymi proteiny mitochondrialni fuze, které byly nalezny napfic¢ riznymi
skupinami eukaryot: Fzo (fuzzy onions) v kvasince (Hermann et al., 1998; Rapaport et al.,
1998) a octomilce (Hales and Fuller, 1997) a Mfn (mitofusin) u savct (Santel and Fuller,
2001; Eura et al., 2003). Kvasinkovy Fzol se ukazal jako esencialni pro zivot bunky
(Hermann et al., 1998). Jedna se o 98kDa veliky protein, ktery se sklada ze téi sedmiclennych
repetic, jedné N-koncové GTPazové domény a dvou C-koncovych transmembranovych
segmentll (Hales and Fuller, 1997). Je to integralni membranovy protein vnéjsi
mitochondrialni membrany zodpovédny za jeji fuzi. Jeho GTPazova doména vycCniva
do cytoplazmy a kratky spoj dvou transmembranovych usekli je exponovan
do mezimembranového prostoru, kde zprostiedkovava kontakt obou membran (Hermann et
al., 1998; Fritz et al., 2001). GTPazova doména je dulezita pro spojeni vnéjsich membran
pied jejich fizi a navic fidi rekrutovani proteinu Mdm30, ktery je vyraznym regulatorem celé
faze (Palmer et al., 2011).

Savéi Mfnl a Mfn2 jsou konzervované homology Fzol esencidlni pro zivot buiky
(Ishihara et al., 2004). Oba homology obsahuji N-koncovou GTPazovou doménu, dva tseky
slozen¢ ze sedmiclennych repetic (HR1 a HR2) a dvé transmembranové domény blizko
C-konce (Koshiba et al., 2004). HR1 a HR2 oblasti se nachazeji kazda na opacné strané
transmembranovych domén, které zakotvuji protein do vné&jSi mitochondridlni membrany.
Experimenty provadéné s Mfnl ukazaly, ze HR2 useky dvou proteini na rtznych
membranach mitochondrii spolu interaguji a funguji tedy i jako kotevni proteiny membran
uréenych k fuzi (Koshiba et al., 2004). Recentni experimenty také ukézaly, ze HR1 a HR2
oblasti jsou dulezitymi useky proteind, které vzijemnymi interakcemi i interakcemi
s ostatnimi proteiny vyznamné ovliviiuji proces mitochondridlni fuze a tim i morfologii celé
mitochondrie (Huang et al., 2011). PoSkozeni téchto proteinti vede k neurodegenerativnimu
onemocnéni syndromu Charcot-Marie-Tooth. Nedavna prace ukazuje, ze Mfn2 se kromé
mitochondrii nachézi také na povrchu endoplasmatického retikula, kde zprostredkovava
interakce mezi mitochondrii a retikulem. Tyto interakce mohou byt trans-homo i
heterotypické, jelikoz Mfn2 na endoplasmatickém retikulu mize parovat jak s Mfnl tak s
Mfn2. Tato spojeni se ukdzala jako nezbytnd pro spravny piisun vapenatych ionti do

mitochondrie (de Brito and Scorrano, 2008).
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2.2.2. Mgmlp

Mgml je dalsi GTPaza fungujici pfi mitochondridlni fuzi. Jedna se o protein piibuzny
dynaminovym GTPé4zam, které hraji roli pfi zaSkrcovani membran béhem endocytdzy
(Praefcke and McMahon, 2004). Skladd se z N-koncové mitochondridlni targetovaci
presekvence, dvou hydrofobnich segmentti a GTP4azové domény, ktera je nutnd pro funkci
proteinu in vivo (Shepard and Yaffe, 1999; Sesaki et al., 2003). Ortology tohoto proteinu byly
identifikovany i v jinych eukaryotickych organismech jako u Schizosaccharomyces pombe
(Mspl) (Pelloquin et al., 1998; Pelloquin et al., 1999), ¢i u savcu (OPA1) (Alexander et al.,
2000; Delettre et al., 2000).

O spravné topologii tohoto proteinu se doneddvna vedly diskuze, nicméné podle studie
zroku 2005 (Guillou et al., 2005) se zda, ze jde o protein mezimebranového prostoru
zakotveny ve vnitini mitochondridlni membrané. Mgml je v bufice pfitomen ve dvou
formach, a to jednak v "dlouh¢é" formé¢ (I-Mgmlp), kterd je membranove zakotvend, a jednak
v "kratké" formé (s-Mgmlp), ktera je solubilni v mezimembranovém prostoru (Chan, 2006;
Meeusen et al., 2006). Mgmlp je po translokaci do mitochondrialni matrix procesovan
matrixovou procesujici peptidazou (MPP) a poté integrovan do vnitini mitochondrialni
membrany diky N-koncové transmembranové sekvenci. S-Mgmlp vznikda dalSim
procesovanim jiz ve vnifni mitochondridlni membrané a poté je uvolnén do
mezimembranového prostoru (Cerveny et al., 2007). Rizné procesovani Mgmlp ma na
starost membranova protedza v mezimembranovém prostoru Pcplp (Sesaki et al., 2006), ktera
protein Stépi v sekvencéné specifickém misté zvaném RCR (rhomboid cleavage region)
(Schafer et al., 2010). Tvorba alternativnich forem tohoto proteinu mize byt povazovana za
urcitou formu regulace mitochondrialni fize. Bylo prokdzano, ze pfi nizké hladiné ATP je v
buiice pritomna predev§im dlouhd forma proteinu, zatimco piti vysoké hladiné ATP kratka
forma (Herlan et al., 2004). Ob¢ formy proteinu jsou vSak ke spravné mitochondrialni fazi
nezbytné (Herlan et al., 2003; McQuibban et al., 2003; Herlan et al., 2004; Griparic et al.,
2007; Song et al., 2007). Recentné bylo ukazano, ze kratka a dlouhd forma proteinu v buice
existuji jako nefunkéni monomery a ze obé& formy spolu interaguji v trans homo- i
heterotypické reakci, pfiCemz heterotypicka reakce je nezbytnd pro indukci mitochondridlni
faze (DeVay et al., 2009; Zick et al., 2009). Také zde bylo ukazano, Zze pouze s-Mgmlp ma
GTPéazovou aktivitu. V neposledni fad€ byl v téchto pracich navrhnut model fungovani obou
forem, podle kterého I-Mgmlp kotvi s-Mgmlp do vnitini mitochondridlni membréany, kde

poté oba proteiny zprostiedkovavaji samotnou fizi.
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Savéim homologem Mgmlp je OPA1. Topologie tohoto proteinu je jesté komplikovangjsi
nez u Mgmlp. OPAI1 je exprimovan v osmi ruznych sestfihovych variantach a kazda z téchto
variant muze tvofit "kratké" a "dlouhé" formy. I tento fenomén je povaZzovan za zplsob
regulace mitochondrialni morfologie (Ishihara et al., 2006). Neni zcela jisté, jaky protein je
zodpovédny za procesovani OPA1. Bylo publikovéano, Ze za tento proces zodpovida savci
homolog proteinu Pcplp, tzv. PARL Nicméné se zda, ze PARL neovliviiuje pfimo samotnou
mitochondrialni fuzi, ale pisobi remodelaci mitochondrialnich krist (Cipolat et al., 2006).
Kromé PARL existuji dalsi proteiny ovliviiujici procesovani OPA1. Jsou to napiiklad dvé
protézy pattici do skupiny tzv. m-AAA proteaz, a to AFG3L2 (Duvezin-Caubet et al., 2007) a
Paraplegin (Ishihara et al., 2006) a jedna protedza mezimembranového prostoru, tzv. i-AAA

proteaza, Ymel (Griparic et al., 2007; Song et al., 2007).

2.2.2.1 Mgmlp a morfologie mitochondrialnich Kkrist

Mitochondrialni kristy jsou vyrazné struktury tvofené vnitini mtochondridlni membranou,
které reprezentuji funkéné specializovany kompartment mitochondrii (Vogel et al., 2006).
Vzhled mitochondridlnich krist je velice rozmanity. Mohou se liSit jak v délce, tak ve tvaru a
jsou propojeny v tzv. kristovych spojich (Hoppins et al., 2007).

Ukazuje se, Ze na vzhled mitochondrialnich krist ma mimo jiné vlivi Mgm1. Tento protein
byl pomoci elektronové mikroskopie v kristach lokalizovan (Griparic et al., 2004; Vogel et
al., 2006). Snizeni exprese OPA1 (sav¢iho homologu Mgmlp) zpusobuje dezorganizaci
mitochondrialnich krist a rozsifovani kristovych spojli, zatimco jeho overexprese zplusobuje
zuzovani spoju i samotnych krist (Griparic and van der Bliek, 2001; Olichon et al., 2003;
Frezza et al., 2006).

2.2.3 Ugolp

Ugol je protein vnéjsi mitochondridlni membréany o velikosti piiblizne 56 kDa (Sesaki and
Jensen, 2001). Jeho funkce spocivd v propojeni obou GTPaz Fzolp a Mgmlp a tim
v synchronizaci fizi obou membran (Sesaki and Jensen, 2004). Obsahuje dv€é domény
podobné tisekiim v mitochondridlnich pfenasecich, které transportuji Siroké spektrum molekul
pies vnitini mitochondridlni membranu. Ugol je povazovén za c¢lena této proteinové rodiny,
pfesto je v urcitych ohledech velmi odlisny. Oproti ostatnim ma témét dvakrat vétsi
molekulovou hmotnost, je lokalizovan v semipermeabilni vnéj$i mitochondridlni membrané a
ma opacnou N/C koncovou topologii (Sesaki and Jensen, 2001). Bylo prokazano, ze N-konec
proteinu je exponovan do cytoplasmy a C-konec naopak do mezimebranového prostoru

(Coonrod et al., 2007). Protein dale obsahuje tii transmembranové useky a v bunice se nachazi
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ve form¢ dimeru (Hoppins et al., 2009). Je také nezbytny pouze pro samotnou fiizi membran,
nikoli v8ak pro jejich setkavani (Hoppins et al., 2009). U savcu zatim funkéni homolog
Ugolp nalezen nebyl a mechanismus propojeni vnéjsi a vnitfni mitochondridlni membrany

tak z{istava neznamy.

Samotny proces mitochondrialni fuze prozatim ziistava neobjasnén. Jisté je, ze nejprve
dochdzi k homodimerizaci proteinu Fzol v zavislosti na vazbé GTP aUgol. Tyto
homodimery umoznuji pfiblizeni mitochondridlnich membrén, takzvany ‘“membrane
tethering®. Nasledna hydrolyza GTP iniciuje fuzi vnéjSich membran a Fzol je degradovéan

pomoci proteinu Mdm30, ¢imz jeho uloha v mitochondrialni fazi kon¢i (Anton et al., 2011).

