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1. Abstrakt

Volné Zijici mikroaerofilni prvok Trimastix pyriformis je blizce pfibuzny oxymonadam, které
predstavuji nejvétsi eukaryoticky taxon bez znamé mitochondrie. Na rozdil od oxymonad byla

v bunice T. pyriformis zahadna redukovana mitochondrie nalezena. V EST datech T. pyriformis byla
identifikovana fada gend, jejichZ produkty mohou byt lokalizovany v mitochondrii. Jsou mezi nimi
geny pro vSsechny komponenty systému stépeni glycinu, [FeFe]hydrogenazy a typicky
mitochondrialni protein Cpn60. Za Gcelem lokalizace téchto proteinli jsme provedli experimenty.
Nase vysledky ukazuji, Ze systém Stépeni glycinu je skutec¢né lokalizovdn v mitochondrii. Vysledky
experimentl provedenych s cilem lokalizovat dvé hydrogenazy také naznacuji mitochondrialni
lokalizaci. Nejsou ale zcela pfesvédcivé. Pokus o lokalizaci Cpn60 selhal. Dale jsme identifikovali
nékolik novych gen( v transkriptech T. pyriformis a Monocercomonoides sp. (Oxymonadida). Jde o
geny kédujici komponenty SUF systému syntézy FeS center a peroxidazu rubrerythrin.

Kli¢ova slova: Trimastix, Monocercomonoides, mitochondrie, hydrogenozom, mitozom,
hydrogendza, systém Stépeni glycinu, SUF systém.

Abstract

Free-living microaerophilic protist Trimastix pyriformis is closely related to oxymonads which are
the largest eukaryotic group without any known mitochondrion. In contrast to oxymonads, an
enigmatic reduced mitochondrion has been found in the cell of T. pyriformis. In EST data of T.
pyriformis, a number of genes has been identified whose products are putatively localized in the
mitochondrion. Among these are genes for all the components of the glycine cleavage system,
[FeFe]hydrogenases and the mitochondrial marker Cpn60. We performed experiments in order to
determine the cellular localization of these proteins. Our results show that the glycine cleavage
system is localized in the mitochondrion. Results of the experiments carried out in order to
localize two hydrogenases suggest also the mitochondrial localization but are not fully convincing.
The attempt to localize Cpn60 has failed. We have also identified a set of new genes in transcripts
of T. pyriformis and Monocercomonoides sp. (Oxymonadida). These genes code for some
components of the SUF system of FeS cluster synthesis and a peroxidase rubrerythrin.

Key words: Trimastix, Monocercomonoides, mitochondrion, hydrogenosome, mitosome,
hydrogenase, glycine cleavage system, SUF system.



2. Uvod

Trimastix pyriformis je volné Zijici mikroaerofilni bakteriovorni bicikovec s typicky exkavatni
morfologii. Je fazen spolu s oxymonadami do taxonu Preaxostyla v ramci skupiny Metamonada
v eukaryotické ,Fisi“ Excavata. Oxymonadida, nejblizsi pfibuzni rodu Trimastix, jsou nejvétsi
z eukaryotickych skupin, u kterych dosud nebyla objevena mitochondrie, ani jeji redukovany
homolog. Naproti tomu byly vburice hned 3 druhl rodu Trimastix, vcetné T. pyriformis,
identifikovany organely ultrastrukturné pfipominajici hydrogenozomy, tedy redukované
mitochondrie nékterych anaerobnich protist, které svym metabolismem produkuji vodik. Dal$im
dlivodem, proc predpokladat pritomnost redukované mitochondrie v burnce trimastixe je, Ze

v jeho transkriptomu bylo identifikovdano mnozZstvi typickych mitochondrialnich gend.

Prohlasit, ze se v burice T. pyriformis skutec¢né nachazeji mitochondridlni organely, ale neni mozné
bez experimentalniho potvrzeni lokalizace domnéle mitochondridlnich proteinl. Snaha o ziskani
experimentalnich dokladll pfitomnosti redukované mitochondrie, pfipadné jejich fyziologickych
funkci, je dlouhodobym projektem Skupiny evolucni protistologie na PfF UK a je také predmétem
této prace.

Vyzkum bunécné biologie rodu Trimastix je zajimavy predevsim ve fylogenetickém kontextu.
Pokud se podafi prokazat, Ze oxymonady jsou skutecné (s nejvétsi pravdépodobnosti sekundarné)
amitochondridlni a naopak Trimastix obsahuje jakousi formu redukované mitochondrie, pak se z
taxonu Preaxostyla muUze stat modelova skupina pro studium reduktivni evoluce mitochondrie.
Meéli bychom totiz k dispozici potomky organizm z rlznych fazi procesu redukce od typické
aerobni mitochondrie u posledniho spole¢ného predka exkavat, respektive eukaryot, pres rozlicné
redukované anaerobni mitochondrie u jednotlivych skupin metamonad, redukovanou anaerobni
mitochondrii dosud nezndmych vlastnosti u trimastixe, az po Uplnou amitochondrialitu oxymonad.



3.  Literarni prehled

3.1. Historie objevovani a popisu druhii rodu Trimastix

Rod Trimastix byl poprvé popsan roku 1882 britskym protistologem W. Sevillem Kentem v prvnim
dile jeho tfisvazkového pojedndni Manual of the Infusoria (Kent, 1882). Autor do néj umistil jediny
druh: T. marina, ten se tak stal typovym druhem celého rodu. Druhové jméno je odvozené od
toho, Ze bicikovci byli objeveni ve vzorku mofské vody. Konkrétné vody obsahuijici rozkladajici se
zbytky rostlin se silnym bakteridlnim povlakem; z lokality u St. Heliers na ostrové Jersey.

Vzhled bunék popsal W. S. Kent takto: ,,Animalkula nah3, zcela volné plovouci, vice ¢i méné ovalna
nebo pyriformni, s laterdlné rozsifenym membrandznim okrajem; biciky v poctu tfi, anteriorné
uloZzené, jeden vibrujici mifici kuptedu, dva odchylené a vlecené posteriorné; endoplast a
kontraktilni vacek viditelné, Zadny zfetelny Ustni otvor”.

Oproti dnesSnim znalostem se v tomto popisu vyskytuji dvé chybna tvrzeni. Prvni se odrazilo pfimo
ve jméné rodu (tri - tfi, mastix - brva). W. S. Kent patrné prehlédl| jeden bicik, nebot vSechny dosud
formalné popsané druhy rodu Trimastix jsou Cctyrbic¢ikaté. Druhou chybou je domnéla
nepritomnost ,Ustniho otvoru®. Pozdéjsi studie ukazaly, ze T. marina ma na dné ventrdlni ryhy
trvale utvoreny cytofarynx (Simpson et al., 2000).

Sladkovodni druh T. pyriformis, ktery je pfedmétem této prace, byl popsan o 13 let pozdéji jako
Tetramitus pyriformis v ¢lanku Flagellatenstudien némeckého protistologa G. Klebse (Klebs, 1893).
O necelé stoleti pozdéji byl prefazen do rodu Percolomonas. Dodnes platné zarazeni do rodu
Trimastix provedli Bernard et al. (2000) na zakladé vétsi morfologické a ultrastrukturni podobnosti
typovému druhu T. marina nez jakémukoli druhu skupiny Heterolobosea, kam rody Tetramitus i
Percolomonas patti.

Tretim objevenym druhem se stal T. convexa, jehoZ popis publikoval A. Hollande v prvnim dile
Traité de Zoologie (editor: P. P. Grassé) roku 1952 (Hollande, 1952). Tento druh by pozdéji
synonymizovan s T. pyriformis (Bernard et al., 2000). Synonymie ovsem neni vSeobecné pfijimana.
Mezi popisy obou organizm( Ize vysledovat 3 rozdily: 1) T. pyriformis je mensi, dosahuje délky
maximalné 17 um, zatimco u T. convexa byla zaznamendna délka az 20 um. 2) T. pyriformis ma
v anteriornim mikrotubuldrnim kofeni 3 nebo 4 mikrotubuly, zatimco T. convexa jen 2. 3) V burice
T. convexa se nachdzeji fibrily asociované s distalnim koncem levého ventrdlniho korene, které u
T. pyriformis chybi (O'Kelly et al. 1999).

Ve stejném clanku, ktery synonymizoval T. convexa s T. pyriformis (Bernard et al., 2000), se
setkdvame s dosud poslednim formalné popsanym druhem, T. inaequalis. Ten obyva morské
biotopy a od ostatnich druhl rodu Trimastix je morfologicky odliSitelny diky nestejné délce
lateralnich bicikd.

Dale je zde uveden novy popis druhu T. marina na zékladé izolatd ze sladkovodnich a brakickych
lokalit. Bunky z brakickych lokalit byly mensi a mély relativné delsi bic¢iky neZ burky z lokalit



sladkovodnich. Zddna morfologicka diskontinuita, kterd by ospravedifiovala taxonomické rozlideni
sladkovodnich a brakickych kmend, ale nebyla zaznamenana (Bernard et al., 2000).

V nékolika internetovych taxonomickych databazich (biolib.cz, eol.com, gni.globalnames.org,
portal.ubio.org) je uveden dalsi druh: Trimastix elaverinus Dumas, 1930, jehoZ formalni popis
nebyl autor této prace s to dohledat.

V soucasné dobé (srpen 2013) je tedy formalné popsano 3 aZz 5 druhli rodu Trimastix: T. marina, T.
pyriformis a s nim mozna synonymni T. convexa, T. inaequalis a T. elaverinus, pokud tento
skutecné existuje.

3.2. Fylogeneticka pozice rodu Trimastix mezi eukaryoty

Objevitel rodu Trimastix, W. S. Kent (1880), jej ve svém systému na zakladé povrchni morfologické
podobnosti, zejména domnélé pritomnosti (pouhych) 3 bicik(, umistil do ¢eledi Trimastigidae
spolu s rody Collodictyon, Trichomonas a Dallingeria.

Prvni vazny pokus o zarazeni trimastixe do vyssi pfirozené taxonomické jednotky podnikl Pierre P.
Grassé v roce 1952, kdy jej spolu s trichomonddami zaradil do taxonu Trichozoa a to mimo jiné na
zadkladé pritomnosti vyrazného Golgiho aparatu a hydrogenozom( (Grassé, 1952), v té dobé
ovSem u trimastixe nepotvrzenych.

Proti tomuto nazoru poloZili mnoho zavaznych ultrastrukturnich dokladd Brugerolle a Patterson
roku 1997. Argumentovali napfiklad jinym usporadanim bazalnich télisek ¢&i nepfitomnosti
zasadnich cytoskeletarnich struktur typickych pro Parabasalia, jako je kosta, parabazalni fibrily
nebo axostyl (Brugerolle & Patterson, 1997). Prlibéh mitdzy je u trimastixe také velmi odlisny od
parabasalidd, jak pozdéji ukazali O'Kelly et al. (1999).

Brugerolle a Patterson srovndvaji trimastixe na ultrastrukturni drovni s retortamonadami a
nachazeji mezi nimi mnoho spole¢nych znak(. Oba taxony se podobaji ve struktufe mastigontu,
cytoskeletu ventralni ryhy a pfitomnosti a strukture ploutvi¢ek na posteriornim biciku (Brugerolle
& Patterson, 1997). K témto spole¢nym znakim pridal O'Kelly et al. (1999) navic podobnosti
v pribéhu mitdzy, a sice délici polovieténka vychazejici z komplex( bazalnich télisek. Na druhou
stranu se lisi tim, Ze mitdza burky trimastixe je oteviend (jaderna membrana se rozpada) a neni
béhem ni patrné jadérko.

O'Kelly et al. (1999) srovnavaji trimastixe také s jakobidy a rodem Malawimonas, ktery byl v dobé
vydani jejich ¢lanku mezi jakobidy fazen, a nalézaji jesté vice podobnosti. Dané taxony se shoduji
v umisténi a orientaci Golgiho aparatu, v detailni struktufe pravého a levého ventrdlniho
mikrotubuldrniho korene i pfitomnosti fibril A, B, C a |, které byly poprvé identifikovany pravé u
zastupcl skupiny Jakobida, Jakoba libera a Reclinomonas americana. Ze vsech téchto organizmi
je pak, podle O'Kelly et al. (1999), trimastixovi nejpodobnéjsi Malawimonas. Usuzuji tak z detaild
stavby levého ventralniho kofene a pfitomnosti anteriorniho korene. Jakobidi i Malawimonas se
ale od trimastixe lisi pfitomnosti pouze jediné ploutvicky na posteriornim biciku. Malawimonas
jakobiformis ma na posteriornim bi¢iku ventralni ploutvicku, zatimco jakobidi rodl Reclinomonas,
Histiona a Jakoba maji ploutvicku umisténou dorzalné.
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Molekularni fylogenetika vnesla do otazky fylogenetické pozice trimastixe prekvapivy zvrat, kdyz
Dacks et al. (2001) odhalili jeho blizkou pribuznost skupiné Oxymonadida. Fylogenetickou analyzu
provedli na sekvencich gend pro RNA malé ribozomalni podjednotky 3 izolatd trimastixe a 1
oxymonady, konkrétné Pyrsonympha sp. Analyza ukdzala dobfe podporenou sesterskou pozici
trimastixe a pyrsonymphy, ale na druhou stranu nezjistila Zadnou specifickou pfibuznost téchto
dvou rodl jakémukoli jinému eukaryotickému taxonu.

Fylogenetickd pozice trimastixe jako sesterského taxonu oxymonad ziskala i ultrastrukturni
podporu, kdyZ si A. G. B. Simpson povsiml podobnosti ultrastruktury fibrily | u obou taxont. Ta u
oxymonad tvofi parakrystalinni soucdst typické cytoskeletalni struktury, preaxostylu. Na zdkladé
této homologie A. G. B. Simpson navrhl zaradit trimastixe a oxymonady do nového spole¢ného
taxonu Preaxostyla, vramci skupiny Metamonada patfici do eukaryotické ,fiSe” Excavata
(Simpson et al.,, 2002; Simpson, 2003). Tuto pozici dodnes nikdo nezpochybnil a byla navic
podporena dalsSimi molekularné fylogenetickymi studiemi (Hampl et al., 2009).

Ve svétle této, solidné podporené, fylogenetické pozice Ize znaky sdilené trimastixem s jakobidy (a
snad i Malawimonas) oznacit za plesiomorfie celé ,fiSe” Excavata a pokud se v exkavatech nachazi
kofen eukaryotického stromu, pak i za plesiomorfie vSech eukaryot. Znaky sdilené
s retortamonadami, dnes razenymi spolu s diplomonadami atd. do taxonu Fornicata, pak za
plesiomorfie metamonad.

3.3. Morfologie Trimastix pyriformis

Zdravé interfazni bunky jsou oblé aZz protahlé a méfi (v zavislost na konkrétnim jedinci) 9 — 17 um
na délku a 5 — 13 um na Sitku. Pokud povazujeme T. pyriformis a T. convexa za jeden a tentyz
druh, pak délka bunky dosahuje az 20 um. Bunky maiji rozliSenou konvexni dorzalni stranu a
planarni az konkdvni stranu ventralni. Anteriorni i posteriorni konce bunky jsou tupé. Na ventralni
strané je umisténa vyrazna ventralni ryha dosahujici délky alespon dvou tfetin délky buriky. Jediné
jadro je umisténo v prvni (anteriorni) tretiné bunky. Subapikadlné v oblasti anteriorniho konce
ventrdlni ryhy vychazeji z buriky 4 biciky rozliSené na 1 anteriorni, 1 posteriorni a 2 laterarni.
Anteriorni bicik je delSi neZ ostatni. Dosahuje délky zhruba dvojndsobku délky bufky. Posteriorni a
laterarni biciky jsou dlouhé zhruba 1,5nasobek délky burky. Posteriorni bicik prochazi ventralni
ryhou. Na dné ventrdlni ryhy dochazi k fagocytéze bakterii, které jsou do ryhy hnané cinnosti
posteriorniho biciku. Potravni vakuoly jsou patrné (O'Kelly et al., 1999).

V optickém mikroskopu se T. pyriformis lisi od T. marina predevsim velikosti. T. marina je vyrazné
vétsi — dosahuje az 30 um na délku (Simpson et al., 2000). VSechny biciky T. pyriformis maji zhruba
stejny prameér, zatimco anteriorni bic¢ik T. marina je na své bazi rozsifen diky pritomnosti
paraflagelarni struktury (Simpson et al., 2000). T. marina ma navic na dné posteriorniho konce
ventrdlni ryhy vytvoreny cytofarynx (Simpson et al., 2000), ktery u ostatnich popsanych zastupcl
rodu chybi.
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3.4. Ultrastruktura Trimastix pyriformis
3.4.1. Jadro a endomembranovy systém

Jadro obsahuje vyrazné centrdini jadérko a je obklopeno hustou siti hrubého endoplazmatického
retikula. Sit retikula je dale protazena k posteriornimu konci buriky. V burice se nachazi jediny
Golgiho aparat umistény v blizkosti bazalnich télisek bicik(i a sice posteriorné a nalevo od nich.
Orientovan je cis stranou smérem k bazalnim téliskim a trans stranou kjadru (O'Kelly et al.,
1999). V burice byly pozorovdny potravni vakuoly obsahujici bakterie a mala posteriorné umisténa
kontraktilni vakuola (Bernard et al. 2000).

3.4.2. Cytoskelet

Mastigont je tvofen 4 bazalnimi télisky spolu se 4 mikrotubuldrnimi koreny, sekundarnimi
mikrotubuly vychdzejicimi z anteriorniho kofene a rozlicnymi fibrilami, které jsou asociovany jak
s bazalnimi télisky, tak s mikrotubularnimi kofreny.