CYTOPLASMA
Obrazek 2: Lokalizace a topologie
Fz;:.;‘! P proteinii castnicich se
. N — mitochondrialni fiaze. Ugol protein
( w]/]\g B interaguje s obéma GTPazami, Fzol i
Mdm30p O - Mgml, a zajiSt'uje tak propojeni obou
membran. OM, vnéjsi mitochondrialni
oM membrana; IM, vnitini
mitochondrialni membrana; IMS,
Mgmip IMS mezimembranovy prostor (pievzato z
(? - o Okamoto and Shaw, 2005).
> \ IM
Pecpin
MATRIX

2.2.4 Modely mitochondrialni fuze

I kdyz modely mitochondrialni fize nejsou doposud zcela kompletni, je ziejme, ze se fuze
da rozdélit do tii fazi: (i) spojeni mitochondrii (docking), (i) fuze vnéj$i mitochondridlni
membrany a (iii) fuze vnitini mitochondridlni membrany. V savcich buinikach fuze nastava,
pokud se C-koncovd doména proteinu Mfnl na jedné mitochondrii spoji s C-koncovou
doménou Mfnl na druhé organele (Koshiba et al., 2004) (obrazek 3a). Toto spojeni se
nazyva trans-homotypickéd interakce. Pfedpokladd se, Ze tato interakce zvySuje ucinnost
mitofusinl vazat, popi. hydrolyzovat GTP, coz by mohlo mit za nésledek jejich konformaéni
zménu a mitochondridlni membrany by se tim dostaly do bezprostitedni blizkosti.

V souvislosti se savéimi mitofusiny Mfnl a Mfn2 je nezbytné jest¢ dodat, Ze jsou schopny
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tvorit i trans-heterotypické reakce Mfnl1-Mfn2, nicméné vyznam téchto spojeni nebyl zatim
zcela objasnén.

Pro fuzi je nezbytny potencial na vnitini mitochondrialni membrané (Legros et al., 2002;
Ishihara et al., 2003; Mattenberger et al., 2003), avsak molekularni detaily mechanismu fuze
vnéjsich membran nebyly zatim dostate¢né prozkoumany. I v piipadé kvasinkového Fzol
proteinu bylo prokdzano, ze alesponl jedna mitochondrie musi mit funk¢ni proteiny na svém
povrchu (Griffin and Chan, 2006). Pro aktivitu Fzol jsou navic zapotiebi vSechny tii
sedmiclenné repetice. Repetice se ucastni vzajemnych trans interakci i vazby na GTP4azovou
doménu a zprostiedkovavaji tak oligomerizaci Fzolp komplexu (Griffin and Chan, 2006).
Kolem mechanismu fungovani Mgml proteinu pfi fuzi vnitini membrany také stale ziistava
mnoho neobjasnéno. V podstaté jediné, co se da s urcitosti tvrdit, je, Ze pro spravnou fuzi je
kromé¢ funkéniho proteinu nezbytna pritomnost GTP a elektrochemického potencidlu vnitini
mitochondridlni membrany (Okamoto and Shaw, 2005). Dosavadni znalosti o tom, jak

probihd mitochondridlni fize u kvasinek, jsou shrnuty na obrazku 3b.

a Ml'rﬂ b F.::n'Fp-hlgrn1p—Lm-u-1p complex Obl‘i’lzek 3.

Modely mitochondrialni fuze
Qﬂ% (_lf'%b* G%Dfl b{% u savcu (a) a kvasinek (b).
OM, vnéj§i mitochondrialni
membrana; IM, vnitini

oy mitochondrialni membrana;
(Wﬂjah_:- % i ? Ay, potencial vniti‘ni

: mitochondrialni membrany;
GTP , .
I s GOP 4+ P) ApH, protonovy gradient
Ca—— vnitini mitochondrialni
? membriny membrany  (pFevzato  z
I e Okamoto a Shaw, 2005).
m JCGDF' v Fi

Fuipe unitinl
membrany

2.3 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis je paraziticky prvok z fadu Diplomonadida zpusobujici prijmova
onemocnéni obratloved  véetné Clovéka (Adam, 2001). Ma velmi jednoduchy

endomembranovy systém a chybi ji takové organely jako Golgiho systém nebo peroxisomy
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(Gaechter et al., 2008). Mitochondrie prosly u G. intestinalis dramatickou redukci az
do formy velice jednoduchych kulovitych organel zvanych mitosomy (Tovar et al., 2003).
Mitosomy neposkytuji zadné ATP a jejich jedinou doposud znamou funkci je syntéza
zelezosirnych center (Tovar et al., 2003). V proteomu téchto redukovanych mitochondrii bylo
identifikovano pouze 20 proteinti (Jedelsky et al., 2011). Proces déleni ¢i fuze mitosomi
nebyl u G. intestinalis zatim pozorovan. Navic je pravdépodobné, Ze jediny homolog
dynaminu u G. intestinalis se na déleni mitosomi nepodili (Gaechter et al., 2008). V genomu
tohoto prvoka také nebyl nalezen Zadny homolog proteinové maSinerie zodpovédné
za mitochondridlni fuzi.

Nedavné objevy ukazuji, Ze biogeneze mitosomi muze souviset s endomembranovym
systémem G. intestinalis. Sekretoricky aparat tohoto prvoka je pomérné jednoduchy, a to jak
z hlediska pfitomnosti zodpovédnych proteinii, tak morfologie (Hehl and Marti, 2004).
Veskeré sekretorické a endocytické drahy jsou zde zajiStovany pouze 17 SNARE proteiny,
z nichZ nékteré jsou pro bunku esencialni (Elias et al., 2008a). Mezi t€émito proteiny vycniva
atypickou mitosomalni lokalizaci homolog proteinu Sec20. U S. cerevisiae je Sec20 typickym
SNARE proteinem zajiStujicim transport vackii mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho
systémem (Sweet and Pelham, 1992). Mitosomalni lokalizace tohoto proteinu je unikatni mezi
eukaryotickymi organismy, jelikoz jedinymi doposud zndmymi SNARE proteiny
lokalizovanymi v mitochondrii jsou (i) jedna sestfihova varianta proteinu VAMP-1 (Isenmann
et al., 1998) a (ii) protein SNAP23 (Jagerstrom et al., 2009).

Sec20 Giardia intestinalis (GiSec20) byl identifikovan jako ¢len Qb podrodiny SNARE
proteint. Jedna se o protein dlouhy 215 aminokyselin obsahujici SNARE doménu v oblasti
122-174 a TMD v oblasti 184-204. Molekulova hmotnost proteinu je piiblizn¢ 24,5kDa. V
“nulové vrstvé“ SNARE domény se u GiSec20 nachazi serin misto typického glutaminu.
Mitosomalni lokalizace proteinu byla zjisténa experimentalné episomalni expresi (Elias et al.,
2008a). Pii pouziti metody uml¢ovani genli pomoci “antisense” RNA bylo také zjisténo, ze
piitomnost GiSec20 je esencialni pro piezivani trofozoitt (Elias et al., 2008a).

Z hlediska topologie patii GiSec20 mezi tzv. “tail-anchored” proteiny, tedy proteiny
zakotvené v membrané pomoci jedné transmembranové domény nachdzejici se na C-konci
proteinu. Targetovani tohoto typu proteinil je zavislé na vlastnostech jejich konce, na kterém
se TMD nachazi a jejiho bezprostifedniho okoli (Borgese et al., 2007). Obecné plati, ze ¢im
krat§i je transmembranova doména a ¢im vice pozitivné nabitych aminokyselin je v jejim
okoli, tim spiSe bude protein targetovan do mitochondrie. Za jinych podminek bude protein

spiSe lokalizovan v endomembranovém systému bunky (Borgese et al.,, 2007).
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Experimentalné bylo toto tvrzeni podpofeno nékolika pracemi, naptiklad (Isenmann et al.,
1998; Kuroda et al., 1998; Borgese et al., 2001; Horie et al., 2002; Motz et al., 2002;
Kaufmann et al., 2003).

2.4 Kompartmentalizace mRNA

Fenomén kompartmentalizace mRNA byl objeven v poslednich letech u kvasinky
S. cerevisiae pii zkoumani tzv. RNA vazajicich proteini (RBPs). Tyto proteiny zajist'uji tak
dilezité procesy jako jsou napiiklad procesovani RNA, jeji export zjadra, degradace ci
kontrola transla¢niho procesu (Dreyfuss et al., 2002; Maniatis and Reed, 2002; Mazumder et
al., 2003). Jednim zptikladi RBPs jsou tzv. PUF proteiny. Pro tyto proteiny je
charakteristickd ptitomnost tzv. “Pumilio homology domain‘ v nékolika repeticich. Pravé tyto
domény jsou zodpovédné za vazbu k RNA (Zamore et al., 1997). PUF proteiny se vazi
na 3 neptekladanou oblast (3’UTR) mRNA ve specifickém misté rozpoznavaném na zaklade¢
nukleotidové sekvence (Wickens et al., 2002; Gerber et al., 2004).

U péti PUF proteint (Puflp-Puf5p) S. cerevisiae byli identifikovany jejich vazebni partnefi
metodou afinitni purifikace (Gerber et al., 2004). Ukazalo se, ze kazdy z téchto proteinti vaze
specifickou sadu mRNA kodujicich rtizné typy proteinti. Spolu s Puf3p byly napf. izolovany
mRNA kodujici téméf vyhradné proteiny s mitochondrialni lokalizaci (Gerber et al., 2004).
Navic byl u 79% z téchto mRNA objeven specificky sekvencni motiv ve 3°’UTR (obrazek 4).
Pozdéji bylo také zjisténo, ze Puf3p je v buiice lokalizovan do bezprostfedni blizkosti
mitochondrie a v pfipad¢ delece puf3 byla pozorovana delokalizace nékterych mRNA, které
se k Puf3p vazi (Saint-Georges et al., 2008). Model znazorfujici roli Puf3p pfi targetovani a
translaci proteinl je zobrazen na obrazku 5.

Puf3p a lokalizace mRNA do blizkosti mitochondrie jsou vSak jen jednim z ptikladi
kompartmentalizace mRNA. Obecné PUF proteiny funguji pfi tomto procesu u mRNA
kodujicich nejriznéjsi typy proteinii. V téchto specifickych mistech poté mize dochazet napt.

k destabilizaci mRNA, inhibici ¢i naopak aktivaci translace.

| CEUGUARAUA
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Obrazek 4: Specificky sekvencni motiv
vyskytujici se v3’UTR
mitochondrialnich mRNA vazanych
pomoci Puf3p. Prevzato z (Gerber et
al., 2004).