Bazalni téliska jsou umisténd asymetricky, a sice tak, Ze téliska 2 (anteriorni bicik) a 3 (pravy
laterdlni bicik) tvofi par ve tvaru pismene L, kde télisko 3 mifi k pravé strané bunky a télisko 2 mifi
ventralné, zatimco téliska 1 (posteriorni bicik) a 4 (levy lateralni bicik) jsou umisténa kfizem pres
sebe. Par 2 a 3 je umistén anteriorné od paru 1 a 4, se kterym je spojen fibrédznim materialem.
Bazalni téliska 2 a 3 jsou obé kolma na télisko 1.

Z bazalniho téliska 2 (anteriorni bi¢ik) vychazi jediny mikrotubularni kotfen. Tvofi oblouk nejprve
smérujici anteriorné a pozdéji se stacejici k posteriornimu konci buriky. Obsahuje 3 nebo 4
mikrotubuly, u izolatl popsanych jako T. convexa jen 2, a po vétsiné jeho délky z néj vychazeji
jednotlivé sekundarni mikrotubuly vyztuZujici dorzalni stranu bunky.

Z bazalniho téliska 1 (posteriorni bicik) vychazeji 3 mikrotubularni kofeny. Levy ventraini kofen je
na anteriornim konci, pfiléhajicim k bazalnimu télisku, tvofen dvéma mikrotubuly a dalSich zhruba
10 mikrotubull se pridava postupné déle posteriorné. Stiedni ventralni koren sestava z jediného
mikrotubulu, ktery se zhruba na Urovni posteriorniho okraje ryhy pfiklada k levému kofeni. Pravy
ventralni kofen sestava v anteriorni Casti z blize nezjisténého malého poctu mikrotubull. Déle
posteriorné se k nim prikladaji dalsi mikrotubuly, aZz jejich pocet dosahuje zhruba 30. Tyto 3
ventrdlni mikrotubularni koteny definuji tvar ventralni ryhy a na jejim posteriornim konci se
setkavaiji.

Ventralni mikrotubuldrni kofeny jsou asociovdny s fibréznim materidlem tvoficim struktury
oznacované jako fibrily A, B, Ca | (O'Kelly et al., 1999).

3.4.3. Bitiky

Axonemy bicik(l T. pyriformis maji standardni strukturu 9x2+2 a, na rozdil od T. marina, nejsou
asociovany s zadnymi paraflagelarnimi strukturami. Vsechny biciky s vyjimkou posteriorniho jsou
holé. Posteriorni bicik je opatfen dvéma ploutvickami umisténymi zhruba ventralné a dorzalné
vzhledem k axonemé. Dorzalni ploutvicka zacind blize télu bunky neZ ploutvicka ventralni. Obé
ploutvicky jsou podepreny parakrystalinni lamelou. Ventralni lamela je napojena na jeden

12



mikrotubuldrni dublet axonemy (O'Kelly et al., 1999). Napojeni dorzalni lamely na axonemu
nebylo pozorovano, na rozdil od T. marina, kde jsou obé lamely asociovany s 2 — 3 dublety. BIizsi
informace o ultrastrukture lamel nejsou u T. pyriformis znamy. Lamely ploutvicek T. marina jsou
zdokumentovany lépe. Jejich Sifka se postupné zvétsuje, az dosahne priblizné 1 um. Od axonemy
jsou oddéleny zhruba 200nm mezerou preklenutou jemnymi fibrilami. Na lamelach je patrné
Zihovani o periodé 37 nm, rovnobézné s axonemou. Okraje (vnéjsich 150 nm) ploutvicek jsou Sirsi
neZ Cast priléhajici k axonemé, a ploutvicka se tedy na priarezu smérem od axonemy k okraji
rozsifuje (Simpson et al., 2000).

3.4.4. Mitochondrialni organely

V bunce zadného zastupce rodu Trimastix nebyly pozorovany klasické aerobni mitochondrie.
Ultrastrukturni studie T. convexa, T. pyriformis a T. marina ovsem popisuji podezielé organely,
které by mohly predstavovat redukované mitochondrie podobné hydrogenozomidm. Tyto
organely jsou obalené dvéma membranami, maji sféricky, protahly nebo Cinkovity tvar a velikost
pohybujici se mezi 0,2 a 1 um. Kristy nejsou pfitomny. Matrix je heterogenni a elektrondenzni.
V pfipadé T. marina je zaznamenan pocet zhruba 20 téchto organel v jedné burice (Simpson et al.,
2000).

3.5. Pohyb Trimastix pyriformis

PFi plavani zabira jak anteriorni, tak oba laterarni biciky. Bunky pfileZitostné rotuji. Proximalni ¢ast
posteriorniho bi¢iku je obvykle umisténa ve ventralni ryze a vini se s kratkou vinovou délkou a
velkou amplitudou. Tento pohyb vytvafi proud vody Zenouci ¢astice potravy do ventralni ryhy, kde
jsou fagocytovany. Posteriorni bic¢ik se Casto jevi byt pfipojen k posteriornimu okraji ventralni
ryhy. Distalni konec posteriorniho biciku obcas slouzi k pfichyceni buriky k substratu (Bernard et
al. 2000).

3.6. Zivotni cyklus Trimastix pyriformis
3.6.1. Vyvojova stadia

S vyjimkou pohyblivych bicikatych bunék (viz popis interfaznich bunék) bylo pozorovano jediné
dalsi vyvojové staddium a to pouze u jednoho kmene T. pyriformis (kmen 50562). Timto stadiem
jsou zakulacené cysty stenkou sténou a zachovanymi bazalnimi télisky i bic¢iky adherovanymi
k povrchu bunky (O'Kelly et al. 1999).

3.6.2. Déleni

Mitdza je oteviena. Délici vieténko se rozpadd na dvé polovieténka vychazejici z komplexd
bazalnich télisek. Déleni zacdinda v preprofazi zmnozenim bazélnich télisek a objevenim se
nekofenovych mikrotubul. Biciky jsou béhem déleni zachovany. BEéhem metafdze a anafaze
nebyla pozorovéna 7adna jadérka (O'Kelly et al. 1999).
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3.7. Metabolismus Trimastix pyriformis

Na Zadném zastupci rodu Trimastix dosud nebyly provedeny zadné biochemické studie. Je to
zpUsobeno zejména tim, Ze se tyto prvoky nikdy nepodafilo kultivovat v axenické kultufe bez
Zivych bakterii. Proto jsou prakticky veskeré nase znalosti o metabolismu téchto prvok( zalozeny
na molekularnich datech, konkrétné transkriptomickych studiich. Jejich dosavadni vysledky jsou
prezentovany v nasledujicich kapitoldch, zejména s prihlédnutim k metabolickym drahdam
potencialné asociovanym s mitochondrii.

3.7.1. Energeticky metabolismus
3.7.1.1. Glykolyza

Stechmann et al. (2006) nalezli v EST sekvencich T. pyriformis transkripty gen( kédujicich enzymy,
které jsou potrebné pro 9 z 10 krokd glykolyzy. Jsou to tyto enzymy: hexokinaza,
fosfoglukoizomeraza (GPI), fruktézabisfosfataldoldza (FBA), tridzafosfatizomerdza (TPI),
glyceraldehydfosfatdehydrogenaza (GAPDH), fosfoglyceratkindza (PGK), fosfoglyceratmutaza
(PGAM), enoldza, pyruvatkinaza (PK) a pyruvatfosfatdikinaza (PPDK).

Posledni dva jmenované enzymy mohou v principu oba katalyzovat konverzi fosfoenolpyruvatu na
pyruvat, tedy posledni krok glykolyzy. Lisi se tim, Ze PK je ATP-dependentni enzym, zatimco PPDK
operuje s pyrofosfatem. PPDK byl nalezen ve tficetkrat vétsSim poctu EST nez PK, coZ naznacuje
vétsi miru exprese PPDK (Stechmann et al., 2006). To mUzZe souviset s vyssi efektivitou pyrofosfat-
dependentnich glykolytickych enzym( (Mertens, 1991).

Minimalné 4 z téchto enzymu (FBA, GAPDH, PGK, PK) byly ziskany lateralnim genovym prenosem
z prokaryot. U dalSich dvou enzymO (PGAM, PPDK) je tato moZnost také pravdépodobna
(Stechmann et al., 2006). MnozZstvi laterdlné prenesenych genl pro glykolytické enzymy je tedy u
trimastixe srovnatelné sdalSimi studovanymi anaerobnimi prvoky, Giardia intestinalis,
Trichomonas vaginalis a Entamoeba histolytica. Autofi spekuluji, Ze lateralné prenesené geny
mohou byt pro anaeroby vyhodné, protoze zvysuji efektivitu glykolyzy (Stechmann et al., 2006).
Ta ma pro anaeroby vétsi energeticky vyznam nez pro aeroby, u kterych je nejdlleZitéjsim
zdrojem energie ve formé ATP navazujici Krebs(v cyklus.

Zajimavé je, Ze dva z enzym( s jednoznacéné eukaryotickym plvodem, TPl a enolaza, jsou zdédény
po eukaryotickych pfedcich i u ostatnich studovanych anaerobl, ktefi maji jinak také radu dalsich
glykolytickych gen( ziskanych od bakterii. Naznacuje to, Ze vybér glykolytickych gen, které jsou
nahrazovany lateralnim pfenosem, neni ndhodny (Stechmann et al., 2006).

3.7.1.2. AKkonitaza

U aerobnich eukaryot navazuje na glykolyzu Krebsuv cyklus lokalizovany v matrix mitochondrie a
Uzce funkéné spojeny s elektronovym transportnim fetézcem na vnitini mitochondridlni
membrané a protonovym gradientem mezi matrix a mezimembranovym prostorem.

V transkriptomu T. pyriformis byl nalezen jediny enzym Krebsova cyklu, a sice akonitaza (Hampl et
al., 2008) reverzibilné konvertujici citrat pres cis-akonitat na isocitrat. U eukaryot se nachazeji dva
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neptibuzné varianty tohoto enzymu, jedna v mitochondridlni matrix a jedna v cytosolu.
V transkriptech trimastixe byly nalezeny obé verze, ale mitochondridlni se zda byt prepisovana
vice neZz cytosolickd (Hampl et al.,, 2008). Vzhledem k pravdépodobné absenci ostatnich
nezbytnych enzym( Krebsova cyklu, typickych aerobnich mitochondrii i jakéhokoli
detekovatelného protonového gradientu (Zubacova et al., 2013) v burice trimastixe je fyziologicka
funkce akonitazy zahadou.

3.7.1.3. Pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza

U anaerobnich eukaryot jsou za glykolyzu zafazeny rizné formy fermentace. Prvnim enzymem
typickym pro anaerobni metabolismus navazujicim na glykolyzu je pyruvat:ferredoxin
oxidoreduktdza (PFO). Tento enzym katalyzuje dekarboxylaci pyruvatu za vzniku acetyl-CoA a
prendsi uvolnéné elektrony na ferredoxin. U nékterych organizm0 (Trichomonas) je PFO
lokalizovdan v matrix redukovanych mitochondrii (Miller et al.,, 2012), u jinych (Giardia,
Entamoeba) v cytosolu (Reeves et al., 1977, Townson et al., 1996)

V transkriptech T. pyriformis byl objeven homolog PFO, jehoZ sekvence se vétvi sestersky ke
dvéma sekvencim cytosolického PFO entamoeby. MnoZstvi EST (vice neZ 0,2 %) obsahujicich
sekvenci tohoto genu naznacuje jeho relativné vysokou expresi (Hampl et al., 2008).

3.7.14. [FeFe]hydrogenazy a jejich maturazy

Podobné silné jako PFO jsou prepisované i geny pro 3 rGzné [FeFelhydrogenazy (Hampl et al.,
2008). Tento protein je klicovym enzymem koncovych reakci energetického metabolismu u
mnohych anaerobnich eukaryot (i prokaryot) a mulzZe byt lokalizovan jak v cytosolu, tak
v redukované mitochondrii. Katalyzuje prenos elektronl na koncovy akceptor, proton, za vzniku
vodiku. Redukované mitochondrie, ve kterych tato reakce probihd, se nazyvaji hydrogenozomy
(Miller et al., 2012).

VSechny 3 homology hydrogendzy nalezené v transkriptech trimastixe se sice lisi jak délkou, tak
sekvenci, ale tvofi silné podpofenou vétev ve fylogenetickych analyzach (Hampl et al., 2008). Jde
tedy pravdépodobné o paralogy vzniklé dvojitou duplikaci plivodniho jediného genu v predkovi T.
pyriformis. Sekvence hydrogenaz trimastixe se vétvi oddélené od naprosté vétsiny eukaryotickych
homologl a tvofi silné podporfenou vétev obsahujici 3 bakteridlni sekvence a sekvenci pochazejici
z entamoeby (Hampl et al., 2008). Je tedy pravdépodobné, Ze byly ziskany lateralnim genovym
pfenosem z bakterii do predka trimastixe nebo entamoeby a nasledné preneseny mezi témito
dvéma eukaryoty at uz jednim neb druhym smérem. Pfipadné mohly byt ziskany predkem
trimastixe a entamoeby nezavisle od blizce pfibuznych bakterii. To samé plati pro PFO.

U prokaryot jsou pro vznik aktivnich [FeFe]hydrogenaz nezbytné 3 enzymy, maturazy. Mezi
eukaryoty byly dosud nalezeny pouze u 5 organizm(: Trichomonas vaginalis, Chlamydomonas
reinhardtii, Mastigamoeba balamuthi, Acanthamoeba castelanii a Andalucia incarcerata (Hug et
al, 2010, Posewitz et al., 2004, Pitz et al, 2006). U T. pyriformis byly v transkriptech identifikovany
geny pro vSechny 3 tyto maturdzy hydrogendz: HydE, HydF a HydG U HydE a HydF je zndm
kompletni N-konec s presekvenci. U HydG zatim sekvence N-konce nebyla ziskana (Hampl et al.,
2008, Zubacova et al., 2013).
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3.7.2. DalSi metabolické drahy potencialné lokalizované v redukované mitochondrii
3.7.2.1. Katabolismus glycinu

Systém Stépeni glycinu (GCS) je metabolicka draha stépici glycin za vzniku methyltetrahydrofolatu
a NADH. Sestavd ze 4 enzymu, které pravdépodobné netvofi trvaly komplex, ale maji pouze
funkéni souvislost. Jsou to tyto enzymy: 1) H-protein s centralni roli v celé drdaze; jeho lipoylova
skupina interaguje sostatnimi 3 proteiny. 2) P-protein, glycindehydrogenaza provadéjici
dekarboxylaci. 3) L-protein, dihydrolipoyldehydrogenaza. 4) T-protein, aminomethyltransferaza. U
véech dosud studovanych eukaryot je tato draha lokalizovana v matrix mitochondridlni organely
(Douce et al., 2001).

V transkriptech trimastixe byly objeveny geny pro vSechny proteiny této drahy. Proteiny T a L se
vétvi se solidni podporou mezi ostatnimi eukaryotickymi homology, zatimco P-protein je pfibuzny
obdobnému enzymu z a-proteobakterii a H-protein se vétvi, oviem se slabou podporou, mezi
bakteriemi. Bakterialni plvod P-proteinu doklada i fakt, Ze je stejné jako bakteridlni homology a
na rozdil od homologl eukaryotickych, exprimovan ve formé dvou samostatnych podjednotek P1
a P2 (Hampl et al., 2008).

H, P1 a T proteiny trimastixe jsou na svém N-konci prodlouzené o 14 az 19 aminokyselin ve
srovnani s bakteridlnimi homology (Hampl et al., 2008). Tyto extenze by mohly predstavovat
signdlni sekvence, napfriklad pro import proteint do mitochondrie.

Serin hydroxymetyltransferaza (SHMT), jejiz sekvence byla téZ nalezena v EST datech trimastixe
(Zubacova et al., 2013), sice neni soucasti GCS, ale mlze s touto drahou byt Gzce funkéné spojena.
Katalyzuje pfeménu serinu a tetrahydrofolatu na glycin a methylentetrahydrofolat a vice versa.
MuZe tedy, ve spojeni s GCS, slouzit k odbourdvani serinu tim, Ze jej pfeméni na glycin a ten je
posléze katabolizovan enzymy GCS. Sekvence SHMT identifikovana v transkriptech T. pyriformis je
na N-konci prodlouzena ve srovnani s bakteridinimi homology, coz mUze predstavovat signalni
sekvenci pro import do mitochondrie (Zubacov4 et al., 2013).

3.7.2.2. Katabolismus argininu

Arginin je u nékterych protist katabolizovan tzv. arginin dihydrolazovou drahou, ktera sestava ze 3
enzymQ: arginin deiminazy (ADI), ornitin transkarbamylazy (OTC) a karbamoyl kindzy (CK). U
chytridiomycety Neocallimastix frontalis je tato draha lokalizovana v hydrogenosomu (Gelius-
Dietrich et al., 2007), na druhou stranu, u G. intestinalis se nachazi v cytosolu (Touz et al., 2008).
ADI nebyla v transkriptech trimastixe dosud nalezena, zato OTC a CK ano. Obé sekvence byly
identifikovany ve velkém mnozZstvi EST, coZ naznacuje velkou miru jejich exprese, dokonce vétsi
nez u H-proteinu a SHMT (Zubacdova et al., 2013).