Obrazek 5: Model lokalizace mitochondridlnich mRNA pomoci Puf3p. Puf3p se vaze
na specifickou sekvenci mRNA v jeji 3’UTR, ¢imz ji stabilizuje v bezprostiedni blizkosti
mitochondrie. Béhem translace pak mizZe byt vznikajici protein ihned transportovan
do mitochondrie pomoci specifickych mitochondridlnich prenaseci. OM, vnéjsi
mitochondridlni membrana; IM, vnitfni mitochondrialni membrana; TOM komplex a
Tom 20, specifické mitochondridlni prenasece; MTS, mitochondridlni targetovaci
sekvence zodpovédna za transport proteinu do mitochondrie; 5’m7GpppN a AAAA(n)3¢,
modifikace mRNA. Pievzato z (Quenault et al., 2011).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo 1épe charakterizovat homolog SNARE proteinu Sec20 u
parazitického prvoka Giardia intestinalis a zjistit jeho pfipadnou funkci v biogenezi

mitosomul.

Praktické cile:

1. Vytvorit specifickou polyklonalni protilatku proti solubilni ¢asti GiSec20.

2. Ov¢tit mitosomalni lokalizaci pfi episomalni expresi GiSec20 v G.intestinalis i za
fyziologickych podminek.

3. Bioinformaticky i experimentalné charakterizovat targetovaci signal GiSec20.

4. Pomoci specifické protilatky imunoprecipitovat vazebné partnery GiSec20.
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4 Material a metody

4.1 Bunécné kultury

4.1.1 Giardia intestinalis

Pro veskeré pokusy byly pouzity trofozoiti Giardia intestinalis kmene WB (ATCC 30957).
Bunky byly kultivovany v médiu TYI-S-33 (Keister, 1983) s 10% hovézim sérem (Gibco) pfi
37 °C. V pftipad¢ transfekovanych linii byly bunky kultivovany v médiu s puromycinem

(PAA laboratories) jako selekénim antibiotikem o koncentraci 54 pg/ml.

4.1.2 Escherichia coli

Pro namnozeni rekombinantnich plazmidi byly pouzity bakterie Escherichia coli kmene
XL-1 blue. Transformace bunék byla provadéna tepelnym Sokem (42°C, 30s). Bakterie byly
kultivovany pfi teploté¢ 37°C v LB médiu s pfidanym ampicilinem o koncetraci 100pg/ml pro
selekci pozitivnich klont.

Pro expresi proteinu za Uc¢elem vyroby protilatky byly pouzity bakterie E. coli kmene
BL21. Transformace i1 kultivace bun€k byly provadény obdobnym zptsobem jako u kmene

XL-1 blue pouze s vyjimkou pouziti kanamycinu pro selekci pozitivnich klont.

4.1.3 Saccharomyces cerevisiae

Pro pokusy s kvasinkami byly pouzity buiiky Saccharomyces cerevisae kmene YPH499.
Buiiky byly kultivovany na plotndch s YPD médiem pii 30°C. V piipad¢ transfekovanych
linii byly bunky kultivovany v minimalnim (SD) médiu bez pfidaného uracilu pro selekci

pozitivich klont.

Slozeni YPD média: 11 ddH,O
10g Yeast extract (BD)
20g Trypticase peptone (BD)
20g D-glukoza (Lach-Ner)

Slozeni SD média: 11 ddH,O
20g D-gluko6za (Lach-Ner)
6,7g Yeast nitrogen base (Sigma)
1,92g Drop out-URA (Sigma)
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4.2 Plazmidy

Pro expresi proteind v Giardia intestinalis byly pouzity plazmidy pOCT-PP2Aas (Lauwaect
et al., 2007). Pro expresi v bakteriich E. Coli plazmid pET-42b (Novagen) a pro klonovani
fragmenti DNA plazmid pGEM-T Easy (Promega). Exprese proteinii v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae byla provedena v plazmidu pUG36 (Giildener and

Hegemann - Heinrich-Heine-Universitit, Germany).

4.2.1 Expresni plazmid pET-42b

Jednd se o bakterialni typ plasmidu s IPTG indukovatelnou expresi obsahujici gen pro
resistenci ke kanamycinu. Exprese vlozené¢ho genu je fizena silnym bakteridlnim T7

promotorem. Jeho velikost je ptiblizné 5900bp. Plazmid obsahuje 2 His tagy a GST tag.
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Obrazek 6: Mapa vektoru pET-42b s vyznacenim restrikénich enzymu (prevzato z
http://www.emdchemicals.com).
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4.2.3 pOCT-PP2Aas
Do plazmidu pGEX-6P-1 (Amersham Pharmacia Biotech) byla vloZena 5’neptekladana

oblast (-502 az -1) genu pro oct (ornitin-karbamoyl transferdza), ktera slouzi jako velice silny
promotor v G. intesinalis. Za tuto oblast byla vlozena ECORV a Xhol restrikéni mista

(Lauwaet et al., 2007). Takto modifikovany plazmid je veliky 5346bp.

Kpnl 46

|-

Hindlll 826

EcoRV 832
EcoRI| 838

CTGAAATTAAA ATG CTCGAG GATATC

Xhol 1354
.=E5;:::::ZZ::::::::::::__._-——E““V‘m”
Hindlll 1366

puUC origin 5'UTR gdh

5'UTR oct

pOCT-PP2Aas
5346 bp
bia gene PP2Aas
1035 bp

bia promoter
3'UTR HCEP
au
-«

Obrazek 7: Mapa plazmidu pOCT-PP2Aas s vyzna¢enim restrikénich enzymi. Pfevzato
z (Lauwaet et al., 2007).

4.2.4 Plazmid pUG36

Jedna se o plazmid odvozeny od vektoru p416MET25 (Mumberg et al., 1994). Protein
vlozeny do tohoto vektoru je na N-konci znacen YEGFP3 (Yeast-enhanced green fluorescent
protein) (Cormack et al., 1997). Takto modifikovany GFP zajistuje silnéjsi fluorescenéni

signdl a je rychleji excitovan. Plazmid obsahuje gen pro uracil jako selekéni marker. Je veliky

6225bp.
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Obrazek 8: Mapa plazmidu pUG36 s vyznacenim restrikénich enzymi (pievzato z
http://mips.helmholtz-muenchen.de).

4.3 Amplifikace genii

Jednotlivé geny a jejich casti byly amplifikovany metodou polymerazové fetézové reakce
(PCR). Pro amplifikaci genu GiSec20 (pfistupové ¢Cislo: XP 001706973) a jeho ¢asti byla
pouzita genomova DNA G. intestinalis izolovana z bun¢k pomoci komer¢niho kitu “Hight
Pure PCR Template Preparation Kit“ (Roche). Gen pro gfp byl amplifikovan z vektoru
SvH3P.pac (Dawson et al., 2008).
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Tabulky pouzitych primeri s vyzna¢enymi sekvencemi pro restrikéni enzymy:

Primery pro expresi genti v G. intestinalis

Primery pro GiSec20 s N-terminalné pfipojenym HA tagem a restrikénimi misty Ndel a Apal

Forward

5¢-CATGCATATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATGAATGCTC
AGCTG- 3¢

Reverse

5¢ -CATGGGGCCCTTAAGGAAGAAACGG- 3¢

Primery pro GiSec20 bez HA tagu s restrikénimi misty Ndel a Apal

Forward

5¢ -CATGCATATGAATGCTCAGCTGATT- 3¢

Reverse

5¢ -CATGGGGCCCTTAAGGAAGAAACGG- 3°

Primery pro ptirozenou 3’UTR GiSec20 a restrikénimi misty Apal a BamHI

Forward

5¢ -CATGGGGCCCTAAGTAGGCCCGCAGGAAGCG- 3¢

Reverse

5¢ -CATGGGATCCGGCTCTTGCTCTAATCTGATT- 3¢

Primery pro TMD (499-645bp) GiSec20 s restrikénimi misty Pstl a Apal

Forward

5¢ -GTCACTGCAGGGCCGTCGGTGCATTTCG- 3°

Reverse

5¢ -CATGGGGCCCTTAAGGAAGAAACGGGGG- 3¢

Primery pro GFP s restrikénimi misty Xhol a Pstl

Forward

5¢ -CATGCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAG- 3¢

Reverse

5¢-CAGTCTGCAGCTTGTACCAGCTCGTCCAT- 3¢

Primery pro dvojity HA tag se specifickymi pfesahy *

Forward

5°-TAGTATGTATCCTTATGACGTGCCTGACTATGCCTATCCTTATGACGT
GCCTGACTATGCCCA- 3°

Reverse

5 -TATGGGCATAGTCAGGCACGTCATAAGGATAGGCATAGTCAGGCAC
GTCATAAGGATACATAC- 3¢
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Primery pro expresi genti v Saccharomyces cerevisiae

Primery pro GiSec20 s restrikénimi misty BamHI a Xhol

Forward |5°-CATGGGATCCATGAATGCTCAGCTGATT- 3¢

Reverse |5°-CATGCTCGAGTTAAGGAAGAAACGGGGG- 3¢

Primery pro expresi genti v E.coli

Primery pro ¢ast (1-540bp) GiSec20 s restrikénimi misty Ndel a Xhol

Forward |5°-CATGCATATGAATGCTCAGCTGATT- 3¢

Reverse |5 -CATGCTCGAGATCTCTTCGCTCGATTTT- 3¢

* Tyto primery byly pouzity pro komplementarni sparovani nukleotidii za ucelem ptidani
2xHA tagu do vytvofeného konstruktu pOCT HASec20. Dvojity tag byl vlozen mezi
sekvenci promotoru a sekvenci GiSec20 s N-koncovym HA tagem pies Ndel restrikéni misto.
Nukleotidy byly sparovany pomoci “Touchdown® programu, ktery umoziluje parovani

postupnym snizovanim teploty z 94°C na 52°C.

Znéazornéni jednotlivych krokt programu “Touchdown

1 denaturace 94°C Smin
2 (42x) parovani nukleotid |94 - 52°C ** 30s
3 4°C 00

** V kazdém cyklu se teplota snizi o 1°C

Pievzato z diplomové prace Umlcovani gent u Giardia intestinalis. Jan Pyrih, 2009

Znazornéni vysledného DNA produktu:

5% TAGTATGTATCCTTATGACGTGCCTGACTATGCCTATCCTTATGACGTGCCTGAC TATGCCCA -3¢
LErrrerrrerere e rrerer et e e e e et e e et e e e
3°- CATACATAGGAATACTGCACGGACTGATACGGATAGGAATACT GCACGGAC TGATACGGGTAT - 5

4.4 Izolace a klonovani DNA fragmentu

1. Amplifikované PCR produkty byly analyzovany horizontalni elektroforézou v 1 %
agarézovém gelu. Nukleové kyseliny byly detekovany pomoci UV zéafeni diky barvivu
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SYBR" Safe (Invitrogen) obsazeném v gelu. Pro extrakci DNA z agarézového gelu byl pouzit
“Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen).