OTC katalyzuje reakci ornitinu s karbamoylfosfatem za vzniku citrulinu. Kromé katabolismu
argininu se Ucastni (u savcl) mocovinového cyklu. Sekvence nalezend v transkriptech trimastixe se
zda byt prokaryotického plvodu, oproti svym prokaryotickym homologim ma ale na N-konci
extenzi potencialné slouZici jako signalni sekvence. CK ztrimastixe je téz pravdépodobné
prokaryotického plvodu, ale N-terminalni sekvence ji chybi (Zubacova et al., 2013).
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3.7.2.3. Metabolismus kofaktoru

Lipoyltransferaza je enzym katalyzujici prvni krok lipoylace nékterych proteini zapojenych do
oxidativniho metabolismu a metabolismu aminokyselin. Mimo jinych i H-proteinu drahy GCS
(Fujiwara et al.,, 1997). Vsechny drahy, kterych se tyto proteiny ucastni, jsou u eukaryot
lokalizovany v mitochondrii nebo plastidu. Homolog lipoyltransferazy nalezeny v transkriptech
trimastixe se vétvi se slabou podporou sestersky k sekvenci z hlenky Dictyostelium (Hampl et al.,
2008).

Pyridin-nukleotid transhydrogenaza (PNT) prenasi ekvivalenty hydridovych iontd mezi NAD(H) a
NADP(H) a zaroven translokuje protony pres vnitfni mitochondridlni membranu, na niz je (u
eukaryot) vyluéné lokalizovana s jedinou znamou vyjimkou, kterou je E. histolytica (Yousuf et al.,
2010). Tento enzym funguje ve formé homodimeru, kde kazdy monomer sestdva ze dvou
podjednotek — a a B. Podjednotka B nalezena v transkriptech vykazuje sesterskou pozici se svym
homologem z entamoeby. Spolu se vétvi na bazi ostatnich eukaryotickych sekvenci, byt se slabou
statistickou podporou (Hampl et al., 2008).

3.7.2.4. Import a maturace potencialné mitochondrialnich proteini

Pro funkci mitochondrie je zcela zasadni import protein(i syntetizovanych v cytosolu a jejich
nasledna maturace do funkéni konformace. V transkriptech trimastixe byly odhaleny geny pro 3
proteiny umozZnujici transport protenl pres mitochondridlni membranu: translokdzu vnéjsi
mitochondrialni membrany 40 (Tom40), translokazu vnitfni mitochondridlni membrany 17/22/23
(Tim17/22/23) a Pam18, 1 protein umoznujici sestaveni Tom40 ve vnéjsi membrané: Sam50 a 2
proteiny slouzici k maturaci importovanych proteinli v matrix mitochondrie: chaperonin 60
(Cpn60) a a podjednotka mitochondrialni procesujici peptidazy (MPPa) (Hampl et al., 2008,
Zubacova et al., 2013).

Tom40, se strukturou B-barelu, je esencialni pro transport proteind pres vnéjsi mitochondridlni
membranu, ve které je lokalizovdan, do mezimembranového prostoru. Jedna se o typicky
eukaryotickou novinku vzniklou pravdépodobné u spole¢ného predka vSech dnes Zijicich eukaryot
(Zarsky et al., 2012). Sekvence ztrimastixe se robustné vétvi mezi dal$imi eukaryotickymi

homology.

Tim17/22/23 je obdobou Tom40 na vnitfni mitochondridlni membrané. Pam18 je soucasti
motorového komplexu asociovaného stranslokdazou Tim17/22/23 a zajistuje posouvani
importovaného polypeptidu do matrix mitochondrie. Sam50 je lokalizovdn na vnéjsi
mitochondrialni membrané a zajistuje import Tom40 do této membrany (Kozjak et al., 2003).

Cpn60, oznacovany téz jako Hsp60, je povazovan za mitochondridlni marker, jelikoZz ma plvod v a-
proteobakteridlnim pfedku mitochondrie a u Zddného eukaryota dosud nebyl nalezen v jiném
bunééném kompartmentu nez v matrix mitochondrie, at uz aerobni ¢i redukované anaerobni -
hydrogenozom Trichomonas a mitozomy rod( Giardia a Entamoeba (Roger et al., 1996, Tovar et
al., 1999, Regoes et al., 2005) a zarover byl nalezen u viech studovanych eukaryot. U&astni se
procesu, pfi kterém proteiny transportované do mitochondrie z cytosolu nabyvaji sekundarni
struktury.
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Sekvence Cpn60 nalezena v transkriptech trimastixe se vétvi se silnou podporou mezi ostatnimi
eukaryotickymi homology, ale nejevi specifickou pfibuznost zddné konkrétni linii eukaryot. Na N-
konci sekvence se nachazi extenze, kterou ovsem zadny pouzity predikéni software nebyl schopen
identifikovat jako signalni sekvenci (Hampl et al., 2008).

Mitochondrialni procesujici peptiddza (MPP) je také u eukaryot lokalizovdna v matrix
mitochondrie. Slouzi k odstépovani N-termindlnich signalnich sekvenci z proteint importovanych
do mitochondrie. Tento enzym je obvykle funkéni ve formé heterodimeru podjednotek a a B,
které hraji pfi procesingu proteinl rGizné role (Luciano & Géli, 1996). V transkriptech T. pyriformis
byla objevena pouze sekvence odpovidajici a-podjednotce. Sekvence se vétvi sestersky
k homologu z trypanosomy v rdmci vétve ostatnich eukaryotickych a-podjednotek MPP (Hampl et
al., 2008).

3.7.2.5. Mitochondrialni prenasece

V EST datech T. pyriformis byly identifikovany 4 sekvence odpovidajici proteinim z rodiny
mitochondridlnich pfenasecli. Tyto proteiny obecné zprostfedkovavaji obousmérny prenos
nejriznéjsich mensich molekul, napfiklad metabolitl, aminokyselin, kofaktor( atd., pres
mitochondridlni membrany. Mezi eukaryoty ovSem nejsou zcela omezeny na lokalizaci
v mitochondriich. Nékteré byly totiZz nalezeny i na membranach peroxizomd a plastidd (Kunji,
2004).

Sekvence mitochondridlniho prenasece 1 (MC1) ztranskriptomu trimastixe obsahuje vazebné
misto po adeninové nukleoidy, coZ také odpovida jeji fylogenetické pozici, byt slabé statisticky
podporené, mezi prenaseci adeninovych nukleotid(l jako jsou ATP, NAD, atd (Hampl et al., 2008).
Funkce ostatnich prenasecd lze odhadovat pouze zjejich fylogenetické pozice. MC2
pravdépodobné prendsi 2-oxodikarboxylaty (Zubacova et al., 2013). MC3 se vétvi mezi
eukaryotickymi prenaseci pyruvatu a folatu (Hampl et al., 2008). Funkce MC4 se nepodafilo z jeho
sekvence predpovédét (Zubacova et al., 2013).

3.8. Dosavadni znalosti o potencialni mitochondrialni organele

V transkriptech trimastixe bylo dosud identifikovano 15 gend, jejichz produkty jsou mezi
eukaryoty lokalizovany vyluéné v mitochondrii. Jedna se o tyto proteiny: akonitdza, H-protein
(GCS), Pl-protein (GCS), P2-protein (GCS), L-protein (GCS), T-protein (GCS), lipoyltransferaza,
PNTa, PNTB, Tom40, Tim17/22/23, Sam50, Pam18, MPPa a Cpn60.

Z téchto 15 proteint ma 5 (Akonitaza, H-protein, P1-protein, T-protein, Cpn60) na N-konci extenzi,
ktera mGze byt signalni sekvenci pro import do mitochondrie. Zadna z téchto sekvenci ale nebyla
coby signalni sekvence rozpoznana predikénim softwarem.

Potencialni signalni sekvence byly identifikovany u dalSich 4 gen(, jejichz produkty byly u
ostatnich eukaryot nalezeny v mitochondrii, ale i mimo ni, a sice u HydE, HydF, SHMT a OTC.

U dalsich alespori 8 gen( existuje divod se domnivat, Ze jejich produkty mohou mit
mitochondrialni lokalizaci, ale bud nemaji Zadnou N-terminalni extenzi, nebo u nich N-konec neni
znam. Mezi tyto geny patfi: HydG, hydrogendazy 1 a7 3 a MC1 az MCA4.
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Celkem tedy vime o 27 genech, na které ma smysl se zamérit pti naSem patrani po pritomnosti Ci
nepritomnosti mitochondridlni organely v burice trimastixe, pfipadné po fyziologickych funkcich
této organely. Nékteré z téchto gen( uz svou prostou pritomnosti v genomu trimastixe naznacuiji,
Ze tento organizmus néjaky typ mitochondrie ma, ¢i v minulosti mél. Jsou to zejména geny pro
proteiny zajistujici import polypeptidd do mitochondrie a jejich maturaci. Jiz na zakladé jejich
pritomnosti lze tvrdit, Ze T. pyriformis mél mitochondridlniho predka a jeho potencialni
amitochondrialita by tedy byla sekundarni.

Pro dalsi uvahy o fyziologickych funkcich mitochondridlni organely je zasadni otdzka, zda ma
néjakou Ulohu v energetickém metabolismu. Z ultrastrukturnich studii vime, Ze podezfelé
organely nalezené v burice trimastixe a potencidlné predstavujici redukované mitochondrie
nejvice pripominaji hydrogenozomy. Stim by souhlasila zjiSténd pritomnost hydrogenaz
v transkriptomu trimastixe. Z pouhych sekvenci jejich gent oviem nemUZeme odvodit nic o jejich
lokalizaci v bunice. Je tedy mozné, ze jsou aktivni v cytosolu, stejné jako u protist s mitozomy. Na
druhou stranu, dvé ze tfi sekvenci maturdz hydrogendz obsahuji N-terminalni extenzi. Pokud by
tato extenze byla signdlem pro import maturaz do mitochondridlni organely, bylo by
pravdépodobné, Ze jsou do ni importovany i samotné hydrogenazy.

Zarazejici je, Ze v transkriptech T. pyriformis nebyly identifikovany ani naznaky pritomnosti gent
pro mitochondridlni systém syntézy Zelezosirnych center ISC. Syntéza FeS center je totiz
vSeobecné povaZzovdna za jedinou znamou esencialni funkci mitochondrie, kterd je pfitomna i
v téch nejredukovanéjsich variantach této organely, mitozomech.

Takové jsou tedy dosavadni vysledky 2 transkriptomickych studii provedenych na T. pyriformis a
zamérenych na potencidlné mitochondridlni geny. Nefikaji nic jiného, neZ Ze se dané geny
pravdépodobné v genomu trimastixe nachazeji. Je treba mit také na paméti, Ze vidy mize jit o
bakterialni kontaminaci, jelikoZ se dosud nepodafilo kultivovat tohoto prvoka v axenické kulture
bez Zivych bakterii. Urcitou jistotu mlZeme mit pouze u gen(, které jevi solidné podporenou
specifickou pribuznost svym eukaryotickym homologiim, idedlné z ,fiSe” Excavata, nebo u
takovych, které byly nalezeny ve velkém mnoZstvi transkriptll, coz by v pfipadé jejich plvodu
z bakterialni kontaminace bylo velmi nepravdépodobné.

O pfitomnosti téchto gend v genomu trimastixe tedy nem(zZeme definitivné rozhodnout Cisté na
zakladé sekvencénich dat a je nutné provést laboratorni experimenty, které jejich pfitomnost
potvrdi ¢i vyvrati. Zda se dané geny nachdzeji v genomu trimastixe a ne bakterii, se kterymi sdili
kulturu, mizZe rozhodnout metoda FISH — fluorescencni in situ hybridizace. O lokalizaci jejich
proteinovych produktl v buice ndam pak poskytnou informace rizné imunocytologické metody,
jako imunofluorescenéni mikroskopie, imunoelektronova mikroskopie, nebo Western Blot.

U nékterych zminénych gen( je uvedeno, Ze obsahuji podezielou N-terminalni extenzi, ktera muze
predstavovat signalni sekvenci pro import do mitochondrialni organely. Vétsina z téchto sekvenci
nebyla rozpoznana predikénim softwarem. To se ovSem u madlo studovanych skupin, jakymi
Preaxostyla bezpochyby jsou, da predpokladat. Relativné snadnym zplsobem, jak ovéfit, zda
skutecné jde o signdlni sekvence, je sledovat, zda budou jako takové rozpoznany burkou jiného
eukaryotického organizmu. Za tim ucelem je moZné vnést do bunky modelového organizmu,
napfriklad kvasinky Saccharomyces cerevisiae, rekombinantni gen obsahujici co nejdelsi ¢ast genu
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plvodem z trimastixe véetné N-konce a fluorescenc¢ni znacku. Nasledna fluorescenéni mikroskopie
Uspésné transformovanych bunék barvenych fluorescencni znackou rozpozndvajici mitochondrie
ukaze, zda signal rekombinantniho proteinu kolokalizuje se signdlem znacicim mitochondrie ¢i
nikoliv.

Fakt, Ze nékteré sekvence N-terminalni extenzi nemaji, nemusi znamenat, Ze nemohou byt
importovany do mitochondridlni organely. Signdini sekvence se totiz mize nachdzet i uvnitf genu
(Mentel et al., 2008).

3.9. Redukované mitochondrie nékterych dalsich studovanych protist

Silné redukované mitochondridlni organely, potencidlné podobné tém v bunce trimastixe,
mUlzZeme najit i u organizmd, které jsou daleko lépe prostudovany, zejména z dlivodl svého
vyznamu coby patogenll Clovéka nebo hospodarskych zvifat. V nasledujicich kapitolach jsou
stru¢né shrnuty vysledky proteomickych studii (v kontextu studii genomickych) mitochondridlnich
organel 3 vyznamnych patogenl clovéka: parabazalida Trichomonas vaginalis, diplomonady
Giardia intestinalis a améby Entamoeba histolytica.

3.9.1. Proteom hydrogenozomu Trichomonas vaginalis

Bicenka posevni, T. vaginalis je paraziticky prvok patfici do taxonu Parabasalia v rdmci skupiny
Metamonada, jedné ze dvou linii ,FiSe” Excavata. Je tedy relativné blizce pfibuznd trimastixovi,
prestoZe podstatné vzdalenéjsi nez oxymonady. Mitochondridlni organely nachazejici se v burice
T. vaginalis se nazyvaji hydrogenozomy a jsou pravdépodobné nejlépe prostudovanymi
redukovanymi mitochondriemi viibec. Jako hydrogenozomy se oznacuji i dalsi organely u jinych
skupin eukaryot, napfiklad u nékterych chytridiomycet (Yarlett et al., 1986) nebo nalevnik
(Yarlett et al., 1984), ale i u mnohobunécnych Zivocich(l korzetek (Danovero et al., 2010). Je
pravdépodobné, Ze tyto organely vznikly mnohokrat nezavisle na sobé reduktivni evoluci typické
aerobni mitochondrie. Pro vSechny hydrogenozomy je charakteristické, Ze se, a¢ jsou anaerobni,
podileji na energetickém metabolismu bunky produkci ATP diky reakci, kterd preménuje pyruvat

na acetat za vzniku molekularniho vodiku.

O proteinech aktivnich v hydrogenozomu T. vaginalis mdme dobrou predstavu jednak diky tomu,
Ze je zndm kompletni jaderny genom tohoto prvoka (Carlton et al., 2007), ale predevsim diky
rozsahlé proteomické studii zamérené specificky na hydrogenozomy (Schneider et al., 2011).

Tato studie identifikovala 569 proteini potencidlné lokalizovanych v hydrogenozomu. Je ovsem
tfeba mit na paméti, Ze separacni metody, uZzité k ziskani vzorkd obohacenych o hydrogenozomy,
nejsou ani zdaleka dokonalé a mnoho zidentifikovanych proteinli mulzZe predstavovat
kontaminace z jinych bunéénych kompartment(l, nebo proteiny asociované s vnéjsSim povrchem
hydrogenozomu (Schneider et al., 2011).

Z téchto proteind Ize 175 pfriradit k metabolickym draham, které byly jiz dfive rozpoznany jako
hydrogenozomalni. Jde predevsim o energeticky metabolismus, syntézu Zelezosirnych komplexu,
odpovéd na oxidacni stres, metabolismus aminokyselin a import a maturaci proteind
syntetizovanych v cytosolu. DalSich 101 proteind se zda byt unikatni pro genom T. vaginalis a
ztoho dlvodu je obtizné odhadovat jejich funkci na zakladé sekvenci. Jako jednoznacné
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kontaminace bylo identifikovano 33 proteinli. Proteom hydrogenozom( T. vaginalis se zda byt
silné redundantni (Schneider et al.,, 2011), coZ je ostatné obecna vlastnost genomu tohoto
organizmu. Dobfe to ilustruje napfiklad 15 paralogd malatdehydrogenazy, z nichz 7 bylo
identifikovdno i v proteomu hydrogenozomu. | mnohé dalsi proteiny jsou kédovany velkym
mnoZstvim paralognich gen(. Pro Gvahy o funkci hydrogenozomu maji zvlastni vyznam enzymy
hydrogendzy, které jsou klicovymi ¢lanky energetického metabolismu. Téch se
v hydrogenozomalnim proteomu nachazi 5 (Schneider et al., 2011).

Zhruba jednu tfetinu proteind z hydrogenozomalniho proteomu lze zaradit do téchto funkcnich
kategorii: metabolismus sacharid(i (44 protein(l), energeticky metabolismus (36), metabolismus
aminokyselin (22), prenos proteinl pies membrany (14), chaperoninové funkce (12), flavin-
dependentni katalyza (11), reakce na oxidacni stres (9), syntéza Fe-S center (8), hydrolyza ATP (8),
pepidazové funkce (6) a dalsi (Schneider et al., 2011).

Pomoci bioinformatickych analyz bylo identifikovdano 89 proteinl z proteomu hydrogenozomu,
které by mohly byt transmembranovymi proteiny (Schneider et al., 2011). Toto dislo je ovSsem
pravdépodobné nereprezentativni, nebot transmembranové proteiny se v proteomickych studiich
obtizné identifikuji. Jejich skutecny pocet tedy pravdépodobné bude vyssi.

3.9.1.1. Energeticky metabolismus

V proteomu byly identifikovany vSechny proteiny, které byly jiz dfive povazovdny za slozky
energetického metabolismu, nékteré znich ve vice paralozich. Jde o tyto proteiny:
malatdehydrogenaza, pyruvat:ferredoxin  oxidoreduktdza (PFO),  ferredoxin (Fdx),
sukcinatthiokindza (SCS), adenylatkindza (AK), [FeFelhydrogendzy (Hyd), acetyl:sukcindt CoA-
transferaza (ASCT), podjednotky nikotinamid adenin dinukleotid dehydrogenazy Ndh51 a Ndh24
(Schneider et al., 2011).

3.9.1.2. Reakce na oxidacni stres

Nékteré enzymy energetického metabolismu, napfiklad PFO nebo hydrogendzy, jsou velmi citlivé
na inhibici kyslikem (Hrdy & Midller, 1995). V genomu T. vaginalis bylo objeveno 7 paralogt
kédujicich superoxid dismutazu (Carlton et al.,, 2007), enzym, ktery preménuje reaktivni
superoxidovy anion na peroxid vodiku. Dva ztéchto paralogli byly nalezeny i v proteomu
hydrogenozomu (Schneider et al., 2011). Peroxid vodiku je ddle metabolizovan za vzniku vody tzv.
thioredoxinovou drahou (TRX) a peroxidazou rubrerythrinem (Rbr). V proteomu byly
identifikovany 2 ze 3 proteinl TRX drahy: Trx a TrxP a také Rbr. Dale byly v proteomu nalezeny dva
proteiny, které jsou podezielé, Ze se u bakterii také podileji na metabolismu peroxidu vodiku:
OsmC/Ohr hydroperoxidaza a ,hybrid cluster protein” (HCP). Dalsi reaktivni forma kysliku,
molekularni O,, miZe byt metabolizovana proteinem hydrogenozomalni reduktaza kysliku (Hor),
taktéz pritomnym v proteomu hydrogenozomu (Schneider et al., 2011).

3.9.1.3. Syntéza FeS center

Existuje domnénka, Ze syntéza Zelezosirnych center je jedinou skutecné esencialni funkci vsech
mitochondridlnich organel (Lill et al., 2006). Pro nutnost pritomnosti této metabolické drahy
v hydrogenozomu T. vaginalis hovoti i fakt, Zze mnohé enzymy ucastnici se energetického
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metabolismu této organely vyZaduji pro svou funkci FeS centra coby kofaktory. V genomu
T. vaginalis bylo identifikovano 12 genl kodujicich proteiny typické mitochondridlni drahy syntézy
FeS center, oznacované jako ISC (Carlton et al., 2007). Z téchto proteini bylo 8 nalezeno i
v proteomu hydrogenozomu: IscU, IscA, IscS, Fdx, Hsp20, GrpE, HydF a HydG (Schneider et al.,
2011). Ze zbyvajicich 3 byly 2, frataxin a HydE, lokalizovany v hydrogenozomu jinymi metodami
(Dolezal et al., 2007; Putz et al., 2006).

3.9.14. Metabolismus aminokyselin

Nékteré enzymy metabolismu aminokyselin nalezené v proteomu T. vaginalis mohou mit funkéni
souvislost se syntézou FeS center. Fosfoserin aminotransferdza (PSAT), metionin-y-lydza (MGL) a
cystein syntaza (CS) se totiz podileji na konverzi fosfohydroxypyruvatu a homocysteinu na cystein.
Cystein je nasledné desulfurovan enzymem IscS za vzniku alaninu, ktery mulzZe byt dale
konvertovdn na glutamat prostiednictvim alanin aminotransferazy (ALT), kterd byla
v hydrogenozomalnim proteomu identifikovana ve 4 kopiich (Schneider et al., 2011).

Z drdhy stépeni glycinu (GCS) byly v proteomu hydrogenozému nalezeny 2 enzymy: H- a L-
proteiny (Mukherjee et al., 2006) a stejné tak serin hydroxymetyltransferaza (SHMT), ktera s nimi
mUze byt funkéné propojend. Dale byly v proteomu identifikovany aspartat aminotransferaza
(AAT) a glutamat dehydrogenaza (GDH) (Schneider et al., 2011).

V hydrogenozomu T. vaginalis se tedy nachazeji proteiny zapojené do metabolismu 6
aminokyselin: Ala, Asp, Cys, Glu, Gly a Ser. Metabolismus aminokyselin tedy lze povaZzovat za
jednu ze zasadnich funkci této redukované mitochondrie. Na druhou stranu, lidskd mitochondrie
se Ucastni metabolismu alespori 17 aminokyselin (Guda et al., 2007).

3.9.1.5. Transport proteinti do hydrogenozomu

Vysledky proteomické studie naznacuji, Ze translokdzovy komplex na membranach
hydrogenozomu T. vaginalis je znacné odliSny od toho znamého z aerobnich mitochondrii.
V proteomu byly nalezeny pouze 4 proteiny, které by mohly pfedstavovat soucasti komplexu
TOM, nebot obsahuji doménu porin-3 typickou pro Tom40 (Schneider et al., 2011). Dalsi studie
nalezla hned 8 sekvenci odpovidajicich struktufe B-barelu a 6 z nich identifikovala jako homology
Tom40 (Rada et al, 2011). Dalsi komponenta typickych translokazovych komplext na vnéjsi
membrané identifikovana v hydrogenozomalnim proteomu je Sam50, tedy protein, ktery mij.
umozZiuje integraci Tom40 do membrany (Schneider et al.,, 2011, Rada et al, 2011). Ddle se
v proteomu nachazeji B-barelové proteiny s nékterymi charakteristikami translokdzovych pori
(Dyall et al., 2003), konkrétné jde o 4 proteiny podobné Hmp35/Hmp36, z nichz alespor jeden by
mohl predstavovat transportér kovovych iontli (Rada et al., 2011).

Schneider et al. (2011) v hydrogenozomalnim proteomu nedokazali identifikovat zZaddné zastupce
tzv. malych TIMU, rozpustnych proteinl, které prendseji importované proteiny pres
mezimembranovy prostor. Rada et al. (2011) objevil 2 sekvence silné modifikovanych malych
TIMQ, Tim9/10a a Tim9/10b.

Z proteinl translokazovych komplexd vnitfni membrany byly v hydrohenozomalnim proteomu
nalezeny proteiny sekvenéné podobné rodiné Tim17/22/23 (Schneider et al., 2011), ktera se
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podileji na obou komplexech TIM (komplex TIM23 zajistuje import proteind do matrix
mitochondrie a TIM22 do vnitfni mitochondridlni membrany). Jejich sekvence jsou ovsem pfilis
odlisné od znamych priklad(, takZe neni moiné identifikovat, kterou konkrétni podjednotku
predstavuji (Rada et al., 2011). Schneider et al. (2011) dale identifikovali Tim44, asociovany
s TIM23, a Pam 16 a Pam18, které tvofi soucdsti komplexu PAM také asociovaného s TIM23. Rada
et al. (2011) potvrdili hydrogenozomadlni lokalizaci jak Tim44, tak Paml16 a Pamil8
imunofluorescenénim znacenim.

3.9.1.6. Mitochondridlni prenasece

Z rodiny mitochondridlnich prenasecl (MCF), které prenaseji nejrliznéjsi mensi molekuly pres
mitochondridlni membrany, bylo v proteomu hydrogenozomu T. vaginalis nalezeno 6 proteind
(Schneider et al., 2011). Rada et al. (2011) nalézaji u 5 hydrogenozomalnich ¢lenli MCF sekvencni
podobnost s Hmp31, ktery zajistuje transport ATP a ADP.

3.9.2. Proteom mitozomu Giardia intestinalis

Stfevni parazitickd diplomonada G. intestinalis se fadi do taxonu Fornicata v ramci skupiny
Metamonada v ,fiSi“ Excavata. Je blize pfibuzna T. vaginalis nez T. pyriformis. V jeji bunce se
nachdzeji extrémné redukované mitochondridlni organely nazyvané mitozomy, které podle
soucasnych védomosti nemaji zadnou ulohu v energetickém metabolismu. Podobné, ac jisté
nezavisle vzniklé, organely najdeme i vtadé jinych nepfibuznych eukaryot, napfiklad lobézni
amébé Entamoeba histolytica (viz nize), mikrosporidiich nebo apikomplexanovi Cryptosporidium

(Katinka et al., 2001, Riordan et al., 1999).

V proteomu mitozomu G. intestinalis bylo identifikovano pouhych 139 protein( a u 20 z nich byla
mitozomalni lokalizace podporena experimentdalné. Z vysledku proteomické studie vyplyva pouze
jedina fyziologicka funkce mitozomu, a sice syntéza Zelezosirnych center (Jedelsky et al, 2011).

3.9.2.1. Syntéza FeS center

V proteomu hydrogenozomu G. intestinalis byly odhaleny proteiny IscS, IscU a Nfu, které se
podileji na syntéze prechodnych FeS center, stejné jako nékteré proteiny Ucastnici se pfenosu
téchto prechodnych center na cilové apoproteiny: IscA, glutaredoxin 5, Hsp70, HscB a GrpE
(Jedelsky et al, 2011).

Prekvapuijici je, Ze v proteomu mitozomu, ani v kompletnim genomu G. intestinalis, nebyl nalezen
ani naznak pritomnosti frataxinu, enzymu ktery je spojen s ISC masinerii u vSech studovanych
eukaryot (Jedelsky et al, 2011). Byl nalezen i vjinych prvocich s mitozomy, mikrosporidii
Encephalitozoon cuniculi, apikomplexanovi Cryptosporidium parvum i diplomonadé Spironucleus
vortens (Goldberg et al., 2008, Abrahamsen et al., 2004, Millet et al, 2013).

V mitozomalnim proteomu také nebyly nalezeny proteiny Ind1 a Iba57 (Jedelsky et al, 2011), které
se u aerobnich mitochondrii podileji na syntéze FeS center pro proteiny respiracniho komplexu | a
jsou pritomné i vhydrogenozomu T. vaginalis, ktery obsahuje pozlstatky komplexu I.
Neptitomnost téchto proteind v mitozomu je konzistentni s kompletni ztratou proteind
respiracénich komplex( u této organely.
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Metabolickad draha ISC vyZaduje pro svoji funkci pfenos redukujicich ekvivalentd, ktery je u jinych
mitochondridlnich organel zajistovan kratkym elektrontransportnim retézcem (Muhlenhoff et al,
2002) sestavajicim ze 2 protein(: [2Fe2S]ferredoxinu a ferredoxin:NADP* reduktdzy (FNR).
Ferredoxin byl identifikovan i v proteomu mitozomu G. intestinalis, na rozdil od FNR, kterou se
nalézt nepodafrilo (Jedelsky et al, 2011).

Dalsim proteinem sredoxni funkci nalezenym v mitozomdlnim proteomu je GiOR-1, ktery
pravdépodobné neslouZi jako reduktaza ferredoxinu, ale ma schopnost vyuzivat NADPH jako
donor elektrond (Jedelsky et al, 2011). To naznacuje Uulohu pyridinovych nukleotidd
v elektronovém transportu v mitozomech G. intestinalis.

3.9.2.2, Transport a maturace proteini

V proteomu byl nalezen jeden homolog translokdzy pres vnéjsi membranu Tom40, ale ne zadné
dalsi asociované proteiny komplexu TOM, ani Zadné proteiny komplexu SAM (napf. Sam50), ktery
slouZi k integraci Tom40 do vnéjsi membrany (Jedelsky et al, 2011).

Z proteinld komplexd na vnitfni membrané byly nalezeny pouze proteiny Pam16 a Pam18 a s nimi
asociovany Hsp70 (Jedelsky et al, 2011). Nepfitomnost komponent komplexd TIM, zejména
proteinl zrodiny Tim17/22/23 je zarazejici, nebot proteiny lokalizované v matrix mitozomu
museji byt néjakym zplsobem pres vnitini membranu prenaseny.

Proteiny cerstvé importované do mitochondrie nabyvaji spravné konformace diky pomoci
chaperonll Cpnl10 a Cpn60, které tvori komplex lokalizovany v matrix mitochondrie. Oba tyto
proteiny byly identifikovany v proteomu mitozomu G. Intestinalis (Jedelsky et al, 2011).

3.9.3. Proteom mitozomu Entamoeba histolytica

Stfevni ménavka Entamoeba histolytica se tadi mezi archaméby v ramci skupiny Conosa
v eukaryotické ,FiSi“ Amoebozoa. Je tedy velmi pravdépodobné blize pfibuzna Zivocichlm a
houbam, nez organizmUim z ,fiSe” Excavata, kam pati T. pyriformis, T. vaginalis i G. intestinalis.
V jeji bufice nalezneme extrémné redukované mitochondrie, které se, stejné jako u G. intestinalis

etc., nazyvaji mitozomy.

Proteom mitozomu entamoeby se zdd byt jeSté redukovanéjSi nez u G. intestinalis. Bylo v ném
totiz identifikovano pouhych 95 protein(. Je oviem pravdépodobné, Ze tato studie (Mi-Ichi et al.,
2009) neodhalila viechny proteiny lokalizované v mitozomu. Mezi témito 95 sekvencemi byly
identifikovany jako dominantni, tedy nejcastéjsi, 3 enzymy zapojené do aktivace sulfatu (Mi-Ichi et
al., 2009).

3.9.3.1. Syntéza FeS center

E. histolytica patrné v prlibéhu evoluce zcela ztratila typicky mitochondridlni systém syntézy FeS
center ISC. Zadny z gentl kédujicich proteiny tohoto systému se nepodafilo nalézt, prestoze je
k dispozici kompletni genom entamoeby. ISC je u tohoto organizmu zifejmé nahrazen bakterialnim
systémem NIF ziskanym laterdlnim genovym prenosem z e-proteobakterii. V genomu E. histolytica
byly nalezeny 2 proteiny této drahy, NifS a NifU. Jak ukazaly experimenty s E. coli s deletovanymi
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geny pro ISC i SUF systémy, tyto 2 proteiny jsou samy o sobé schopné zastat funkci systému
syntézy FeS center za anaerobnich podminek (Ali et al., 2004). Proteomicka studie nezjistila
lokalizaci téchto proteind v mitozomu E. histolytica (Mi-Ichi et al., 2009), autofi sami ale varuji
pfed neuplnosti proteomu. Imunologické lokalizaéni metody odhalily dvoji lokalizaci obou
proteind jak v cytosolu, tak v mitozomech, pficemZ v mitozomech jsou oba proteiny 10x
koncentrovanéjsi, neZ v cytosolu (Maralikova et al., 2010). Mitozomy E. histolytica tedy mozna
obsahuji funkéni drdhu syntézy FeS center stejné, jako vSsechny dosud studované mitochondridlni
organely. Je to ovSem draha zcela odliSna. Proteiny NifS a NifU byly nalezeny i v transkriptomu jiné
archaméby, Mastigamoeba balamuthii, kterd je E. histolytica blizce pfibuzna (Gill et al., 2007). Zde
existuji presvédcivé doklady o dvoji lokalizaci NIF systému jak v cytosolu, tak v mitozomech
(Nyvltova et al., 2013).

3.9.3.2. Draha aktivace sulfatu

Enzymy ucastnici se aktivace sulfatu jsou u eukaryot lokalizovany bud'v cytosolu nebo v plastidech
(Patron et al., 2008). Kromé E. histolytica a M. balamuthii nebyly dosud u Zadného eukaryotického
organizmu nalezeny v mitochondridlni organele. V proteomu mitozomu E. histolytica byly
nalezeny vSechny 3 enzymy typické pro drahu aktivace sulfatu: ATP sulfuryldza (AS), APS kinaza
(APSK) i anorganicka pyrofosfataza (IPP) (Mi-Ichi et al., 2009). Sekvence kédujici tyto enzymy byly
identifikovany i v transkriptomu M. balamuthii (Gill et al., 2007). U E. histolytica ma aktivovany
sulfat produkovany enzymy v mitozomu uUlohu predevsim pfi syntéze sulfolipidd (Mi-Ichi et al.,
2011).

3.9.3.3. Transport a maturace proteini

V proteomu mitozomu E. histolytica byly nalezeny homology dvou proteinl translokazovych
komplexl: Tom40 a Hsp70 (Mi-Ichi et al., 2009). Mitozomalni lokalizace Sam50, identifikovaného
v genomu E. histolytica, byla potvrzena jinymi metodami (Dolezal et al., 2010). Dale byly
v proteomu identifikovany proteiny Cpn10 a Cpn60, typické mitochondridlni markery, které slouzi
k maturaci protein(i importovanych do matrix mitochondrie (Mi-Ichi et al., 2009).
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1)

2)

3)

Cile prace

Pokusit se identifikovat nové potencidlni mitochondrialni geny v nové ziskanych
transkriptech T. pyriformis.

Vytvofit protilatky proti vybranym potencialné mitochondridlnim proteinlim a ovéfit
lokalizaci téchto proteint v burice T. pyriformis.