2. Vptipad¢ konstruktu pOCT HA byl knamnozeni DNA fragmentl pouzit Kkit
“pGEM"- T-Easy Vectors System* (Promega). Plazmidy byly poté z bakterialnich kultur
izolovany komerénim kitem “High Pure Plasmid Isolation Kit* (Roche).

3. Zaligované fragmenty byly z plazmidu vysStépeny dvojici specifickych restrikénich
enzyml (Fermentas) podle doporueného postupu a precistény pies agardzovy gel. Ostatni
konstrukty byly po extrakci ihned S$tépeny specifickymi restrikénimi endonukledzami a
precistény komerénim kitem “High Pure PCR Product Purification Kit* (Roche).

4. Takto pfipravené fragmenty geni s koheznimi konci byly vlozeny liga¢ni reakci do
ptislusnych expresnich vektorii. Reakce s pouzitim T4 DNA ligazy (Fermentas) byla
pfipravena podle doporuc¢ovaného postupu. Poté byla pouzita pro transformaci kompetentnich
bakterii XL1-blue tepelnym Sokem (42°C, 30s). Transformované bakterie byly vysety na
agarové plotny s ptislusnym antibiotikem a kultivovany pfes noc.

5. Z narostlych kolonii bylo vzdy né€kolik otestovano na pfitomnost plazmidu s zddanym
fragmentem. Test probchl pomoci PCR zdegradovanych bakterii za pouziti shodnych
podminek jako pti amplifikaci vloZzeného fragmentu. Pfitomnost fragmentu byla zjistovana na
agardzové elektroforéze. Pozitivni klony byly kultivovany a plazmidy izolovany komerénim
kitem “High Pure Plasmid Isolation Kit* (Roche).

6. Ovéréni korektniho vloZeni fragmentli do plazmidii bylo provedeno kontrolni restrikci
specifickymi endonukledzami (Fermentas) a pfitomnost bodovych mutaci byla vyloucena
sekvenaci.

7. Ovétené klony bakterii byly napéstovany ve 100-150ml LB média s ampicilinem a
plazmidy z nich vyizolovany kitem “Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System*
(Promega).

8. Koncentrace plazmidu ve vzorcich byla stanovena na pfistroji NanoDropTM 1000

Spectrophotometer.

4.5 Priprava rekombinantniho proteinu pro vyrobu protilatky

4.5.1 Exprese proteinu
Vzhledem k predikované topologii GiSec20 (viz. Literarni piehled, kapitola 2.3) byla pro
tvorbu protilatky pouzita pouze predikovana solubilni doména proteinu (1-180 AMK). Tato

Cast byla zaklonovana do inducibilniho vektoru pET42b pies Ndel a Xhol restrikéni mista a
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exprimovana v bakteriich Escherichia coli kmene BL21. Pozitivita jednotlivych klonl byla
ovéfena na SDS PAGE. Jeden zkloni byl poté kultivovan v objemu 1,51 LB media
s pfidanym kanamycinem. Po narustu kultury na OD 0,778 by zahdjena exprese proteinu
pfidanim 0,5mM IPTG (isopropyl-pB-D-thiogalactopyranosid). Po 5 hodindch exprese byla
buné¢na kultura centrifugovana pti 6800xg,10min, 4°C.

4.5.2 Izolace a purifikace proteinu

His-tagovany protein byl izolovan z bakterii afinitni purifikaci pomoci Ni-NTA kolony
(Qiagen) a poté piecistén pomoci TALON® Metal Affinity Resin (Clonetech) kolony. Obg
procedury byly provadény za denatura¢nich podminek podle doporuc¢eného protokolu. Protein
z kolon byl eluovan pomoci specifickym pufrt s hladinami pH 5,9 a 4,5. Pfitomnost proteinu
v jednotlivych izolovanych frakcich byla testovana pomoci SDS-PAGE. Frakce s nejvysSim
obsahem proteinu byly spojeny a takto izolovany a precistény protein lyofilizovan a zaslan do

firmy Eurogentec jako antigen pro imunizaci dvou kralikd.

4.6 Transfekce bunék Giardia intestinalis

1. Bunky odpoutat od stén kultivacni nddoby zchlazenim na ledu po dobu 30 minut.
Bunéénou kulturu poté centrifugovat pti 1000xg, 10min, 4°C.

2. Pelet bunck resuspendovat ve sterilnim TYI-S-33 médiu a znovu centrifugovat pii
1000xg, 10min, 4°C.

3. Pelet bun¢k resuspendovat v 0,5ml sterilniho TYI-S-33 média. Suspenzi 100x nafedit
v PBS pufru a mikroskopickym pozorovanim v Biirkerové komirce spocitat mnozstvi
bunék. Soucinem fedéni a zjisténého poctu bunck vypocitat koncentraci bunck. Poté
dotedit suspenzi na koncentraci 3,3 x 10’bunék/ml.

4. Odebrat 300ul suspenze do 4mm elektroporaéni kyvety (4 milimetry Siroky sloupec
elektroporované suspenze).

5. K suspenzi pfidat 50ul plazmidu o koncentraci 1000 - 1500ng/ul a kyvety nechat
15min stat na ledu.

6. Elektroporovat

1. “Exponencialni protokol*: 350V, 1000uF, 750Q2
2. “Time constant protokol*: 350V, 175ms
7. Kyvetu s buitkami inkubovat 15min na ledu, poté bunky pienést do 7ml zkumavky

s médiem TYI-S-33 bez selekénich antibiotik.
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8.

Po 24 hodinach do zkumavky pfidat pfislusné selekéni antibiotikum (puromycin,
G418). V ptipadé ptfidaného puromycinu médium ménit po 72 hodinéch za Cerstvé.
V piipadé geneticinu G418 ménit médium za Cerstvé kazdych 24 hodin (prvni 4 dny
pridavat antibiotikum v koncentraci 150pug/ml, paty den v koncetraci 600pg/ml a poté
ménit médium s vyssi koncentraci po 48 hodinach).

Po tom, co buiiky na sténach zkumavky vytvoii souvislou vrstvu (cca 2 tydny), je

mozné je zacit standardné ockovat.

4.7 Transfekce bunék Saccharomyces cerevisiae

1.

10.

11

Buniky narostlé na plotné seskrabnout bakteriologicku klickou a resuspendovat
ve 20ml YPD média.

Kulturu centrifugovat pii 3000xg, 5 minut, 21°C.

Bunéény pelet resuspendovat ve 25ml ddH,O a centrifugovat pti 1000xg, 5 minut,
21°C.

Pelet resuspendovat v 900ul ddH,O, prevést do 1,5ml zkumavky a centrifugovat pii
1000xg, 1 minutu, 21°C.

Pelet resuspendovat v 0,IM LiAC (lithium acetat) do objemu 1ml a inkubovat 10
minut ve 30°C.

Odebrat 100ul této suspenze do nové 1,5ml zkumavky a centrifugovat pti 1000xg, 1
minutu, 21°C.

K peletu postupné ptidat (vrstvit) 300ul 40% PEG (polyetylenglykol), 42ul 1M LiAC,
10pl Salmon Sperm DNA (nosi¢ova DNA), 100ng plasmidu a ddH,O do celkového
objemu 420pl.

Smés vortexovat, dokud se vSe nesmicha a inkubovat 30 minut ve 30°C.
Transformovat buiiky tepelnym Sokem 42°C po dobu 30 minut.

Smés centrifugovat pii 1000xg, 1 minutu, 21°C.

. Pelet bun¢k resuspendovat ve 200ul ddH,O, vysit na plotnu s SD -Ura médiem a

kultivovat pti 30°C.

4.8 Fluorescen¢ni mikroskopie

Vsechny preparaty byly pozorovany na mikroskopu Olympus IX81. Snimky byly potizeny

digitalni kamerou Hamamatsu Orca-AG za pouziti programu Cell*R imaging.
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4.8.1 Priprava preparati trofozoiti G. intestinalis
1. Bunky G. inestinalis ptenést na skli¢ko do inkubaéni komurky a nechat ptisednout
30min pti 37°C.
2. Fixovat 5 minut ve vychlazeném metanolu (-20°C).
3. Permeabilizovat inkubaci ve vychlazeném acetonu (-20°C) po dobu 5 minut.

4. Nechat zaschnout.

4.8.2 Fluorescencni znaceni trofozoiti G. intestinalis
Slozeni blokovaciho roztoku: 0,25% BSA (sigma), 0,05% TWEEN® 20 (sigma), 0,25%
zelatina (Sigma)
Veskeré inkubace provadét ve vlhké komiirce.
1. Fixované a permeabilizované preparaty blokovat 1 hodinu v blokovacim roztoku.
2. Blokovaci roztok slit a inkubovat preparaty 1 hodinu v blokovacim roztoku
s pfidanymi primarnimi protilatkami.
Promyt 3 x 5 minut v PBS pufru.

Inkubovat v blokovacim roztoku s pfidanymi sekundarnimi protilatkami.

A

Promyt 3 x 5 minut v PBS pufru.
6. Montovat médiem VectaShield s DAPI (Vector laboratories) a pozorovat.

Pro znaceni jednotlivych proteinti byly pouzity nasledujici protilatky: GiSec20 byl znacen
specifickou krali¢i polyklonalni protilatkou vytvotfenou firmou Eurogentec nafedénou 1:1000.
GiTom40 byl znacen krali¢i polyklonalni protilatkou (Dagley et al., 2009) nafedénou 1:1000.
Jako sekundarni protilatka byla v obou ptipadech pouzita anti-krali¢i protildtka konjugovana
s Alexa™ fluor 594 (Invitrogen) fedéna 1:1000. Konstrukty obsahujici HA tag byly znageny
mysi monoklonalni anti-HA protilatkou fedénou 1:100000. GiPDI byl znacen polyklonalni
mysi protilatkou (Adrian Hehl, University of Zurich) nafedénou 1:2000. GFP byl znacen
monoklondlni anti-GFP protilatkou fedénou 1:1000 (Santa Cruz). Jako sekundarni protilatka
byla ve viech tfech pripadech pouZita anti-mysi protilatka konjugovana s Alexa”™ fluor 488
(Invitrogen) fedéna 1:1000. V piipadé experimentu s 3’UTR GiSec20 (Vysledky, kapitola
5.3) byla proti HA-tagu pouzita krysi monoklonalni anti-HA protilatka nafedéna 1:100000.
Jako sekundarni protilatka byla v tomto pfipad¢ pouzita anti-krysi protilatka konjugovana
s Alexa® fluor 594 (Invitrogen) fedéna 1:1000. DNA byla oznatena DAPI

(4°,6-diamidino-2-fenylindol) obsazenym v montovacim médiu.
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4.8.3 Fluorescenc¢ni znaceni cyst G. intestinalis

Cysty bunéénych kultur G. intestinalis a protokol pro jejich fluorescen¢ni barveni byly
poskytnuty Mgr. Klarou Jirdkovou (Oddéleni Tropické mediciny 1.LF UK).