Ovérit, zda jsou modelovymi organizmy rozpozndavany signalni sekvence vybranych
potencialné mitochondridlnich proteint T. pyriformis.
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5. Metody

5.1. Kultivace a prace s bunikkami T. pyriformis
5.1.1. Priprava média ATCC 802
Pouzité chemikalie:

e Cerophyll (Cereal Grass Media, ScholAR Chemistry, 9448604): 2,5 g,
e Destilovana voda: 1000 ml,
e Na,HPO,(Sigma-Aldrich, 129K0053): 0,5 g.

2,5 g Cerophyllu jsme ptidali do 1000 ml vody a vafili 5 minut. Poté jsme pfidali 0,5 g Na,HPO,a
100 ml vody na doplnéni odpafeného objemu. Smés jsme prefiltrovali pres filtracni papir a
vysterilizovali autoklavovanim 20 minut pti 121 °C. Hotové médium jsme uchovavali v lednici pfi
4 °C ve sklenénych lahvich, ptipadné rozplnéné do plastovych zkumavek,

5.1.2. Priprava média 100% LB, 3% LB a LB agaru
Pro pfipravu 11 100% média LB jsme pouzili:

e LB Broth (Sigma, L3022): 20 g,
e Destilovana voda: 1000 ml.

LB Broth jsme pfidali do vody a promichali. Smés jsme sterilizovali autoklavovanim 20 minut pfi
121 °C. Vysledné médium ma slozeni:

e trypton: 10 g/I,
e extrakt z kvasinek: 5 g/I,
e NaCl:5g/l.

Hotové médium jsme uchovavali ve sklenénych lahvich v lednici pfi 4 °C.

Pro pfipravu 1 | 3% LB jsme pfidali 30 ml hotového 100% LB do 1000 ml vody. Médium jsme
pfipravovali vidy Cerstvé bezprostfedné pred pouZitim.

Pro pfipravu 1 | LB média s agarem jsme do 1000 ml 100% LB média pfidali 15 g agaru a smés
vyklavovali 20 minut pfi 121 °C. Po castecném vychladnuti jsme LB agar nalili do sterilnich
plastovych Petriho misek (cca 20 ml do 1 misky) a nechali utuhnout v laminarnim boxu.

5.1.3. Kultivace T. pyriformis

Trimastix byl kultivovan v polyxenické kulture s ptimési blize nedefinované smési bakterii v médiu
ATCC 802 pfi pokojové teploté. Bakterie byly naockovany do média 1 den pred inokulaci
trimastixe, nebo jsme zkumavky s naockovanymi bakteriemi uchovavali v lednici pti 4 °C.

Pro béznou dlouhodobou kultivaci jsme inokulovali jednou tydné pfiblizné 5x10° bunék do 10 ml
média s bakteriemi v 15ml plastovych zkumavkach a kultivovali s utazenym vickem.
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Pro ziskani vétiiho objemu kultury trimastixe jsme inokulovali 5x10° bunék do 45 ml média
s bakteriemi v 50ml plastové zkumavce a kultivovali s utazenym vickem 3 az 4 dny. Cely objem
této kultury jsme ndsledné prenesli do 1000 ml média s bakteriemi ve sklenéné lahvi a kultivovali
s utazenym vickem.

5.1.4. Filtrace kultury s T. pyriformis

V zajmu minimalizace bakteridlni kontaminace jsme pred izolaci genomové DNA, RNA nebo
proteind a pred pripravou vzorkl trimastixe pro imunofluorescencni mikroskopii, provedli filtraci
kultury. V prvnim kroku jsme kulturu filtrovali pfes filtraéni papir, abychom odstranili velké shluky
bakterii. Zbyvajicich bakterii jsme se poté zbavili filtraci pres filtry Whatman s 3um pdry a
s primérem 47 mm. Na jeden filtr jsme nanaseli maximalné 250 ml kultury. Buriky trimastixe
zadrzené nad filtrem jsme poté dvakrat promyli 250 ml 3% médiem LB o pokojové teploté. Filtraci
pres filtry Whatman a ndsledné promyvani bylo tfeba provést co nejrychleji, jelikoZz Trimastix pfi
prilisném vystaveni vzdusnému kysliku hyne. Proto jsme béhem filtrace i promyvani médium
s bufikami trimastixe permanentné vifili pomoci plastovych Pasteurovych pipet, aby se urychlilo
protékani média s bakteriemi skrze filtr. Poslednich nékolik ml média nad filtrem jsme po druhém
promyti prenesli do plastové zkumavky a uchovavali na ledu pro dalsi pouziti. Mezi jednotlivymi
kroky jsme médium obsahujici trimastixe kontrolovali pomoci svételného mikroskopu.

5.1.5. Priprava poly-L-lysinovanych skli¢ek

Poly-L-lysin (Sigma-Aldrich, P8920) jsme naredili destilovanou vodou v poméru 1:10 a vznikly
roztok jsme nalili do plastové nadoby. Na 15 minut jsme do smési ponofili kryci sklicka. Poté jsme
skli¢ka vyjmuli, nechali okapat a dali schnout pfes noc pfi pokojové teploté.

5.1.6. Paraformaldehydova fixace bunék T. pyriformis pro imunofluorescenc¢ni
mikroskopii

Pouzité chemikalie:

e Paraformaldehyd

e PEM pufr
o 0.1 M PIPES - Kyselina piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonova) (P6757),
o 2 mM EGTA - kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova

(Amresco, 0732),
o 1mM MgSO,.
e Blokovaci roztok PEMBALG
o 1x PEM pufr,
o 0,5% rybi Zelatina (Sigma)
o 1% BSA (hovézi sérovy albumin, Sigma),
o 100mM lysin (Sigma),
o 0,1% azid sodny,
e Primarni protilatky
o Anti-GCSH pAb (Abnova, H00002653-A01)
o Anti-TpGCSH (vlastni pfiprava imunizaci potkana, viz kapitola 5.4.5)
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e Sekundarni protilatky
o Anti-mouse IgG (Sigma, 079K6034)
o Anti-Rat IgG (Sigma, 070M6110)
e Hoechst 33258, zasobni roztok 25 mg/10ml (Sigma-Aldrich, 861405)
e Montazni roztok Vectashield Mounting Medium (Vector laboratories, H-1000)

Postup:

Bunky T. pyriformis v médiu po filtraci jsme fixovali paraformaldehydem o konec¢né koncentraci 1
% po 30 minut pfi pokojové teploté. Poté jsme je nanesli na polylysinovana kryci sklicka a
ponechali jsme je adherovat 1 hodinu. Preparaty jsme osusili a potom permeabilizovali 10 minut
0,1% tritonem v 1x PEM pufru. Sklicka jsme promyli 3 x 0,5 minuty pufrem 1x PEM a nasledné
blokovali roztokem PEMBALG 30 minut pfi pokojové teploté. Preparaty jsme inkubovali
s primarnimi protilatkami nafedénymi 1:200 pfes noc na platku parafilmu pfi 4 °C a potom 3x
promyli pufrem 1X PEM po dobu 5, 10 a 15 minut. Nasledovala inkubace preparatd se
sekundarnimi protildtkami nafedénymi 1:1000 po 1 hodinu na pldtku parafilmu pfi pokojové
teploté. Preparaty jsme dvakrat promyli pufrem PEM po dobu 5 a 10 minut a potfeti 15 minut
pufrem PEM s pfidanou barvou Hoechst 33342 nafedénou 1:1000 a nakonec je montovali do
montazniho média Vectashield. Preparaty jsme uchovavali ve tmé, dokud jsme je neprohlizeli
fluorescenénim mikroskopem IX81 s kamerou IX2-UCB a softwarem Cell*R.

5.1.7. Jednoducha frakcionace T. pyriformis

Tuto metodu jsme pouzivali, abychom odlisili cytosolické proteiny od proteinl lokalizovanych
v potencialni mitochondridlni organele. Médium obsahujici buriky trimastixe jsme po prefiltrovani
centrifugovali 10 minut pti 1000 x g a 4 °C. Nasledovala sonikace 1 az 2 minuty s amplitudou 40 a
délkou pulz( 1 sekund. Sonikat jsme pribézné kontrolovali pomoci svételného mikroskopu. Takto
ziskany lyzat jsme centrifugovali 10 minut pfi 500 g a 4 °C. Supernatant jsme odebrali a pfemistili
do nové zkumavky. Pelet jsme resuspendovali v 1x | pufru a povafili 5 minut. Supernatant jsme
centrifugovali 40 minut pti 100000 g a 4 °C. Supernatant po této centrifugaci (cytosolicka frakce)
jsme premistili do nové mikrozkumavky, centrifugovali jesté jednou za stejnych podminek, a
povafili s 5x | pufrem 5 minut. Pelet (organelova frakce) jsme resuspendovali v 1x | a také povafrili
5 minut. Vzorky jsme prechovavali v -80 °C a analyzovali SDS PAGE a naslednym imunoblotem.

5.2. Kultivace a prace se Saccharomyces cerevisiae
5.2.1. Priprava média YPD a ploten YPD a (-)URA pro kultivaci S. cerevisiae

e Zakladni médium YPD
destilovana voda: 500 ml,

o D-glukéza (Penta, 210304FE): 10 g,
o extrakt z kvasinek (Oxoid, LP0021):5 g,
o pepton (Trypticase peptone BBL): 10 g.
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Pro ptipravu YPD agaru jsme k vySe uvedené smési YPD pfidali 6 g agaru a vyklavovali 20 minut pfi
121°C. Céste¢né vychladlé médium jsme nalévali na sterilni plastové Petriho misky a nechali
utuhnout v laminarnim boxu pod UV zafenim.

e (-)URA agar

D-glukdza: 10 g,

yeast nitrose base: 3,35 g,

drop out (-) URA (Clontech, 630416),
dH,0: 500 ml,

agar: 6 g.

o O O O

5.2.2. Kultivace S. cerevisiae YPH499 (ATCC: 204679)

Netransformované kvasinky S. cerevisiae jsme kultivovali na YPD plotnach. Nechali jsme je narust
po 1 az 3 dny ve 30 °C a poté uchovavali v pokojové teploté. Pro transformaci jsme kvasinky
naockovali do 5 ml tekutého média YPD a kultivovali pfes noc na tfepacce pti 30 °C a 150 otackach
za minutu.

5.2.3. Priprava vektori pro transfekci kvasinek
Pouzité chemikdlie:

e LB agar (pfiprava viz vyse)
e 100% LB médium (pfiprava viz vyse)
e  Ampicilin (100 pg/ml)
e Kanamycin (50 pg/ml)
e SOC médium
trypton: 20 g,
extrakt z kvasinek: 5 g,
NaCl: 0,5 g,
KCl: 0,186 g,
MgCl,: 0,952 g,
MgS0,: 2,408 g,
glukdza: 3,603 g,
o Doplnéno destilovanouH,0 na11.
e 0,1 MIPTG (Fermentas, R0392)
o X-Gal
o 5-bromo-4chloro-3-indoyl-B-D-galactosid: 100 mg,

O O O O O O O

o N,N’- dimethylformamid: 2 ml.
Postup:

Pozadovany Usek DNA jsme amplifikovali pomoci PCR mastermixu PrimeSTAR Max Premix 2x
(TaKaRa) se specifickymi primery obsahujicimi restrikéni mista. Produkty PCR jsme pomoci
agardzové elektroforézy rozdélili podle délky a pozadovany Usek jsme vytizli a precistili pomoci
Zymoclean Gel DNA recovery kitu. Tato ziskanou DNA jsme zaligovali do plazmidu pJET 1.2 pomoci
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ClonelET PCR Cloning kitu (Thermo scientific, K1231). Ligacni smési jsme transformovali
kompetentni bunky E. coli TOP10, pfipadné XL1, metodou teplotniho Soku (Froger & Hall, 2007).
Po provedeni transformace jsme buriky kultivovali v 1 ml SOC média 1 — 2 hodiny na tfepacce pfi
220 otackach za minutu a 37 °C. Transformované burky jsme vysévali na agarové plotny, které
jsme kazdou drive potreli ampicilinem (100 pug/ml). Plotny s bakteriemi jsme inkubovali pfes noc
ve 37 °C.

Druhy den jsme vybrali nékolik kolonii a pfenesli je na nové plotny s ampicilinem a nechali opét
inkubat ptres noc. Zaroven jsme provedli Colony PCR. Vysledek jsme zkontrolovali pomoci
agarozové elektroforézy a pozitivni kolonie jsme naockovali do 30 ml sterilniho 100% LB média
s ampicilinem (100 pg/ml) a v 50ml plastové zkumavce inkubovali pfes noc ve tfepaéce pfi37 °Ca
frekvenci 220 otacek za minutu.

Dalsi den jsme z bakterii izolovali plazmidy metodou miniprep. Plazmidy jsme nechali
osekvenovat s pouzitim primer( specifickych pro vektor pJET, které jsou soucasti CloneJET PCR
Cloning kitu. Sekvence ziskané obéma primery jsme skombinovali pomoci programu SeqMan
(DNASTAR) a zkontrolovali, zda odpovidaji naSemu pozadovanému Useku a zda neobsahuji chyby.
Vybrali jsme jednu vhodnou sekvenci a déale pracovali jiz pouze s plazmidem, ze kterého
pochazela.

Plazmid jsme stépili pomoci restrikénich endonukledz rozpozndvajicich stépici mista na primerech.
Produkty Stépeni jsme rozdélili agarézovou elektroforézou a vyfezali jsme pruhy obsahujici
pozadovany usek. Stejny postup Stépeni se stejnymi endonukledzami jsme aplikovali na plazmid
pUG35urceny pro transformaci kvasinek. PoZzadovany inzert a plazmid jsme ndasledné ligovali pres
noc pfi 16 °C, pripadné 10 minut pfi 22 °C a ziskanou ligacni smési jsme transformovali
kompetentni buriky E. coli XL1, stejnym postupem jako v prvnim kroku. Bakterie jsme vysévali na
plotny potfené 40 pl ampicilinu a inkubovali pfes noc ve 37 °C.

Druhy den jsme kolonie bakterii prenesli na nové plotny s ampicilinem a provedli Colony PCR.
Vybrané kolonie jsme napéstovali ve 3ml 100% LB média ampicilinem (100 pg/ml) pfes noc na
tfepacce pfi 37 °C a frekvenci otaceni 220 RPM. Plazmidy jsme opét vyizolovali metodou miniprep
a opét ovérili spravnost jejich sekvenci sekvenovanim. Kontrolovali jsme, zda jsou ve sprdvném
Ctecim ramci, obsahuji start-kodén, neobsahuji stop-kodény a zda je k nim spravné pfipojena
sekvence zeleného fluorescencniho proteinu (GFP).

5.2.4. Transformace S. cerevisiae
Pouzité chemikalie:

e 40% polyethylenglykol (PEG)

o destilovana voda: 100 ml,

o PEG (Sigma): 40 ml,

o sterilizovano kldvovanim 20 minut pti 121°C.
e 100 mM octan lithny (LiAc)

o destilovana voda: 15 ml,

o LiAc (ICN Biomedicals): 99 mg,
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o sterilizovdno filtraci (Rotilabo-syringe filters, Roth, P666.1)
e 1M octan lithny (LiAc)

o destilovana voda: 50ml,

o LiAc (ICN Biomedicals): 3,3 g,

o sterilizovano klavovanim 20 minut pfi 121°C.
e DNA z lososich spermii (SSD, Sigma)

Postup:

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml s 1 ml destilované vody jsme ptidali kolonii kvasinek
(pfipadné pelet z kultury péstované pres noc a centrifugované 1 minutu pfi 4000 g), kvasinky jsme
resuspendovali a centrifugovali 1 minutu pfi 4000 g a pokojové teploté. Supernatant jsme vylili a
k peletu kvasinek pridali 1 ml 100 mM octanu lithného (LiAc) a mikrozkumavku se smési jsme
inkubovali 10 minut pfi 37 °C na vyhfevném bloc¢ku QBD2 (Grant).

Pfipravili jsme roztok se sloZzenim:

e 40% PEG: 300 pl,
e 1M LiAc: 42 pl,

e SSD: 10 pl,

o plazmid: 18 pl.

Mikrozkumavku se smési obsahujici kvasinky jsme vyjmuli z blo¢ku a centrifugovali 1 minutu pfi
1000 g a pokojové teploté. Supernatant jsme vylili a pelet jsme resuspendovali v pfipraveném
roztoku obsahujicim plazmid. Smés jsme inkubovali 30 minut pfi 30 °C ve vodni lazni a nasledné
dalsich 30 minut pfi 42 °C na blocku.

Smés obsahujici kvasinky jsme centrifugovali 1 minutu pfi 1000 g a pokojové teploté, vylili jsme
supernatant a pelet jsme resuspendovali v 200 pl dH,0. Bunky jsme vysévali na plotny se
selekénim médium -URA a kultivovali 3 dny pfi 30 °C.

5.2.5. Fixace S. cerevisiae pro imunofluorescen¢ni mikroskopii
Pouzité chemikalie:

e MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, M7512)
e 1% agardza
o dH,0:50ml,
o agardza:0,5g,
o vysterilizovano kldvovanim (pfipadné i po kazdém pouziti).

Postup:

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml s 1 ml dH,0 jsme pfidali kolonii transformovanych kvasinek a
fluorescencni barvu MitoTracker znacici mitochondrie (1:10000). Smés jsme inkubovali 20 minut
ve tmé ve zkumavce s otevienym vickem, aby kvasinky mély pfisun kysliku. Poté jsme smés
centrifugovali 1 minutu pfi 1000 g a pokojové teploté. Vylili jsme supernatant, pelet
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resuspendovaliv 1 ml dH,0 a opakovali centrifugaci, Toto promyti jsme jesté jednou zopakovali.
Promyty pelet jsme resuspendovali v 50 ul dH,0.

Jednoprocentni agardzu jsme rozpustili zahfivanim v mikrovinné troubé a nechali stat v pokojové
teploté, aby castecné vychladla. Na Cista podlozni sklicka Superfrost PLUS (Thermo scientific) jsme
nandseli 10 ul resuspendovanych transformovanych kvasinek spolu s 10 ul 1% agardzy, kvasinky
jsme s agardzou smichali a ihned prekryli krycim sklickem. Preparaty jsme uchovavali ve tmé,
dokud jsme je neprohlizeli fluorescenénim mikroskopem IX81 s kamerou IX2-UCB a softwarem
Cell*R.

5.2.6. Priprava lyzatu S. cerevisiae pro analyzu imunoblotem
Pouzité chemikalie:

e 2M NaOH

e B-merkaptoethanol

e 50% trichloroctova kyselina - TCA (Sigma, T0699)
e aceton (Penta, 150906)

e vzorkovy pufr | (pfiprava viz nize)

e 1M Tris base (Sigma, T1503)

Postup:

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml s 1 ml dH20 jsme pfidali kolonii transformovanych kvasinek a
pridali 148 pl 2M NaOH a 12 ul B-merkaptoethanolu. Tuto smés jsme inkubovali 10 minut na ledu.
Poté jsme ke smési pfidali 160 pl TCA a znovu inkubovali 10 minut na ledu. Mikrozkumavku se
smési jsme centrifugovali 2 minuty pfi 17200 g a 4 °C. Odstranili jsme supernatant a pelet
resuspendovali v 500 pl acetonu. Zopakovali jsme centrifugaci a odstranili supernatant. Pelet jsme
resuspendovali v 50 pl 1x | a pfikapavali Tris base, dokud smés nezménila barvu ze Zluté na
modrou. Smés jsme 5 minut povafili a analyzovali prostfednictvim SDS PAGE.
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5.3. Prace s nukleovymi kyselinami
5.3.1. Izolace RNA pomoci ethanol-chloroformové extrakce
Pouzité chemikalie:

e Tri Reagent (Ambion, AM9738),

e chloroform,

e isopropanol,

e 75% ethanol vychlazeny na -20 °C,
e dH,0.

Postup:

Médium 3% LB s burikami trimastixe po filtraci jsme centrifugovali pfi 3000 g po dobu 10 minut
v centrifuze vychlazené na 4 °C. Odstranili jsme supernatant a pelet jsme resuspendovali v 1 ml Tri
Reagent. Smés jsme prenesli do 1,5 ml mikrozkumavky a ptidali kni 200 pl chloroformu.
Mikrozkumavku se smési jsme cca 15 s tfepali na vortexu a poté nechali 2 minuty stat v pokojové
teploté.

Po odstati jsme smés centrifugovali pfi 15000 g po dobu 15 minut v teploté 4 °C. Horni ze 3 fazi,
které se ve zkumavce utvofili, jsme opatrné odsali a pfeneskli do nové mikrozkumavky s 500 pl
isopropanolu. Stouto smési jsme zopakovali protfepani na vortexu a tentokrat nechali stat
v pokojové teploté po 10 minut. Zopakovali jsme centrifugaci pfi 15000g a 4 °C, nyni jiZ jen po
dobu 10 minut. Po odstranéni supernatantu jsme k peletu pfidali 1 ml vychlazeného ethanolu.
Zopakovali jsme predchozi centrifugaci. Odstranili jsme supernatant a pelet nechali ¢astecné
vyschnout. Pelet jsme resuspendovali v 20 pl destilované vody. RNA jsme skladovali v -20 °C.

5.3.2. Selekce mRNA a syntéza cDNA

Selekci eukaryotické mRNA jsme provadéli pomoci Dynabeads mRNA

purification kitu (Invitrogen, 610.06). Postupovali jsme podle protokolu dodaného vyrobcem.

K syntéze cDNA z takto vyselektované mRNA jsme pouziliHigh Capacity RNA-to-cDNA Master Mix
(Applied Biosystems, 4390777). Postupovali jsme podle protokolu dodaného vyrobcem. Takto
ziskanou cDNA jsme skladovali v -20 °C.
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5.3.3. Polymerazova retézova reakce - PCR

Pouzité primery:

Oznaceni primeru sekvence ucel
Tp-H-NdelF CATGCATATGCAGCGCCTTTTCTCTGTC

Pfiprava protilatek
Tp-H-XholR TGACCTCGAGATGCTGGGTCTTGAGGAA
Tp-cpn60-NdelF CATGCATATGCAGGCCCTGTTTTCCACT

PFiprava protilatek
TrimCpn60-XholR TGACCTCGAGGAATGGCTTGGGCAGGCC
Tp-H2ase2-NdelF CATGCATATGGAGCCCGGCGTTGTGACC

PFiprava protilatek
Tp-H2ase2-XholR TGACCTCGAGGGAACGCTCCTTGTGGACGCA
TpH2Xbal CATGTCTAGAATGGAGCCCGGCGTTGTGACC

Transformace kvasinek
TpH2Hindlll TGACAAGCTTGATGCCGGCCACGCGGTCA
TpH3Xbal CATGTCTAGAATGGAATCTGGCTGTGTTACTGCT

Transformace kvasinek
TpH3Hindlll TGACAAGCTTAGAACCGACGAGAAGGGGC

Pouzivali jsme komercné dostupné predpfipravené smési pro PCR: EmeraldAmp GT PCR Master
Mix (TaKaRa, RR310), EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (TaKaRa, RR320) a PrimeSTAR Max
Premix (TaKaRa, R045), pfidavali jsme 1 — 2 ul a program cykleru jsme nastavovali podle protokolu
dodaného vyrobcem PCR smési. Teploty nasedani (annealing temperature) jsme upravovali podle
konkrétnich primeru. Pouzivali jsme cyklery: MyCycler thermal cycler a T100 thermal cycler (Bio-
Rad). Pfi ,,colony PCR” jsme misto cDNA ptidavali bakterie z kolonii v mnozstvi zhruba
odpovidajicim 1 — 2 pl.

DNA naamplifikovanou pomoci PCR jsme, bylo-li tfeba, precistili a zakoncentrovali pomoci DNA
clean and concentrator kitu (Zymo research, D4014). Postupovali jsme podle protokolu dodaného
vyrobcem.

5.3.4. Agaro6zova elektroforéza

Tuto metodu jsme pouZzivali pro zjisténi pfitomnosti a konkrétni délky Usekd DNA v roztocich

pochazejicich z PCR, pfipadné po stépeni DNA restrikénimi endonukledzami. Stejnou metodu,
pouze s pouzitim vétsi vrstvy agarézového gelu a Sirsich jamek, jsme pouzivali také na izolaci

Useku DNA o konkrétni délce z téchto roztokd.

Pouzité chemikdlie:
e praskova agardza
e TAE pufr (Bio-Rad, A4686)
e SYBRsafe
e GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, SM0333)
e 6x DNA loading dye (Thermo Scientific, R0611)
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Postup:

Do 1x TAE pufru v Erlenmayerové barice jsme ptidali praskovou agarézu v poméru 0,1 g agardzy
na 10 ml pufru (nejc¢astéji 0,4 g na 40 ml) a smés nechali zahtivat v mikrovinné troubé, dokud
nevzkypéla. Poté jsme ji nechali ¢aste¢né zchladnout a pridali SYBR safe v poméru 1 ul SYBR na 1
ml pufru. Smés jsme nalili do k tomu urcené plastové vany, vlozili do ni plastovy , hfeben” pro
vytvoreni jamek na vzorky a nechali cca 20 minut tuhnout.

Po utuhnuti jsme gel umistili do elektroforetického pfistroje naplnéného TAE pufrem, odstranili
»,hreben” a jamky jsme naplnili délkovym standardem a vzorky. Aplikovali jsme napéti 100 V po
dobu 20 minut (pfi pouhém ovérovani vysledki reakci), nebo 80 V po dobu 40 minut (pokud jsme
méli v umyslu vyfezavat z gelu pruhy).

Gely jsme fotografovali pod UV zarenim, pfipadné z nich vytezavali pruhy pod modrym svétlem.
Vyrezané pruhy jsme predistili pomoci Zymoclean Gel DNA recovery kitu (Zymoresearch, D4008).
Postupovali jsme podle protokolu dodaného vyrobcem.

5.3.5. Izolace plazmidi metodou ,,miniprep“

Pro izolaci plazmidd jsme pouzivali High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, 11 754 785 001) a
postupovali jsme podle protokolu dodaného vyrobcem. Plazmidy jsme eluovali do 50 ul eluéniho
pufru. Koncentraci DNA jsme méfili pomoci spektrofotometru NanoDrop 1000. Plazmidy jsme
uchovdvali v -20 °C.

5.3.6. Sekvenovani DNA Sangerovou metodou.

PCR produkty a plazmidova DNA byly sekvenovany v sekvenacni laboratofi PfF UK v Praze.
Sekvenacni smés obsahovala 0,4 ul primeru (zhruba 3,2 pmol) a 5 - 10 ng PCR produktu na 100 bp
produktu. V pfipadé potieby byla reakce doplnéna vodou PCR kvality. Reakce mély objem 14 nebo
8 ul.

5.3.7. Stépeni plazmidi restrikénimi endonukleazami

Pouzité chemikalie:
e 10x Buffer Tango (Fermentas, BY5)
e 10 x Fast Digest Green Buffer (Thermo Scientific, B72)
e Ndel restrikéni endonukleaza, 10 U/ul (Thermo Scientific, ER0582)
e Xhol restrikéni endonukleaza, 10 U/l (Thermo Scientific, ER0691)
e Xbal restrikéni endonukleaza 10 U/ul (Thermo Scientific, FD0684)
e Hindlll restrikéni endonukledza 10 U/ul (Thermo Scientific, ER0501)

Restrikéni smési jsme michali takto, pfipadné v nasobcich uvedenych mnoZzstvi:
e Inkubace pres nocve 37 °C
DNA: 5 ul,

o H,0 (PCR grade): 3,5 ul,
o 10x Buffer Tango: 1 pl,
o Xbal: 0,2 ul,
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o Hindlll: 0,6 pl.
e Inkubace 30 minutve 37 °C
DNA: 10 pl,
H,O (PCR grade): 12 pl,
10x Fast Digest Green Buffer: 3 pul,
Xhol: 1 ul, nebo Xbal: 1 pl,
Ndel: 1 pl, nebo Hindlll: 1 pl.

o O O O

5.4. Prace s proteiny
5.4.1. Priprava rekombinantniho proteinu

Pouzité chemikalie:

LB agar (pfiprava viz kapitola 5.1.2)

100% LB médium (ptiprava viz kapitola 5.1.2)
Ampicilin (100 pg/ml)

Kanamycin (50 pg/ml)

SOC médium

trypton: 20 g,

extrakt z kvasinek: 5 g,

NaCl: 0,5 g,

KCl: 0,186 g,

MgCl,: 0,952 g,

MgS0,: 2,408 g,

glukdza: 3,603 g,

Doplnéno destilovanou vodou na 1000 m |.
e IPTG(0,1 M)

o X-Gal

o 5-bromo-4chloro-3-indoyl-B-D-galactosid: 100 mg,
o N,N’- dimethylformamid: 2 ml.

0O 0 0 O O O O O

Postup:

Pozadovany usek DNA jsme amplifikovali pomoci PCR se specifickymi primery obsahujicimi
restrikéni mista. Produkty PCR jsme pomoci agardzové elektroforézy rozdélili podle délky a
pozadovany usek jsme vytizli a predistili pomoci Zymoclean Gel DNA recovery kitu. Tato ziskanou
DNA jsme zaligovali do plazmidu pGEM-T easy vector system (Promega) podle protokolu
dodaného vyrobcem. Ligacni smési jsme transformovali kompetentni bunky E. coli TOP10,
pfipadné XL1, pomoci metody teplotniho Soku (Froger & Hall, 2007). Po provedeni transformace
jsme bunky kultivovali v 1 ml SOC média 1 — 2 hodiny na tfepacce pti 220 otackach za minutu a 37
°C. Transformované burky jsme vysévali na agarové plotny, které jsme kazdou dtive potfeli 100 pl
IPTG, 40 ul ampicilinu a 20 pl X-Galu. Plotny s bakteriemi jsme inkubovali pfes noc ve 37 °C.

Druhy den jsme vybrali bilé kolonie bakterii, pfenesli je na nové plotny (pfipravené stejnym
zpUsobem jako ty pro vysev Cerstvé transformovanych bakterii) a nechali opét inkubat pfes noc.

37



Zaroven jsme provedli Colony PCR. Vysledek jsme zkontrolovali pomoci agarézové elektroforézy a
pozitivni kolonie jsme naockovali do 3 ml sterilniho 100% LB média ampicilinem (100 pg/ml) a
v 15ml plastové zkumavce inkubovali pfes noc ve tfepacce pti 37 °C a frekvenci otaceni 220 RPM.

Dalsi den jsme z kultur bakterii izolovali plazmidy metodou miniprep. Plazmidy jsme nechali
osekvenovat s pouZitim primer( SP6 a T7. Sekvence ziskané obéma primery jsme skombinovali
pomoci programu SeqMan (DNASTAR) a zkontrolovali, zda odpovidaji nasemu poZadovanému
Useku a zda neobsahuji chyby. Vybrali jsme jednu vhodnou sekvenci a dale pracovali jiz pouze
s plazmidem, ze kterého pochazela.

Plazmid jsme Stépili pomoci restrikénich endonukledz rozpoznavajicich restrikéni mista na
primerech. Produkty Stépeni jsme rozdélili agardézovou elektroforézou a vyrezali jsme pruhy
obsahujici vystépeny pozadovany Usek. Stejny postup Stépeni se stejnymi endonukledzami jsme
aplikovali na plazmid pET42b (Novagen). Pozadovany inzert a plazmid jsme nasledné ligovali pres
noc pfi 16 °C a ziskanou ligacni smési jsme transformovali kompetentni burnky E. coli TOP10,
pfipadné XL1 Blue, stejnym postupem jako v prvnim kroku. Bakterie jsme vysévali na plotny
potfené 40 pl kanamycinu (50 pg/ml) a inkubovali pfes noc ve 37 °C.

Druhy den jsme kolonie bakterii prenesli na nové plotny s kanamycinem a provedli Colony PCR.
Vybrané kolonie jsme napéstovali ve 3 ml 100% LB média s kanamycinem (50 pg/ml) pfes noc na
trepacce pri 37 'C a frekvenci otaceni 220 RPM. Plazmidy jsme opét vyizolovali metodou
»,miniprep” a opét ovérili spravnost jejich sekvenci sekvenovanim.

Vybranym plazmidem jsme transformovali expresni buniky E. coli BL21 DE3. Opét jsme aplikovali
stejny postup transformace metodou teplotniho Soku a bufky jsme vyseli na plotnu
s kanamycinem (50 pg/ml) a inkubovali pfes noc.

Abychom ovéfili, zda transformované bakterie BL21 skutecné exprimuji poZzadovany polypeptid,
provedli jsme pokusnou indukci exprese. Kolonie BL21 jsme prenesli do 3 ml 100% LB média s
kanamycinem (50 pg/ml) a na tfepacce inkubovali pfes noc pfi 37 °C a frekvenci otaéeni 220 RPM.
Druhy den jsme 200 pl narostlé kultury pfenesli do 3 ml nového 100% LB média (zde jiz neni nutné
pridavat kanamycin) a dali opét inkubovat na tfepacku. Kdyz opticka denzita kultury pfi vinové
délce 600 nm (ODgy) dosahla hodnoty 0,6, odebrali jsme 1 ml kultury jako neindukovanou
kontrolu. Vzorek jsme zcentrifugovali, pelet resuspendovali ve vzorkovém pufru 1x | a povafili 5
minut. Vzorek jsme uchovavali pfi -80 °C.

Ke zbytku kultury jsme pfidali sterilni IPTG tak, aby vysledna koncentrace byla 0,5 mM. Kulturu
jsme inkubovali 4 hodiny na tfepacce pti 37 °C a frekvenci otac¢eni 220 RPM, pfipadné pres noc pfi
30 °C a frekvenci otaceni 220 RPM. S vyslednou kulturou jsme zopakovali stejny postup jako se
dfive odebranou neindukovanou kontrolou. Se vSemi vzorky jsme provedli SDS PAGE
elektroforézu a porovnali vysledky u indukovanych a neindukovanych bunék.

Podle vysledkl pokusné exprese jsme vybrali jednu z transformovanych kolonii a pfenesli ji do 10
ml 100% LB média s kanamycinem (50 pug/ml) a inkubovali pfes noc na tfepadce pfi37 ‘Ca
frekvenci otaceni 220 RPM. Druhy den jsme kulturu prenesli do 1 1100% LB média (bez
kanamycinu) a inkubovali na tfepacce pfi 37 °C a frekvenci otaceni 220 RPM, dokud ODgg
nedosahla zhruba hodnoty 0,6. Odebrali jsme vzorek 1 ml jako neindukovanou kontrolu a ke
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zbytku kultury pfidali sterilni IPTG tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,1mM. Kulturu jsme
inkubovali pres noc na trepacce pfi 30 °C a frekvenci otaceni 220 RPM. Buriky jsme centrifugovali
10 minut pfi 6000 g. Pelet jsme uchovavali pfi -80 °C.