1. Cysty (fixované na krycim skle) blokovat v 3% roztoku BSA (bovine serum albumin)
(Sigma) v PBS po dobu 30min.

2. Inkubovat 1h s primarnimi protilatkami rozpuSténymi v 2% BSA, 0,1% Triton X-100
v PBS.

3. Promyt 3x10min v PBS.

4. Inkubovat lh se sekundarnimi protilatkami rozpusténymi v 2%BSA, 0,1% Triton
X-100 v PBS

5. Promyt 3x10min v PBS

6. Montovat médiem VectaShield s DAPI a pozorovat.

Pro znaceni jednotlivych proteinti byly pouzity nasledujici protilatky: GiSec20 byl zna¢en
specifickou krali¢i polyklonalni protilatkou vytvotrenou firmou Eurogentec natfedénou 1:1000.
GiTom40 byl znacen krali¢i polyklonalni protilatkou nafedénou 1:1000. Jako sekundarni
protilatka byla v obou piipadech pouzita anti-krali¢i protilatka konjugovana s Alexa™ fluor
594 (Invitrogen) fedéna 1:1000. GiPDI byl znacen polyklonalni mysi protilatkou nafedénou
1:2000. Jako sekundarni protilatka byla pouzita anti-mysi protilatka konjugovana s Alexa®™
fluor 488 (Invitrogen) redéna 1:1000. DNA  byla oznacena  DAPI

(4°,6-diamidino-2-fenylindol) obsazenym v montovacim médiu.

4.8.4 Priprava preparata a znaceni bunék S. cerevisiae
Pro znaGeni mitochondrii S. cerevisiae byl pouzit Mitotracker™ Red TM (Invitrogen)
fedény 1:5000.
7. Buiky narostlé na plotnach seskrabnout bakteriologickou kli¢kou a rozpustit v 1ml
YPD média s piidanym Mitotrackerem.
8. Inkubovat 30 minut pii 30°C.
9. Centrifugovat pii 1000xg, 1 minutu.
10. 1x promyt v 1ml ddH,O a centrifugovat pii 1000xg, 1 minutu.
11. Resuspendovat ve 200ul ddH,0 a 20ul z této smési dat na podlozni sklicko.
12. Ptidat 10ul 1% “Low-gelling* agardzy (Sigma), piikryt krycim sklickem a pozorovat.
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4.9 Hruba frakcionace trofozoitu G. intestinalis

1. Narostlou buné¢nou kulturu centrifugovat pti 1000xg, 10 minut, 4°C.

2. Pelet bunck resuspendovat ve 20ml ST pufru. K suspenzi pfidat inhibitory protedz
N-tosyl-L-lysin chlormetyl keton (TLCK) a leueptin (LEU) v koncetraci 1ul/Iml.

3. Bunky lyzovat sonikaci s amplitudou 40 po dobu 1 minuty s délkou pulzu 1s. Sonikaci
opakovat 3x. Odebrat ¢ast vzorku jako celkovy bunéény lyzat.

4. Centrifugovat pii 500xg, 10 minut, 4°C. Centrifugaci opakovat, dokud se tvoii pelet.

5. Supernatant centrifugovat pii 45000RPM, 30 minut, 4°C - rotor Ti 50.2.

6. Supernatant uchovat (cytosolicka frakce) a pelet resuspendovat v Iml ST pufru
s pfidanymi inhibitory TLCK a LEU (“Large granullar fraction - LGF).

7. Vzorky uchovavat pti -80°C.
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace GiSec20 v trofozoitech G. Intestinalis

5.1.1 Exprese rekombinantniho proteinu v E. coli

Za ucelem tvorby protilatky proti GiSec20 byla sekvence sec20 genu odpovidajici jeho
solubilni ¢asti (1-543bp) (Elias et al., 2008b) amplifikovana metodou PCR z genomové DNA
G. intestinalis. Namnozeny DNA fragment byl vloZen do expresniho vektoru pET-42b pfes
Ndel a Xhol restrikéni mista. Timto konstruktem byly transformovany buiiky E. coli kmene
BL21. Po transformaci a indukeci bun¢k byly 3 klony bakterii testovany pomoci SDS PAGE
(obrazek 9). Z obrazku je patrné, ze vSechny tii klony po indukci IPTG exprimovaly protein
pozadované velikosti (znazornéno Sipkou). Klon ¢islo jedna byl vybran pro kultivaci
v objemu 1,51 LB media. Z tohoto objemu bakteridlni kultury byl poté na niklové matrici
vyizolovan rekombinantni protein (obrazek 10). Nejvice proteinu bylo ve frakcich D1-4 a
E1-4. Tyto frakce byly poté spojeny a protein dale precistén na kobaltové matrici (obrazek
11). Nejvice proteinu bylo obsazeno ve frakcich 1.1 - 2.1. Tyto poté byly spojeny, protein

lyofilizovan a poslan do firmy Eurogentec, kde poslouzil jako antigen pro imunizaci.

L IN1 NE1 IN2 NE2 IN3 NE3

Obrazek 9: Analyza kloni E. coli pro ovéfeni exprese proteinu pomoci SDS PAGE.
IN1-3, indukované klony; NE1-3, neindukované klony.
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Obrazek 10: Izolace proteinu na Ni-NTA koloné. SDS PAGE znazornujici Cistotu
jednotlivych frakei a mnoZstvi proteinu, které je v nich obsaZeno. FT, flowthrough;
W1-2, frakce po promyti wash pufrem; D1-4 a E1-4, frakce obsahujici izolovany
protein.
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Obrazek 11: Purifikace proteinu pomoci TALON® Metal Affinity Resin kolony. SDS
PAGE znazornujici Cistotu jednotlivych frakci a mnoZstvi proteinu, které je v nich
obsazZeno. 1.1-2.4, frakce obsahujici purifikovany protein.

5.1.2 Testovani protilatky

Ziskana protilatka byla testovana na buné¢nych frakcich a trofozoitech G. intestinalis. SDS
PAGE ukazuje pomérné proteinové slozeni bunécnych frakci. Na western blotu je patrny silny
signal v LGF, tedy bunécném peletu, ktery obsahuje mitosomy, endoplasmatické retikulum a
ostatni membranové komponenty (obrazek 12). Pro zjisténi lokalizace poteinu byla pouZita
metoda nepiimé imunofluorescence (obrazek 13). Jako marker endoplazmatického retikula
byla pouzita protilatka proti GiPDI (protein-disulfid-izomeraza). Na piekryvu obrazkl je

patrna kolokalizace obou signalti, GiSec20 se tedy zda byt lokalizovan v endoplazmatickém
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retikulu. Tato lokalizace proteinu je prekvapiva, jelikoz je v rozporu s publikovanou prevazné

mitosomalni lokalizaci proteinu (Elias et al., 2008b) (viz. Literarni p¥ehled, kapitola 2.3).

A - Obrazek 12: Test protilatky proti GiSec20 na bunéénych
frakcich G. intestinalis. A, proteinové sloZeni bunéénych frakci
zobrazené pomoci SDS PAGE. B, Test protilatky na
45— jednotlivych frakcich pomoci western blotu; L, celkovy

— W
36— .. bunéény lyzat; C, cytosolicka frakce; P, LGF.
o - = &
24 = B
20 —
B
T
anti-Sec20

Obrazek 13: Test protilatky proti GiSec20 na trofozoitech G. intestinalis pomoci nepiimé
imunofluorescence. GiSec20 je znazornén ¢ervenou barvou, marker endoplazmatického
retikula protein-disulfid-izomeraza (GiPDI) zelenou a piekryv obou signali Zlutou
barvou. Z piekryvu signali je patrné, Ze GiSec20 je pritomen v endoplazmatickém
retikulu. Posledni obrazek (DIC) ukazuje buiiku pod diferencialnim kontrastem.

5.1.3 Overexprese GiSec20

Vzhledem k rozporu v lokalizaci proteinu (viz. Kapitola 5.1.2) byl vytvofen konstrukt
obdobny tomu, jenz byl pouzit v publikaci (Elias et al., 2008b). Metodou PCR byl
naamplifikovan gen pro sec20 spojeny s hemaglutininovym (HA) tagem na N-konci. Takto
upraveny fragment DNA byl vlozen do vektoru pOCT-PP2Aas pres restrik¢ni mista Ndel a
Apal. Plazmid byl poté vpraven do bunék G. intestinalis. Uspé&$nost transfekce byla testovana
na western blotu (obrazek 14) dvéma protilatkami, anti-GiSec20 (obrazek 14 A) a anti-HA

(obrazek 14 B). Dvojity signal ve frakci LGF na obrazku A je zptisoben jadernou, respektive
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episomalni expresi genu. Horni band ma vétsi molekulovou hmotnost diky pfitomnosti HA
tagu. Na celkovém bunécném lyzatu je patrny pouze horni band. Spodni signal neni zfetelny
pravdépodobné kvili malému mnozstvi proteinli pfitomnych ve vzorku. Na obrazku B je
zfetelny pouze signal horniho bandu ve frakci LGF (Sipka). Ani v jednom ptipad¢ neni patrny
signal v cytoplazmé, coz odpovida predikované topologii proteinu, konkrétné jeho zakotveni
v membrané. Je ziejmé, Ze transfekce bunc¢k G. intestinalis vektorem pOCT-PP2Aas
s vlozenym genem pro GiSec20 byla uspésna. Lokalizace proteinu byla ovéfena metodou
imunofluorescence (obrazek 15). Protein znaceny HA tagem byl lokalizovan monoklonalni
anti-HA protilatkou. Jako mitosomalni marker byla pouzita protilatka proti proteinu vné&jsi
mitosomalni membrany GiTom40 (Dagley et al., 2009). Z piekryvu signali je patrné, zZe

overexprimovany protein je v bufice targetovan do mitosomtl.

Al L C \GF B L € LGF
55 —
55 —
36 —
05— 36 —
- 28 — vl
17 — 17 —

Obrazek 14: Distribuce GiSec20 s piipojenym HA tagem po transfekci bunék
G. intestinalis vektorem pOCT-PP2Aas znazornéna na western blotu. Testovany byly
bunécéné frakce transformovaného kmene (i) celkovy lyzat (L), (ii) cytosol (C) a (iii)
LGF. A, anti-GiSec20 protilitka znaci dva rizné kédované proteiny ve frakci LGF liSici
se pritomnosti HA tagu, tedy velikosti. V celkovém bunééném lyzatu je patrny pouze
signal vétsiho, HA tag obsahujiciho, proteinu; B, anti-HA protiliatka znaci vétSi protein
s pripojenym HA tagem a to pouze na bunééné frakci LGF. Transfekce bunék G.
intestinalis tedy probéhla tspésné.
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Obrazek 15: Lokalizace HA-tagovaného GiSec20 pomoci nepiimé imunofluorescence.
Zeleny signal anti-HA protilatky kolokalizuje s mitosomy znacenymi anti-GiTom40
protilatkou (Cervena barva). Bunéfna jadra (modfie) jsou znacena DAPI.
Overexprimovany GiSec20 je targetovan vyhradné do mitosomu.

K ovéfeni toho, zda mitosomalni lokalizace GiSec20 neni pouhym artefaktem zpisobenym
ptitomnosti HA tagu na N-konci proteinu, byl stejnym zplisobem vytvofen kostrukt, ktery se
od vy$e zminéného lisi pouze absenci HA tagu. Uspé&nost transfekce bungk G. intestinalis
timto plazmidem byla testovana na western blotu (obrazek 16). Pro uréeni pomérné hladiny
exprese GiSec20 v divokém kmeni G. intestinalis a nami vytvofeném kmeni
overexprimujicim GiSec20 (Gi_Sec20) vuci ostatnim proteinim byl pouzit mitosomalni
marker GiTom40. Na rozdil od hladiny exprese GiSec20 se hladina exprese GiTom40
nezvysila. Lokalizace proteinu byla ovéfena pomoci nepifimé imunofluorescence (obrazek
17). Pro lokalizaci proteinu v tomto piipadé nemohla byt pouzita anti-HA monoklonalni
protilatka, protein byl tedy lokalizovan anti-GiSec20 protilatkou, ktera ukazala, ze je ¢aste¢né
lokalizovan do endoplazmatického retikula (anti-GiPDI  protilatka jako marker
endoplazmatického retikula) a cCastecné¢ do mitosomti. Mitosomalni lokalizace

overexprimovaného proteinu tedy neni artefaktem pritomnosti HA tagu na jeho N-konci.
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Obrazek 16: Distribuce GiSec20 bez pripojeného HA tagu v divokém Kkmeni
G. intestinalis (WB) a kmeni Gi_Sec20 (Sec20). A, SDS PAGE ukazujici pomérné
hladiny proteini v divokém kmeni G. intestnalis a kmeni Gi_Sec20; B, western blot
bunéénych lyzata divokého kmene G. intestinalis a kmene Gi_Sec20 znazoriujici pomér
hladiny expresi GiSec20 a GiTom40 v obou kmenech. Pro detekci hladin proteina byly
pouzity specifické polyklonalni protilitky. Z poméri hladin exprese je patrné, Ze
transfekce bunék probéhla uspésné. Hladina exprese GiSec20 je vyssi v kmeni Gi_Sec20
neZ v divokém kmeni, zatimco hladina exprese GiTom40 ziistava nezvysSena.
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Obrazek 17: Lokalizace GiSec20 v buiikich Gi_Sec20 pomoci nepiimé
imunofluorescence. A, ¢erveny signal GiSec20 ¢asteéné kolokalizuje se zelenym signalem
GiPDI (marker endoplazmatického retikula). Z obrazki je patrna distribuce obou
signali v endoplazmatickém retikulu. Modry signal na prekryvu znac¢i DNA obarvenou
signalim na obrazcich B a C, na kterych je ¢ervené znazornéna lokalizace GiSec20.
Cerveny signal na obrizcich D a E ukazuje mitosomy znalené anti-GiTom40
protilatkou. Z porovnani v§ech obrazki je patrné, Ze vyrazné Cervené signaly z obrazkii
A, B a C odpovidaji signalim GiTom40 na obrazcich D a E. Je tedy ziejmé, Ze GiSec20
je vbunkach lokalizovan jak v mitosomech tak i v endoplazmatickém retikulu.
Zkoumané proteiny byly znaceny specifickymi protilitkami. DIC znazornuje buriky pod
diferencialnim kontrastem. Obé pouzité protilatky jsou krali¢i séra, a proto nemohly byt
pouZity pro dvojité znaceni.

Po znaceni kmene G. intestinalis overexprimujicich GiSec20 s HA tagem (Gi_Sec20 HA)
anti-HA a anti-GiSec20 protilatkami jsme pozorovali piekvapivy vysledek (obrazek 18). Cast
GiSec20 znaCena anti-HA protilatkou je targetovana vyhradné do mitosomi, zatimco
anti-GiSec20 protilatka znaéi protein jak v mitosomech tak v endoplazmatickém retikulu.

Kolokalizace signalt ukazuje, Ze ¢ast proteinu v buiice vznikla episomalni expresi z plazmidu
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je targetovana vyhradné do mitosomil, zatimco jaderné kdédovany protein je lokalizovan
v endoplazmatickém retikulu. Tudiz se jevi, Ze v pfirozeném stavu je GiSec20 v buiice
G. intestinalis lokalizovan v endoplazmatickém retikulu a do mitosomid se dostava pouze

pokud je overexprimovan.

HA

Obrazek 18: Lokalizace GiSec20 v buiikich Gi_Sec20 HA pomoci nepiimé
imunofluorescence. Anti-HA protilatka (zeleny signal) znaci GiSec20 s HA tagem, ktery
byl vloZzen do plazmidu pOCT-PP2Aas. Anti-GiSec20 protilatka (¢erveny signal) znaci
veSkery GiSec20 v buiice. Na piekryvu je patrna kolokalizace obou signali. Ta ukazuje
dva rozdilné populace proteinu v buiice v zavislosti na zpilsobu jeho exprese. DIC
znazornuje buiiku pod diferencialnim kontrastem.

Kdyz srovname piirozenou distribuci mitosomi v buiice G. intestinalis a jejich rozlozeni
v nami vytvoreném kmeni Gi_Sec20, je zde patrna markantni zména (obrazek 19). Zatimco
v divokém kmeni G. intestinalis jsou mitosomi desitky, v kmeni Gi_Sec20 doslo k redukci

poctu mitosomd, jejich redistribuci a zdanlivému zvétSeni.
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Obrazek 19: Srovnani normalni distribuce mitosomii s jejich rozloZenim v kmeni
Gi_Sec20 metodou nepiimé imunofluorescence. A, HA tagem znafené mitosomy
v trofozoitech G. intestinalis (zeleny signal) a modie znacena DNA (DAPI). B, Redukce
poctu mitosomi, jejich redistribuce a pripadna fiize v kmeni Gi_Sec20. Mitosomy jsou
zde znaceny anti-GiTom40 protilitkou (Cerveny signal). Modry signal znac¢i DNA
(DAPI). DIC znazortiuje bunky pod diferencialnim kontrastem.

5.2 Targetovaci informace proteinu GiSec20

5.2.1 Bioinformaticka analyza GiSec20

Vzhledem k vyse uvedenym nesrovnalostem v lokalizaci GiSec20 jsme se pokusili zjistit,
v jaké casti proteinu lezi informace rozhodujici o jeho lokalizaci. Jak bylo zminéno
v literarnim piehledu (kapitola 2.3), jedna se o tzv. “tail-anchored protein, jehoZz targetovani
by mélo byt fizeno vlastnostmi TMD a jejiho okoli (Borgese et al., 2007). Na zakladé vyse
zminénych parametri byla prozkoumana TMD GiSec20 a jeji okoli. Ta se ukazala byt dlouha
I8AMK a od jeji posledni aminokyseliny smérem k C-konci proteinu byly objeveny 3
pozitivné nabité aminokyseliny (Arg-204, Arg-205, His-207). Po provedeni vypoctu podle
publikace (Borgese et al., 2007) vysel naboj na C-konci GiSec20 +2, coz je jednoznacny

signdl pro targetovani proteinu do vnéjs$i mitochondrialni membrany.

5.2.2 Ovéreni targetovaci funkce transmembranové domény GiSec20
Pro experimentalni ovéfeni targetovaci funkce transmembranové domény GiSec20 jsme

kromé Giardia intestnalis vyuzili i modelovy systém kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
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5.2.2.1 Targetovaci funkce TMD GiSec20 v G. intestinalis

Targetovaci funkce TMD byla zjistovana episomalni expresi C-koncové casti GiSec20
s GFP tagem. Nejprve byl metodou PCR namnozen usek kodujici C-koncovou ¢ast GiSec20
(499-645bp) z genomové DNA G. intestinalis a gen pro GFP z vektoru SvH3P.pac (Dawson
et al., 2008). DNA fragment C-konce GiSec20 byl zaklonovan do vektoru pOCT-PP2Aas ptes
Pstl a Apal restrik¢ni mista. K N-konci tohoto fragmentu byl poté pfipojen gfp pies Xhol a
PstI restrikéni mista. Timto konstruktem byly transfekovany buiiky G. intestinalis. Uspésnost
transfekce byla testovana na liniich G. intestinalis metodou western blotu (obrazek 20). Obé
testované linie exprimovaly GFP, transfekce tedy byla tispésna. Pro dalsi pokusy byl vybran
klon A (Gi_GFP_A). U tohoto klonu byla testovana lokalizace GFP metodou nepiimé
imunofluorescence (obrazek 21). Jako mitosomalni marker byla pouZita protilatka proti
GiTom40. Z piekryvu obou signali je zfejmé, ze targetovaci signal obsaZeny
v transmembranové domén¢ GiSec20 je dostate¢ny pro lokalizaci proteinu do mitosomu
G. intestinalis. Zaroven lze soudit, Ze ne viechen GFP je lokalizovan v mitosomech. Cast

proteinu se zda byt pfitomna také v endoplazmatickém retikulu.
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Obrazek 20: Exprese chimerického proeinu GFP-TMD(GiSec20) po transfekci bunék
G. intestinalis vektorem pOCT-PP2Aas obsahujicim GFP tag a TMD GiSec20
znazornéna na western blotu. Bunécéné lyzaty dvou linii (A, B) byly testovany
na pritomnost exprese GFP. U obou klona je exprese patrna. Protein byl detekovan
pomoci anti-GFP protilatky. Transfekce byla uspésna v obou pripadech.
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Obrazek 21: Lokalizace GFP v buiikach Gi_GFP_A pomoci nepiimé imunofluorescence.
Lokalizace GFP je znazornéna zelenou barvou, lokalizace mitosomalniho proteinu
GiTom40 ¢ervenou barvou. Na pirekryvu obrazki je patrna kolokalizace obou signali.
Modie je znatena DNA (DAPI). GFP s C-koncovou oblasti GiSec20 je v buice
G. intestinalis lokalizovan c¢astené v mitosomech, c¢astené se vsak zda byt
v endoplazmatickém retikulu. Zkoumané proteiny jsou znaceny specifickymi
protilatkami. DIC znazornuje buiiku pod diferencialnim kontrastem.