5.4.2. Test solubility rekombinantniho proteinu
Pouzité chemikalie:

e Lyzacni pufr pro nativni purifikaci proteint
o NaH,PO,: 6,9 g (NaH,PO, H,0),

NaCl: 17,54 g,

imidazol: 0,68 g,

dH,0: 11,

upraveno pH na 8,0 pomoci NaOH.

o O O O

Postup:

Kolonii BL21 jsme prenesli do 10 ml 100% LB média s kanamycinem (50 ug/ml) a na trepacce
inkubovali pres noc pti 37 °C a frekvenci otaceni 220 RPM. Druhy den jsme 2,5 ml narostlé kultury
prenesli do 50 ml nového 100% LB média (bez kanamycinu) a dali opét inkubovat na tfepacku.
Kdyz opticka denzita kultury pti vinové délce 600 nm (ODgy) dosdhla hodnoty 0,6, odebrali jsme
1 ml kultury jako neindukovanou kontrolu. Vzorek jsme zcentrifugovali, pelet resuspendovali ve
vzorkovém pufru 1x | a povafili 5 minut. Ke zbytku kultury jsme pfidali sterilni IPTG tak, aby
vysledna koncentrace byla 1 mM. Kulturu jsme inkubovali 4 hodiny na trfepacce pfi 37 °C a
frekvenci otaceni 220 RPM, pfipadné pres noc pfi 30 °C a frekvenci otaéeni 220 RPM. Odebrali
jsme 1 ml jako indukovanou kontrolu a zopakovali stejny postup jako v pfipadé neindukované
kontroly. Zbytek kultury jsme centrifugovali 5 minut pfi 6000 g a 4 °C. Supernatant jsme odstranili.

Pelet jsme resuspendovali v5 ml lyzacniho pufru (pro nativni purifikaci protein() a trikrat jej
v plastové zkumavce ponofili do kapalného dusiku a ndsledné do vlazné vody, dokud neroztal.
Poté jsme vzorek sonikovali po 1 minutu samplitudou 60 a délkou pulzli 5 s. Lyzat jsme
centrifugovali 30 minut pfi 10000 g a 4 °C. Odebrali jsme supernatant a uchovavali jej na ledu.
Pelet jsme resuspendovali v 5 m lyza¢nihu pufru. K obéma vzorklim jsme pridali pufr | a vafili je 5
minut. Vzorky neindukované kontroly, indukované kontroly, supernatantu a peletu jsme
analyzovali pomoci SDS PAGE.

5.4.3. Denaturacni purifikace rekombinantniho proteinu
PouZité chemikalie:

e Roztok DNaz (Thermo, EN0521)
e Lysozym (Sigma, SLBC9111)
e Ni-NTA agardza ,PerfectPro Ni-NTA agarose” (5prime, 2400010)
e LyzacnipufrB(11)
o NaH,PO,: 13,8 g (NaH,PO, H,0),
o TrissCl:1,2g,
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o mocovina: 480,5 g,

o upraveno pH na 8,0 pomoci NaOH.
e  PromyvacipufrC(11)

o NaH,PO,: 13,8 g (NaH,PO, H,0),

o TrissCl:1,2g,

o mocovina: 480,5 g,

o upraveno pH na 6,3 pomoci HCI.
e ElucnipufrD (11)

o NaH,PO,: 13,8 g (NaH,PO, H,0),

o TrissCl:1,2g,

o mocovina: 480,5 g,

o upraveno pH na 5,9 pomoci HCI.
e EluénipufrE(11)

o NaH,PO,: 13,8 g (NaH,PO, H,0)

o TrissCl:1,2g,

o mocovina: 480,5 g,

o upraveno pH na 4,5 pomoci HCI.

Postup:

Po rozmrazeni jsme pelet resuspendovali v lyzacnim pufru B (5 ml pufru na 1g peletu) a pfidali
roztok DNdazy (1 pl na 1 ml smési) a lysozym (1 mg na 1 ml smési). Smés jsme 2x az 3x
homogenizovali pomoci pfistroje French press. Poté jsme smés centrifugovali 30 minut pfi 40000
g a 4 °C. Supernatant jsme odebrali a uchovavali na ledu.

Odebrali jsme 8 ml supernatantu a ptidali 2 ml Ni-NTA agardzy. Smés jsme ponechali 1 hodinu na
tfrepacce pfi 200 otockach za minutu a pokojové teploté. Smés jsme prenesli do kolony (Poly-Prep
Chromatography Columns, Bio-Rad), odstranili spodni ¢epicku kolony a zachytavali vytékajici
roztok (flow-through). Kolonu jsme 2x promyvali 4 ml pufru C, 4x 0,5 ml pufru a 4x 0,5 ml pufru E.
Vytékajici roztoky jsme jimali zvlast. Pomoci SDS PAGE jsme analyzovali vzorku lyzatu, flow-
through a roztokl po promyti pufrem C a eluci pufry D a E. Na zakladé vysledkd SDS PAGE jsme
vybrali 1 roztok po promyti pufrem D nebo E a poZadovany protein jsme vyextrahovali pomoci
separacni elektroforézy.

5.4.4. Separacni elektroforéza SDS PAGE
SloZeni roztoku viz kapitola 5.4.7.

Postup:

Pouzivali jsme elektroforeticky pristroj Hoefer SE600 a gely jsme nalili podle pfedpisu:
e Running gel (2x)

o A:20,8ml,

o C:26ml,

o H,0:4,2ml,
o TEMED: 30 ul,
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o G:670pl.
e Stacking gel (2x)

o A:2,78ml,
o D:8,5ml,

o H,0:5,4ml,
o TEMED: 5 pl,
o G:185pl.

Zpocatku jsme aplikovali napéti 120 V a ve chvili, kdy vzorky prosly celym stacking gelem, jsme
napéti zvysili na 200 V. Gel jsme vyjmuli ze skel a barvili pomoci barviciho roztoku Coomasie
Brilliant Blue (CBB). Po odbarveni odbarvovacim roztokem jsme vyfizli pruh obsahujici poZzadovany
protein a promyvali jej nejdfive pres noc (pfi pokojové teploté) destilovanou vodou a nasledné 4x
30 minut na tfepacce v pokojové teploté sterilnim PBS. Pruh gelu jsme homogenizovali sklenénym
homogenizdtorem Dounce o objemu 7 ml a resuspendovali ve sterilnim PBS tak, aby vysledny
objem smési nepresahl 2 ml. Smés jsme pouZili na imunizaci laboratornich potkand.

5.4.5. Priprava protilatek imunizaci potkanti

Laboratorni potkany jsme nechali nejdfive aklimatizovat. Po 2 tydnech jsme jim odebrali zhruba 1
ml krve z ocasu. Krevni sérum, naredéné 1:100 v blokovacim roztoku, jsme testovali metodou
imunoblotu, zda protilatky v ném prirozené obsaZzené nerozpoznavaji antigeny z rGznych frakci
trimastixe pripravenych jednoduchou frakcionaci a bakterii z kultury. KdyZ byl vysledek negativni,
nebo protilatky reagovaly pouze slabé, pokracovali jsme s imunizaci, pfipadné jsme pro imunizaci
vybrali jedince s nejlepsim vysledkem.

Pro kazdou imunizaci jsme poutzili zhruba 2 ml rozdrceného gelu s antigenem v PBS, coz odpovida
priblizné 300 pug gelu. Smés jsme vstrikli injekcni stfikackou se sterilni jehlou uspanému potkanovi
do podkozi, do oblasti ramennich pletenci a stehen. Imunizaci jsme opakovali alespon 4x,
pokazdé s odstupem 28 dni. Pfesné 10 dni po 3., 4., pfipadné 5. imunizaci jsme opét odebrali
zhruba 1 ml krve z ocasu a znovu testovali imunoblotem na frakcich trimastixe. Membranu jsme
se sérem inkubovali 1 hodinu v pokojové teploté a nasledné pres noc ve 4 °C. KdyZ jsme
testovacim imunoblotem zaznamenali, Ze sérum jiz obsahuje poZzadované protilatky, potkana jsme
uspali, vykrvili a usmrtili.

5.4.6. Zpracovani krve odebrané laboratornim potkanim

Odebranou krev jsme nechali stat 30 minut v pokojové teploté. Poté jsme ji centrifugovali 15
minut pri 2000 g a pokojové teploté. Odebrali jsme supernatant a centrifugaci s nim opakovali.
Supernatant (sérum) jsme odebrali no nové zkumavky a uchovavali v -80 °C.

5.4.7. Polyakrylamidova denaturacni proteinova elektroforéza (SDS PAGE)
Pouzité roztoky:

e Roztok A
o 30% Acrylamide/Bis solution, 29:1 (Bio-Rad, 161-0146).
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Roztok B
o SDS - sodium dodecyl sulfat (Serva, 20765): 1 g,
o dH,0: 10ml.
Roztok C
o Tris (Trizma base): 9,1 g,
o SDS,pH=8,8:0,2g,
o doplnéno dH,0 do 100 ml.

Roztok D

o Tris, pH=6,8:3 g,

o SDS:0,2g,

o doplnéno dH,0 do 100ml.
Roztok E

o 1x TGS (Bio-Rad, 1610772).
Roztok F

o 10 mg Bromfenolové modfi na 1ml roztoku D bez SDS.
Roztok G

o persiranamonny:1g,

o dH,0: 10 ml.
TEMED (Sigma Life Science, 058K1152).
Velikostni standarty

o PageRuler plus prestained protein ladder (Thermo scientific, 26619).

o PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo scientific, 26616)
Vzorkovy pufr | (5x 1)
roztok D (bez SDS): 2,4 ml,
roztok C: 2 ml,
glycerol: 2,5 ml,
dH,0: 1,6 ml,
roztok F: 1 ml,

o O O O

o 2-merkaptoethanol: 0,5 ml.
Vzorkovy pufr | (1x 1)
roztok D (bez SDS): 2,4 ml,
roztok C: 2 ml,
glycerol: 1 ml,
dH,0: 4 ml,
roztok F: 0,1 ml,
o 2-merkaptoethanol: 0,5 ml.

o O O O

Barvici roztok Coomasie brilliant blue — CBB

o CBB (Serva, 17525): 250 mg,

o ethanol: 225 ml,

o dH,0:225 ml,

o kyselina octova: 50 ml.
Odbarvovaci roztok na CBB

o ethanol: 250 ml,

o dH,0: 650 ml,
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O

Postup:

kyselina octova: 100 ml.

Pro SDS PAGE jsme poutzili elektroforeticky pfistroj Mini-protean 3 (Bio-Rad) s gely o rozmérech 7

X 8 cm a spacerem 0,75 mm. Gely jsme nalévali podle tabulky:

1 gel, spacer: 0,75 mm

10% 12% 13,5% 15% 5%
A (ml) 1,36 1,6 1,8 2 0,24
C (ml) 2 2 2 2 D (ml): 0,75
Stack
H,0 (ml) 0,64 0,32 0,2 0 0,47
TEMED (pl) 5 5 5 5 5
G (ul) 40 40 40 40 20

Zpocatku jsme aplikovali napéti 70 V a ve chvili, kdy vzorky prosly celym stacking gelem, jsme
napéti zvysili na 120 V. Pokud jsme méli v imyslu pouzit vysledky elektroforézy v navazujicim
imunoblotu, pokracovali jsme podle postupu uvedeného nize.

Pokud jsme neméli v imyslu pokracovat imunoblotem, ale pouze zviditelnit vysledky
elektroforézy, pak jsme opatrné rozebrali skla, odfizli pruh stacking gelu a running gel s proteiny
nechali pfes noc barvit v CBB. Druhy den jsme gel promyvali odbarvovacim roztokem, dokud se
nezvyraznily pruhy jednotlivych proteind.

5.4.8. Imunoblot - ,,Western Blot“
Pouzité roztoky:

e PBS
NaCl: 8 g,
KCL: 0,2 g,
Na,HPO,4: 1,44 g,
o dH,0: 1000 ml.
e Blokovaci roztok (1%)
o odtuénéné susené mléko: 1 g,
o TWEEN (Sigma-Aldrich, 047K00201): 250 pl,
o PBS: 100 ml.
e Blotovaci pufr
o 10x TGS (Bio-Rad, 161-0772): 100 ml,
o Metanol: 200 ml,
o dH,0: 700 ml.
e Ponceau
o Ponceau S (Sigma-Aldrich, P3504): 0,1 g,
o kyselina octova: 5 ml,
o dH,0:95 ml.

o O O
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e Primarni protilatky
o Anti-TpGCSH (vlastni pfiprava imunizaci potkana, viz kapitola 5.4.5)
o GFP (B-2) Muse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, sc-9996)
e Sekundarni protilatky
o Anti-mouse IgG (Sigma, 079K6034)
o Anti-Rat IgG (Sigma, 070M6110)

Postup:

Po dokonceni SDS PAGE proteinové elektroforézy jsme oddélili skla od gelu a odfizli stacking gel.
Zbyly platek gelu jsme zméfili a ponofili do blotovaciho pufru. Vystfihli jsme 2 obdélniky extra
silného filtracniho papiru (Bio-Rad) tak, aby byly na kazdém okraji o cca 2 mm vétsi nez platek
gelu, a ponofili je do blotovaciho pufru. Z nitrocelulézové membrany jsme vystfihli 1 obdelnik tak,
aby byl na kazdém okraji o cca 4 mm vétsi nez platek gelu, a také ponofili do blotovaciho pufru.
Filtracni papiry, membranu a platek gelu jsme poskladali do blotovaciho pfistroje Fastblot
(Biometra) v tomto poradi odspoda vzh(ru: papir, membrana, gel, papir. Pfitom jsme dbali na to,
aby se filtracni papiry navzajem nedotykaly. Cely soubor papird, membrany a gelu jsme opatrné
prejeli plastovou zkumavkou, abychom vytlacili pfipadné bubliny vzduchu. Blotovaci ptistroj jsme
zavreli, pfipojili na zdroj napéti a nastavili hodnotu napéti podle konkrétni velikosti platku gelu
tak, aby na kazdy 1 cm” pfipadalo 1,5 mA. Toto napéti jsme nechali pdsobit po dobu 1 hodiny.
Blotovaci pfistroj jsme otevreli a membranu po vyjmuti obarvili Ponceau. Po mirném odbarveni
destilovanou vodou jsme tuzkou oznacili pozice sloupcl a nasledné odmyli zbytek Ponceau
destilovanou vodou. Membranu jsme ponofili do blokovaciho roztoku a nechali v ném pfes noc
v lednici pti 4 °C.

Druhy den jsme membranu bud rozifezali na jednotlivé prouzky, nebo nechali vcelku. Prouzky
jsme umistili do plastové inkubacni vani¢ky a pfidali blokacni roztok s primarni protilatkou
nafedénou podle aktudlnich potfeb. Pokud jsme pldnovali pouzit stejnou primarni protilatku o
stejné koncentraci na vSechny prouzky, membrdnu jsme nerozifezavali a vcelku jsme ji vioZili do
plastového pytliku, ktery jsme naplnili bloka¢nim roztokem s primdarni protildtkou a uzavreli
zatavenim. Membranu jsme inkubovali s primarni protilatkou alespon 1 hodinu na tfepacce pfi
pokojové teploté. Poté jsme odlili roztok s primdrni protilatkou a pridali blokaéni roztok bez
protilatky a nechali v ném membranu promyvat 10 minut na tfepacce. Promyti jsme 3x opakovali.
Po promyti jsme pfidali blokovaci roztok se sekundarni protildtkou konjugovanou s alkalickou
fosfatdzou a nechali inkubovat na tfepacce 1 hodinu. Poté jsme membrdnu opét 2x promyli
blokovacim roztokem a 1x PBS (bez TWEENu). Po promyti jsme PBS slili a membranu polili
vyvoldvacim roztokem pripravenym ztablet SigmaFAST BCIP/NBT (Sigma, B5655). Vyvolavaci
roztok jsme pripravili pfidanim jedné nadrcené tablety do 10 ml PBS.

5.5. Bioinformatické metody

Pro zobrazovani a Upravu sekvencnich dat jsme pouZivali programy SeqMan (DNASTAR) a BioEdit
(Tom Hall, Ibis Biosciences). Pro tvorbu alignmentu vice sekvenci jsme pouZivali algoritmus
ClustalW (Thompson et al., 1994) v rdmci programu BioEdit. Pro odhalovani sekvenéni podobnosti
jsme pouZzivali varianty algoritmu BLAST (Altschul et al., 1990) v rdmci programu BioEdit.
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6. Vysledky

6.1. Analyza EST sekvenci

Pro tuto praci jsme méli k dispozici 644758 jednotlivych ¢teni cDNA ziskanych metodou 454
sekvenovani, které byly sloZzeny do 7037 kontigli. To je o 4351 kontigl vice, nez méli k dispozici
Hampl et al. (2008). Jednim z nasich cild bylo vyuZit tuto hojnost novych sekvencnich dat
k nalezeni dalSich genl kddujicich potencidlné mitochondridlni proteiny. Z nové ziskanych
sekvenci jsme vytvorili lokalni nukleotidové databaze, jednak ze samotnych sestavenych kontig(,
jednak z jednotlivych éteni, nebot v kontizich nejsou obsazena vsechna ¢teni. Tyto databaze jsme
prohleddvali algoritmem BLASTn a tBLASTn prostifednictvim programu BioEdit, pficemz autor této
prace se zaméfil zejména na proteiny Ucastnici se syntézy FeS center.

6.1.1. Syntéza FeS center

Opét jsme patrali po proteinech typicky mitochondridlniho systému ISC, ktery je lokalizovan
v mitochondrialnich organeldch témér vSech eukaryot. Nenalezli jsme ovSem zadné homology ani
jedné z relevantnich sekvenci a to ani tehdy, pokud jsme patrali s pomoci sekvenci z fylogeneticky
blizkych organizmU jako T. vaginalis nebo G. intestinalis. Stejné negativni vysledek poskytlo
hledani homologl gen( kédujicich proteiny NIF systému.