5.2.2.2 Targetovaci funkce TMD GiSec20 v S. cerevisiae

Ke zjisténi, zda je informace obsazena v C-koncové oblasti proteinu GiSec20 dostate¢na
pro targetovani proteini do mitochondrie kvasinky S. cerevisiae, byl vytvofen nasledujici
konstrukt. Metodou PCR byla naamplifikovan gen sec20 z genomové DNA G. intestinalis.
Tento fragment byl poté vlozen do expresniho vektoru pUG36 pies BamHI a Xhol restrikéni
mista. V tomto vektoru je v blizkosti N-konce vlozeného proteinu ptitomen GFP tag, pomoci
kterého je mozné detekovat expresi kyzeného proteinu. Konstrukt byl poté vpraven do bun¢k
S. cerevisiae. Exprese proteinu byla v zivych buiikach (Sc_ GFP) detekovana fluorescenci
(obrazek 22). Jako mitochondridlni marker byl pouZit Mitotracker” Red TM. Z prekryvu
signalll je patrné, ze targetovaci signal uloZzeny v C-koncové casti proteinu GiSec20 je

dostacujici k transportu proteinu do mitochondrie S. cerevisiae.
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GFP prekryv

Obrazek 22: Lokalizace GFP v kvasince S. cerevisiae kmene Sc GFP pomoci
fluorescence (zeleny signal). Mitochondrie je znacena komeréné dostupnou barvickou
Mitotracker® Red TM. Na piekryvu je patrna kolokalizace obou signali. TMD GiSec20
je tedy schopna lokalizovat protein do mitochondrie S. cerevisiae.

5.3 Overexprese GiSec20 s prirozenou 3‘UTR

Pro ovéfeni hypotézy, zda je GiSec20 v Giardia intestinalis targetovan piednostné
na urovni mRNA, jako je tomu v pfipadé¢ nékterych mitochondrialnich mRNA u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (viz. Literarni piehled, kapitola 2.4), byl vytvofen nasledujici
konstrukt. Gen sec20 byl amplifikovan spolu s HA tagem a svou pfirozenou 3’UTR
z genomové DNA G. intsetinalis. Takto amplifikovany gen byl vlozen do vektoru
pOCT-PP2Aas pies Ndel a Apal restrik¢ni mista. Timto konstruktem byly transfekovany
trofozoiti  G. intestinalis a lokalizace proteinu v takto vytvofeném kmeni
(Gi_Sec20 HA 3’UTR) byla testovana metodou nepiimé imunofluorescence (obrazek 23).
Ukazalo se, ze overexprimovany protein znaceny anti-HA protilatkou je lokalizovan vyhradné
do endoplazmatického retikula (jako ER marker byla pouzta anti-GiPDI protilatka). Stejné
jako v pfipadé mitosomalni lokalizace proteinu (kapitola 5.1.3) doSlo i zde k masivni

organelarni fizi, ktera vedla k dramatickému snizeni rustu trofozoiti G. intestinalis.
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Obrazek 23: Lokalizace GiSec20 v buiikaich kmene Gi_Sec20_ HA 3’UTR nepfimou
imunofluorescenci. A, B, C, D, ¢erveny signal overexprimovaného GiSec20 znaceného
anti-HA protilatkou kolokalizuje se zelenym signalem anti-GiPDI protilatky. DNA je
znatena modie (DAPI). DIC znazoriuje buiiky pod diferencidlnim kontrastem.
Na snimcich je patrna atypicka distribuce endoplazmatického retikula, zesitovani jeho
cisteren vedouci azZ k masivni fzi celé organely.
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5.4 Lokalizace GiSec20 v cystach G. intestinalis

Cysty G. intestinalis byly poskytnuty Mgr. Klarou Jirakovou (Oddéleni Tropické mediciny
1.LF UK). Metodou imunofluorescence byla na fixovanych cystach pozorovana lokalizace
GiSec20 pomoci anti-GiSec20 protilatky. Vzhledem k pfedpokladané lokalizaci proteinu
do endoplazmatického retikula byla jako markerovy protein pouzita anti-GiPDI protilatka
(obrazek 24). Z pozorované distribuce obou signali vyplyva, ze GiSec20 je v cystach
G. intestinalis, stejné¢ jako v trofozoitech, lokalizovan v endoplazmatickém retikulu.
Pro ilustraci je uveden obrazek lokalizace GiTom40 znaliciho mitosomy Vv cystach

G. intestinalis (obrazek 25). Rozdil v distribuci obou bunéénych kompartmentt je o¢ividny.

prekryv

Obrazek 24: Lokalizace GiSec20 v cystach G. intestinalis. Zelena barva ukazuje
lokalizaci markerového proteinu endoplazmatického retikula PDI. Cervena barva znadi
GiSec20. Na prekryvu obrazki je patrna kolokalizace. Podle pozorované distribuce
obou signala lze soudit, Ze GiSec20 je vcystach G. intestinalis lokalizovan
v endoplazmatickém retikulu. Proteiny byly znaceny specifickymi protilatkami. Modra
barva zna¢i DNA (DAPI). DIC znazoriuje cysty pod diferencialnim kontrastem.
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Obriazek 25: Lokalizace GiTom40 v cystach G. intestinalis. Obrazek slouzi jako ilustrace
pro srovnani rozloZeni mitosomi a endoplazmatického retikula v cystach G. intestinalis.

GiTom40 byl znacen anti-GiTom40 protilatkou (¢ervena barva). Modra barva znaci
DNA (DAPI).
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6 Diskuze

6.1 Sec20 Giardia intestinalis

Sec20 u eukaryot je typicky SNARE protein zajiStujici transport vackl mezi
endoplazmatickym retikulem a Golgiho systémem. V buiikéch je tudiz lokalizovan v téchto
oragenlach (Sweet and Pelham, 1992). Jedinou znamou vyjimkou byl doposud Sec20 Giardia
intestinalis lokalizovany metodou episomalni exprese v redukovanych
mitochondriich - mitosomech (Elias et al., 2008a). Tato unikatni publikovana distribuce
vyvolala nas zajem o studium funkce Gisec20 v souvislosti s biogenezi mitosomi a

endomembranového systému tohoto evoluéné velmi zajimavého parazitického prvoka.

6.2 Bunééna lokalizace GiSec20

Vzhledem k typické SNARE primarni struktufe GiSec20 (N-terminalni SNARE doména a
C-koncova transmembranova doména) se dala ocekavat pfirozena lokalizace proteinu
v endoplazmatickém retikulu. Nicméné publikace (Elias et al., 2008a) navrhuje moznou
mitosomalni distribuci proteinu (autofi nepouzili Zddny mitosomalni marker pro definitivni
potvrzeni lokalizace). Z tohoto divodu byla vytvoiena specifickd polyklonalni protilatka
namifena proti solubilni Casti proteinu, ktera je s nejveétsi pravdépodobnosti exponovana
do cytosolu buiiky. Tato protilatka na western blotu bunééného lyzatu G. intestinalis
rozeznava pouze jeden protein o velikosti pfiblizné¢ 24kDa, coz odpovida teoretické velikosti
GiSec20 (Elias et al., 2008a). Extrakci uhli¢itanem sodnym bylo potvrzeno membranové
ukotveni proteinu. Imunofluorescenéni znaceni vSak nepotvrdilo mitosomalni distribuci
proteinu a naopak odhalilo zcela jasnou kolokalizaci signalt GiSec20 se signalem markeru
endoplazmatického retikula GiPDI. GiSec20 je tedy za fyziologickych podminek lokalizovan
vyhradné do endoplazmatického retikula, stejné jako je tomu u Sec20 ostatnich eukaryot. Pro
potvrzeni lokalizace GiSec20 v endoplasmtickém retikulu bylo provedeno imunofluoresceéni
znaceni rizné fixovanych trofozoiti i cyst. Nicméné v zadném z téchto pokusii nebyla

zjisténa ani Castecna piitomnost GiSec20 v mitosomech.
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6.3 Targetovaci informace GiSec20

Vzhledem ke zjisténym rozdilim v distribuci GiSec20 byla dalsi casti projektu analyza
vlastni targetovaci informace GiSec20. Jako pro ostatni zastupce rodiny “tail-anchored*
proteinti byla pfedpovézena pfitomnost targetovaciho signalu GiSec20 vjeho TMD
na C-konci. Podobné je tomu napiiklad u syntaxinu 5, jednoho ze SNARE proteini sav¢ich
bunék, jehoz TMD je schopna targetovat rizné pripojené proteiny do mista specifické
lokalizace nativniho syntaxinu 5 (Kasai and Akagawa, 2001). Také lokalizace cytochromu b5
muze byt specificky ovlivilovana modifikaci jeho C-konce (Kuroda et al., 1998).
Rozhodujicim faktorem pro targetovani “tail-anchored” proteini je pfitomnost kladné
nabitych aminokyselin (Borgese et al., 2001) a, jak bylo ukézano na podjednotce
mitochondrialni translokdzy Tom35, délka vlastni membranové kotvy (Horie et al., 2002).
Analyzou primarni sekvence proteinu a naslednymi pokusy in situ a ex situ systému bylo
potvrzeno, Ze C-koncovd TMD nese mitosomalni targetovaci informaci, ktera muize byt
rozezndna také jako signal pro integraci do mitochondrii. Pfitomnost slabého signélu
v endoplasmatickém retikulu G. intestinalis v pokusech s GFP ukazuje pfipadny vliv
reportérové solubilni domény na vysledné lokalizaci proteinové chiméry. Pro piesnéjsi
charakterizaci  targetovacitho  signdlu bude zapotiebi zavést bodové mutace
do specifickych pozitivné nabitych aminokyselin C-konce GiSec20, ptipadné také prodlouzit

jeho transmembranovou doménu, jako bylo provedeno ve vyse uvedenych publikacich.

6.4 Zména lokalizace GiSec20 pri overexpresi

Jak je tedy mozné, ze pres jednoznacné targetovaci signaly zjisténé pii bioinformatické
analyze GiSec20, navic experimentalné ovéfené, je protein za fyziologickych podminek
lokalizovan v endoplazmatickém retikulu? I pifes silnou experimentalni podporu jsme
pro jistotu ovéfili, Ze se nejedna o artefakt zpisobeny pifitomnosti HA/GFP tagu. Pro toto
oveéieni jsme vytvorili konstrukt, ktery zddny tag nenese. Nepiimad imunofluorescence
ukazala, ze GiSec20 je i bez tagu lokalizovan do mitosomi a tudiz proteinovy tag nema piimy
vliv na lokalizaci.

Dalsi pti¢inou mitosomalni lokalizace GiSec20 mohla byt masivni overexprese proteinu.
Pokud by tomu tak bylo, ofekavali bychom nejprve zahlceni povrchu endoplazmatického
retikula proteinem, az poté jeho translokaci do mitosomti. Provedené experimenty vSak
ukazuji, Ze overexprimovany protein je lokalizovan pouze a vyhradné v mitosomech, zatimco

jadern¢ kdédovany GiSec20 “zistava‘““ v endoplazmatickém retikulu.
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Pokud zména hladiny exprese GiSec20 neovlivituje jeho lokalizaci, co je tedy zodpovédné
za jeho targetovani do mitosomli? Jedinym moznym vysvétlenim musi byt molekularni
odli$nost pfirozeného a rekombinantniho (i) genu, (ii)) mRNA ¢i (iii) proteinu. Moznosti (i) a
(ii1)) mizeme surCitou pravdépodobnosti vyloucit, nebot sekvence rekombinatniho
genu/proteinu byla shodna s jadern¢ kodovanych genem/proteinem a piipadna odliSnost
zpusobena rtiznou postranslacni modifikaci proteinti by se projevila pii separaci na SDS
PAGE. Zaméfili jsme se proto na moznou odliSnost odvozenych mRNA molekul, pfesnéji na
vliv jejich 3’UTR oblasti. Bylo totiz ukazano, ze 5’UTR mRNA jsou u G. intestinalis
extrémné kratké (pouze nékolik bazi) a nemohou ztoho divodu hrat vyznamnou roli
v regulaci genové exprese (Vanacova et al., 2003). Nasi pracovni hypotézou proto byla
mozna tcast 3’UTR na lokalizaci mRNA, potaZzmo pteloZeného proteinu.

Rada publikaci se vénuje problematice targetovani mRNA u S. cerevisiae (Gerber et al.,
2004; Eliyahu et al., 2010). Lokalizace mRNA muize byt fizena vazbou jeji 3’UTR na PUF
proteiny, které tak vymezuji jednotlivé populace mRNA molekul a ovliviiuji tak jejich
stabilitu a uc¢innost translace. Navrzen byl i model pro funkci PUF proteinti v indukci
kotranslaéniho importu proteint na tikor importu posttransla¢niho (Quenault et al., 2011). Nas
dalsi experiment se tedy zakladal na predpokladu, ze pii expresi GiSec20 bez ptirozené
3’UTR je targetovani proteinu fizeno signalem obsazenym v jeho C-koncové casti. Tento
signal vSak bunka nemd k dispozici, pokud je protein drZzen v blizkosti membrany
endoplazmatického retikula diky specifické sekvenci v 3’UTR. V piipadé exprese GiSec20
s jeho 3’UTR by tedy protein mél ziistavat v endoplazmatickém retikulu. Tato domnénka byla
Caste¢né potvrzena naSim experimentem s expresi GiSec20 obsahujici navic 3’UTR. Veskery
protein byl lokalizovan v endoplazmatickém retikulu. Je tedy mozné, ze u G. intestinalis
funguje podobny mechanismus jako u S. cerevisiae. Navic v§ak mozna interakce 3 UTR
s RNA-vazebnym proteinem nejenom reguluje expresi genu, ale i naprosto zisadnim
zpusobem ovliviiuje kone¢nou lokalizaci proteinu.

Nicméné je zapotiebi zjistit jeSt€é mnoho neobjeveného, abychom mohli tento predpoklad
potvrdit. Jako prvni je tieba identifikovat specificky motiv v 3’'UTR GiSec20 zodpovédny
zanavrzenou interakci s RNA-vazebnym proteinem a posléze charakterizovat vlastni
proteinovy aparat. Nasim hlavnim cilem pro nejblizs§i budoucnost je sledovani lokalizace
mRNA v G.intestinalis in situ a pfipadna celkova identifikace rozsahu fenoménu regulace
lokalizace mRNA.

Celkové je existence RNA-dependentniho mechanismu distribuce proteinli u organismu

jako je G. intestinalis velice vzrusujici, a to i z hlediska evoluce proteinové transportu u
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eukaryot, u kterych doslo k transformaci pomérné jednoduchého prokaryotického

kompartmentu na membranove¢ strukturovanou burku.

6.5 ZvySeni hladiny exprese GiSec20 zpiisobuje agregaci/fuzi
bunéénych kompartmenti

Diky pouziti silného OCT promotoru pfitomného ve vektoru pOCT-PP2Aas jsme docilili
agregaci/fuzi bunéénych kompartmentl. V ptipadé mitosomalni lokalizace proteinu vedla
overexprese ke zfuzovani/agregaci organel v extrémnim piipadé¢ az do jedné kompaktni
struktury. V piipadé endoplazmatického retikula se v bufice vyskytovaly atypické struktury.
V obou ptipadech doslo k dramatickému sniZeni schopnosti ristu trofozoiti G. intestinalis.
Nase vysledky jsou srovnatelné s nékterymi publikacemi, jako je (Hatsuzawa et al., 2000),
kde pii zvySeni hladiny exprese SNARE proteinu syntaxin 18 v sav¢ich bunikdch doslo
k masivni agregaci endoplazmatického retikula. Obdobného fenotypu bylo také dosazeno
pii zménach hladiny exprese cytochromu b5 (Snapp et al., 2003). Takto vzniklé struktury
(tzv. OSER - organised smooth endoplasmic reticulum) byly pozorovany za fyziologickych
podminek, naptiklad (Abran and Dickson, 1992; Gong et al., 1996), i zptisobené overexpresi
proteinti endoplazmatického retikula, napt. Wright et al., 1990; Takei et al., 1994; Sandig et
al., 1999). V nasem piipadé vsak doslo k agregaci nejen u endoplazmatického retikula, ale i
mitosomll. Analogicky experiment byl proveden v rostlinnych bunkach, kde cast
peroxisomalniho “tail-anchored” proteinu spojena s GFP tagem pifi Spatné lokalizaci
indukovala agregaci membran (Lisenbee et al., 2003). Ackoli vSechny zde uvedené prace
uvadéji jako dusledek experimentii agregaci organel, v naSem pfipad¢ neni jasné, zda se jedna
o agregaci ¢i fuzi. Jelikoz je GiSec20 SNARE, je mozné, ze by pti zvySeni hladiny exprese
pfimo zpisoboval fuzi. Nicméné v dostupnych publikacich se uvadi, ze k Gspésné fuzi je
zapotiebi vSech 4 typi SNARE proteint, tedy Qa, Qb, Qc i R. Proto neni jasné, jak by fuze
zpusobena jedinym Qb-SNARE proteinem mohla probihat. Pro rozliSeni, zda se v nasem
pfipadé¢ jednd o agregaci ¢i fizi endoplazmatického retikula, respektive mitosomu, je
zapotiebi provést transmisni elektronovou mikroskopii struktur vznikajicich v buiikach

G. intetsinalis.
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7 7.aveér

V této praci byl charakterizovan homolog SNARE proteinu Sec20 u G. intestinalis. Bylo
zjisténo, ze se tento homolog, stejné¢ jako u ostatnich organismi eukaryotické fiSe,
za fyziologickych podminek nachazi v endoplazmatickém retikulu. Tato lokalizace byla
potvrzena i v cystach prvoka. Pii episomalni expresi celého genu sec20 s HA tagem i bez n¢j
je vSak protein importovan do mitosomu G. intestinalis, respektive mitochondrii
S. cerevisiae.

Na zaklad¢ téchto nesrovnalosti v lokalizaci GiSec20 byla provedena bioinformaticka
analyza targetovaciho signalu. Ta ukdzala pfitomnost tohoto signalu v C-koncové casti
proteinu a jeho charakter typicky pro proteiny vnéj$i mitochondrialni membrany. Pfi pfipojeni
GFP tagu k C-koncové casti GiSec20 byl tag lokalizovan pievazné v mitosomech, ¢astecné
vSak i v endoplazmatickém retikulu.

Importu GiSec20 do mitosomu pii episomalni expresi bylo zabranéno pridanim pfirozené
3’UTR sekvence. Tyto vysledky naznacuji moznou ptitomnost molekularniho mechanismu
zodpovédného za targetovani proteinu jiz na irovni mRNA.

Vzhledem k Casové narocnosti projektu nebyly provedeny imunoprecipitani experimenty

pro charakterizaci vazebnych partnerti GiSec20.
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8 Seznam zKkratek

3’UTR - 3° nepiekladand oblast mRNA

Fzolp - GTPéza vnéjsi mitochondrialni membrany

GFP - Green fluorescent protein slouzici jako proteinovy tag

Gi_GFP_A - Kmen G. intestinalis exprimujici C-koncovou ¢ast GiSec20 znacenou GFP
tagem

Gi_Sec20 - Kmen G. intestinalis exprimujici GiSec20

Gi_Sec20_HA - Kmen G. intestinalis exprimujici GiSec20 zna¢eny HA tagem
Gi_Sec20 HA 3°UTR - Kmen G. intestinalis exprimujici GiSec20 s pfipojenou
3’neptekladanou oblasti znateny HA tagem

GiPDI - protein-disulfid-izomeraza G. intestinalis, marker endoplazmatického retikula
GiSec20 - Sec20 G. intestinalis

GiTom40 - Tom40 G. intestinalis, mitosomalni marker

HA tag - hemaglutininovy proteinovy tag

HR1/2 - ¢asti GTPaz vnéj$i mitochondridlni membrany Mfnl/2 obsahujici sedmiclenné
repetice

I-Mgm1p - dlouha forma GTPazy vnitfni mitochondridlni membrany

Mfn1/2 - sav¢i homology Fzolp, GTPazy vnéjsi mitochondrialni membrany

Mgmlp - GTP4za vnitini mitochondridlni membrany

NSF - N-ethylmaleimid sensitive factor

NSF ATPaza - NEM sensitive factor, funguje pfi rozpadu SNARE komplexu

OPALI1 - sav¢i homolog Mgmlp, GTPaza vnitini mitochondridlni membréany

PARL - sav¢i homolog Peplp, protedza v mezimembranovém prostoru mitochondrie

Pcplp - protedza v memzimembranovém prostoru mitochondrie

PUF proteiny - rodina RNA véazajicich proteind

Puflp-PufSp - RNA vazajici proteiny u S. cerevisiae

Q(a,b,c)-SNARE - podrodiny SNARE proteinti

R-SNARE - podrodina SNARE proteinti

RBPs - RNA vazajici proteiny

s-Mgm1p - kratka forma GTPazy vnitini mitochondrialni membrany

Sc_GFP - Kmen S. cerevisiae exprimujici GiSec20 znaceny GFP tagem
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Sec20 - SNARE protein fungujici pii transportu vackd mezi endoplazmatickym retikulem a
Golgiho systémem

SNAP - NSF attachment protein

SNARE:s - SNAP receptors, proteiny zodpovédné za membranovou fuzi

TMD - Transmembranova doména proteinu

Ugolp - protein mezimembranového prostoru propojujici obé GTPazy pii mitochondrialni
fazi

VAMPs - vesicle associated membrane proteins, jedna z podrodin SNARE proteint
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