Zato jsme obijevili sekvence signifikantné podobné genim kddujicim nékteré proteiny tretiho
systému syntézy FeS center vyskytujictho se u eukaryot, SUF systému. Podafilo se nam
identifikovat 4 sekvence odpovidajici proteinim SUF systému: 2 homology SufB (box 1, 2), SufC
(box 3) a SufS (box 4). U obou sekvenci SufB mame pravdépodobné k dispozici kompletni kodujici
sekvence, nebot obsahuji start- i stop-koddny na pozicich odpovidajicich nejblizsim bakterialnim
homologlim. U sekvenci SufC a SufS nezname 5’ani 3" konce, protoze start- i stop-koddny chybi.

Abychom zvysili jistotu, Ze jde skutecné o sekvence pochazejici z transkriptomu, a potazmo
genomu, trimastixe, rozhodli jsme se po nich patrat i v EST sekvencich nejbliZzsiho pfibuzného
studovaného organizmu, oxymonady Monocercomonoides izoldtu Pa203. Zde jsme nalezli
sekvence homologické SufB2 (box 5), SufC (box 6) i SufS (box 7).

Pro geny, ze kterych mame kompletni sekvence, tedy TpSufB1 a TpSufB2, jsme navrhli primery
s restrikénimi misty Ndel a Xhol. Tyto primery mohou byt pouZity pro amplifikaci danych gend
pomoci PCR a jejich inzerci do expresnich plazmidd. Na dalsi praci se geny SUF systému, at uz
bioinformatické nebo imuno-lokaliza¢ni, se autor této price nepodilel. Proto zde nejsou jeji
vysledky uvedeny.
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Box 1: sekvence TpSufB1, poloha primerti je vyznaéena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_SufB_1

- TGA TN N R A TAATCCTA T O YT I SOIG T GGAGAATCTTTtAGTTTATAAAA
TN Y N VXIS GACTTACGCGAAGACCTCAAAACGAAaGAATACGAGGCCGGATTTTATACTGATAT
AGAGTATGAAGATTTTCCTATTGGTTTAAACGAAGAAATCGTAAAAATGATTTCTGCTAAAAAaGAAGAACCAAGTTGG
ATGACAGATTGGCGTTTAGAATCTTTCCGTATTTGGCAAAAAZTGGAAGAACCTAATTGGGCAAATATTAAATATGAAA
AGCCAGATTTCCAAGCCATAAGATATTATGCTGCACCAAAGAAAAACCAGAACTTACAAGCCTAGACGAAGTAGACCC
AGAATTATTGAAAACTTTTGCGAAATTAGGAATCAATATAGAAEAGCAAAAACGTTTGGCTGGTGTTGCGGTGGACATT
GTAATGGATTCGGTTTCAGTGAAAACTACTTTTCAAGAAACTTTGAAAGAAAAaGGAATTATTTTCTGCTCGATTTCTGA
AGCGATTAAAAATCATCCAGATTTAGTTCAAAAGTATATAGGGAAAGTTGTTCCTAGAGGCGATAACTTCTATGCTGCAT
TAAATTCTGCGGTGTTTTCAGACGGAAGTTTTTGCTACATTCCGAAAGGTATAAAATGTCCGATGGAACTTTCCACTTAT
TTCAGAATTAATCAAGCTGGGACAGGACAATTCGAGAGAACTTTGGTGATTGCTGATGAAGGAAGTTACGTTTCTTATTT
GGAAGGTTGTACTGCTCCTGCAAGAGACGAAAACCAATTGCATGCGGCCGTTGTAGAGTtAATTGCACTAGACGATGCA
GAAATTAAATATTCTACCGTGCAAAACTGGTTTCCAGGTGACGAAAaCGGAAAaGGAGGAGTTTTCAACTTTGTAACGA
AAAGAGGTCTTTGTGAGAAAAaCGCAAAAATTTCTTGGACTCAAGTAGAAACCGGTTCTGCCGTAACTTGGAAATATCC
TTCTTGTATTTTGAAAGGTGATAACGCTGTAGGAGAATTTtACTCTATCGCAGTTACCAATAATTTtCAATATGCAGATAC
AGGAACCAAGATGATTCACATTGGTAAAAaTACCAAATCAACTATTATTtCTAAAGGAATTTCTGCGGGAAAATCTAATA
ATTCTTACAGAGGTTTGGTAAAAGTGATGCCAAGTGCAAAAGGAGCAAGAAACTTTTCACAATGTGATTCTCTTTTGAT
GGGAAATGAATGTGGagCACACACTTTCCCTTACATCGAAaTAAAAGACCCTTCGGCACAATTGGAACACGAAGCTACG
ACTTCTAAAATTGGAGAAGATCAAATTTtCTATTGCAACCAAAGAGGGATTGACACCGAAAGAGCTATTGCACTGATTGT
AAATGGATTCAGCAAAGAAGTTCTCAATAAACTCCCAATGGAATTTGCAATAGAAGCACAGAAATTATTAGAAATTTCT
TGGAAGGTTCTGTAGGAILY\(O: W

>Tp_SufB_1_protein
MEKDLFLILMLQEHVAVENLLVYKIMAKYTEDDLREDLKTKEYEAGFYTDIEYEDFPIGLNEEIVKMISAKKEEPSWMTDWRL
ESFRIWQKMEEPNWANIKYEKPDFQAIRYYAAPKKKPELTSLDEVDPELLKTFAKLGINIEEQKRLAGVAVDIVMDSVSVKTTF
QETLKEKGIIFCSISEAIKNHPDLVQKYIGKVVPRGDNFYAALNSAVFSDGSFCYIPKGIKCPMELSTYFRINQAGTGQFERTLVI
ADEGSYVSYLEGCTAPARDENQLHAAVVELIALDDAEIKYSTVONWFPGDENGKGGVFNFVTKRGLCEKNAKISWTQVETG
SAVTWKYPSCILKGDNAVGEFYSIAVTNNFQYADTGTKMIHIGKNTKSTIISKGISAGKSNNSYRGLVKVMPSAKGARNFSQC
DSLLMGNECGAHTFPYIEIKDPSAQLEHEATTSKIGEDQIFYCNQRGIDTERAIALIVNGFSKEVLNKLPMEFAIEAQKLLEISLE
GSVG*

Primery:

CATGCATATGGAAAAGGATTTGTTTTTA Tp-SufB1-NdelF1
CATGCATATGCTGCAAGAACATGTGGCT Tp-SufB1-NdelF2
CATGCATATGGCAAAATATACCGAAGAC Tp-SufB1-NdelF3

TGACCTCGAGTCCTACAGAACCTTCCAA Tp-SufB1-XholR
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Box 2: sekvence TpSufB2, poloha primert je vyznacena cernymi obdélniky.

>Tp_SufB_2

AGTRVCGAVN IR RVAVAXCIMIEGAGTACAGATGAACTTGTTTTGGGCGACGACGAAACCGAAATTGGCGTCCCTGT
CGAAAATCCCGCCGCAGCCAACAAGAAGGGGATGATCGAGACTTTTGGTATTGACAAGGCCGAATACGAATATGGTTT
CGAGACTCGTGTTGACGATGTGGATACAGTCCCCCCTGGCCTTTCTGAGGATATCATCCGGATGATCTCAGCCAAGAAA
GAGGAACCCGACTGGCTTCTCGAGTTCCGGCTGAATGCCTATCGGGTATGGAAGACCATGAAGGAGCCCCACTGGGCT
TACTTCGAATATCCCCCCATCGACTACCAGGCGCTGACCTACTACAGCGCCCCCCGGAGCCTGGCCAAGAACCGGCCG
GCATCGCTGGAGGAGATCGAGCCCGAGATCCGCGACGCCTACAACAAGCTCGGCATCCCCCTCCAGGAGCAGGAGCA
CCTCGCGGGTGTGGCCGTGGATACCGTTTGGGACTCGCTGTCGGTCATGACCACCTTCCGGTCGAAGCTGGCCAAGCA
GGGCATCATCTTTTGCTCCATCTCGGAGGCCGTCCGCGAGCATCCCGATCTCGTCCGCAAGTACCTCGCATCGGTGGTT
CCGGTGGAGGACAACTTCTTCACGGCCCTCAATAGCGCCGTCTTCTCGGACGGCTCGTTCTGCTACATCCCGCCCCACA
CGCGCTGCCCCATGGACCTGTCGACATACTTCAGAATAAACGCCGCCAAGACGGGCCAGTTCGAGCGCACCCTGCTGA
TTGCCGACGTGGGGGCGACGGTCTCGTACCTGGAGGGCTGCACGGCCCCCAAGCGGGACGAGAACCAGCTCCACGCG
GCCGTGGTCGAGCTGGTGGCCCTGGACAACGCCATGATCAAGTACAGCACCGTCCAGAACTGGTACCCGGGCGACAA
ACAGGGCCGGGGCGGCATCTACAACTTCGTCACCAAGCGGGGCCTCTGCAAGGGCCACCACAGCCACATCTCATGGAC
CCAGGTCGAGACGGGCTCGGCCATCACCTGGAAGTATCCGAGCTGCGTGCTGCTGGGCGACTACAGCGTGGGCGAGT
TCCACAGCGTGGCCGTGACGAACAACGCCCAGCAGGCCGACACGGGCACCAAGATGATCCACATCGGCAAGCACAGC
CGCTCGACGATCGTCTCCAAGGGCATCTCGGCCGGCCGCAGCGACAACGTCTTCCGGGGCCTGGTCAAGGTGACCCGC
AACGCCGAGGGGGCCCGCAGCCGCTCCCAATGCGACTCGCTGCTGATCGGGGGCCGCTGCGGGGCGCACACCTTCCC
CACGATCGAGTCGCAGAACCCCACCTCGGAGTGCGAGCACGAGGCCTCCACCAGCAAGGTCTCCGAGGAGCAGCTCTT
CTACTGCTCCCAGCGCGGCATCAGCCCCGACGATGCCCTCTGCCTGATCGTCAACGGCTTTGCGGGCCAGGTCATCAAC
CAGTTGCCCATGGAATTCGCCGCCGAGGCCACCAAGCTGCTGGGGGTCGTCfecrvXelclege.V-XoqKclc[eTAACAA...

> Tp_SufB_2_protein
MEPVVKLSTDELVLGDDETEIGVPVENPAAANKKGMIETFGIDKAEYEYGFETRVDDVDTVPPGLSEDIIRMISAKKEEPDWL
LEFRLNAYRVWKTMKEPHWAYFEYPPIDYQALTYYSAPRSLAKNRPASLEEIEPEIRDAYNKLGIPLQEQEHLAGVAVDTVW
DSLSVMTTFRSKLAKQGIIFCSISEAVREHPDLVRKYLASVVPVEDNFFTALNSAVFSDGSFCYIPPHTRCPMDLSTYFRINAAK
TGQFERTLLIADVGATVSYLEGCTAPKRDENQLHAAVVELVALDNAMIKYSTVONWYPGDKQGRGGIYNFVTKRGLCKGH
HSHISWTQVETGSAITWKYPSCVLLGDYSVGEFHSVAVTNNAQQADTGTKMIHIGKHSRSTIVSKGISAGRSDNVFRGLVKV
TRNAEGARSRSQCDSLLIGGRCGAHTFPTIESQNPTSECEHEASTSKVSEEQLFYCSQRGISPDDALCLIVNGFAGQVINQLP
MEFAAEATKLLGVVLEGSTG*

Primery:
CATGCATATGGAACCGGTTGTTAAGCTG Tp-SufB2-NdelF

TGACCTCGAGGCCAGTTGACCCTTCGAG Tp-SufB2-XholR

47




Box 3: sekvence TpSufC

>Tp_SufC
..AAAGCGAGATCAGTTCGGCACATCGAATGGCAACCCCCTGCGCCTCTTCTTCAGATTCGCAACCTTCAGGCAGAAGTC
ACCACTGACCCTCCTCGTCAAATATTAAAGGGGATTAACCTGACCGTTCGCCCCGGCGAAGTTCACGCCATCATGGGGC
CTAACGGCAGCGGCAAGTCCACTCTTGCTTCTGTTCTTTCCGGGGGCAGTTCTTTCCGGCCTACCAGTGGCTCTGTTGA
GTTTTGTGGTCAGAGCCTCCTCGAGTTGAAACCTGAGGAGCGCGCCCATCTCGGTCTCTTCATCGGTTTTCAATATCCTC
CTGCAATCCCGGGTGTTGCCAACGAATACTTCCTCCGCACCTCTGTCAATGCCATGCGGCTTGCCCGCGGCCAGCCCAT
TATGGACGCCGCCGAGTTCGGAAAGACCCTTGAGAAGAAGATGGGTGAACTGAACCTGAGCGAGCGTTTTATGACCC
GTGGCGTCAATGAGGGCTTCTCTGGTGGTGAGAAGAAACGTAATGAGATTCTTCAGATGGCTCTGCTCGAGCCTCGTG
TTGCCATTCTCGATGAAATTGACTCGGGTCTCGACATCGATGCTCTCAAGGTTGTTGCGGACGGTGTGAATATGCTCCG
ACAGACCCACCCCGAGATGGGTCTAGTCTTGATCACCCACTGGCAACGTCTGCTGTCCTACATCGTGCCCACCCACATC
CACGTGCTGGCCGAGGGGCGCATCGTGCACAGCGGTGGGCCCGAGCTGGCCCACAAGTTGGAGGAGAGTGGCTATG
ACCCCCTGGTGCGATCCACTCCCGCCCCGGGGACCCCCGTCCCCACCGAACCCACGGGGACGGGGATGCLTCCCCCCGC
C..

> Tp_SufC_protein
...KARSVRHIEWQPPAPLLQIRNLQAEVTTDPPRQILKGINLTVRPGEVHAIMGPNGSGKSTLASVLSGGSSFRPTSGSVEFCG
QSLLELKPEERAHLGLFIGFQYPPAIPGVANEYFLRTSVNAMRLARGQPIMDAAEFGKTLEKKMGELNLSERFMTRGVNEGF
SGGEKKRNEILQMALLEPRVAILDEIDSGLDIDALKVVADGVNMLRQTHPEMGLVLITHWQRLLSYIVPTHIHVLAEGRIVHS
GGPELAHKLEESGYDPLVRSTPAPGTPVPTEPTGTGMLPP...

Box 4: sekvence TpSufS

>Tp_SufS
..AAGATGCGCCCCTACCAGGCGGGCGGCGACATGATCCGCACCGTCTCCTTCAAGGAGAGCACCTTCGCGGCGCTGCC
CAACCGGCTGGAGGCGGGCACGCCCAACATCGAGGGGGCCGTGGGCCTGGGGGCGGCCATCGACTACATCGAGTCG
CTGGGCATGGACCGCATCGCCGCCTACGAGCGCCGCCTGACCCGCTACGCGCTGGCCCGGCTGCGGGAGATCCCCGG
GGTGCGGGTCGTGGGCTACGAGGACCTGGTGCGGGACGAGGCCCGGCTGGCCCAGGTCGAGAAGGGCTCCCTGCTG
TCGATCGTCTGCGAGGGCCTCCACCCCCACGACCTGGGCACGCTGCTCGACTCGATGGGGGTGGCCCTCCGCTCGGGC
CACCACTGCGCCATGCCCCTCATGGGCGTCCTGGGCCTCGACGCCACAACCCGCGCATCGTTCTCCTTCTACAACAGCC
CC...

> Tp_SufS_protein
..KMRPYQAGGDMIRTVSFKESTFAALPNRLEAGTPNIEGAVGLGAAIDYIESLGMDRIAAYERRLTRYALARLREIPGVRVVG
YEDLVRDEARLAQVEKGSLLSIVCEGLHPHDLGTLLDSMGVALRSGHHCAMPLMGVLGLDATTRASFSFYNSP...
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Box 5: sekvence MonoSufB

>Mono_SufB_1
...AGCAATCATAAAACAAATTTCTACAAAAAAGCACGAACCAGATTGGATGCTCGATTTTCGTCTGAGAGCTTTTCGTGC
TTGGAAAGAAATGAAAGAACCTCATTGGGCTTATTTTGATTATCCTCCAGTTAATTATGAAGATCTTGTTTATTATTCAG
CACCAAAATCTGTTGCATCTAATAAACCCAAAACAATTGATGAAGTTGACATTAACATTCGTCAAACAATGGATAAACTT
GGAATTCCAATTGATGAGCAAAAGACTTTGGAGAGAGTCAGTGTAGACGTTGTGTGGGATTCTCTTTCTGTTTTTACTA
CACAAAAAGAAGAGCTAGCTAAGCTTGGAATCATTTTCTGCTCAATATCTGAAGCTATTGCAGAGCATCCAGACTTGAT
CAAGAAGTATCTTGCCTCGGTCGTTCCAGTTGAGGACAATTTCTTTTCTGCACTGAACTCTGCTGTGTTCTCTGATGGCT
CATTCTGCTACATTCCACCATACACCCACTGCCCCATTGATTTGTCAACGTACTTTCGTATCAATAGTGCTGGCACAGGTC
AATTCGAGCGTACATTAGTGATTGCTGATGTTGGAGCAACTGTGTCTTATTTGGAAGGTTGCACCGCACCAAAACGTTC
AGAACATCAGCTGCATGCGGCTGTTGTGGAGCTTGTGGCGCTGGATGAAGCGACAATCAAGTACTCCACTGTGCAGAA
CTGGTACCCTGGAGACAAAGAAGGCAAAGGAGGCATCTACAACTTTGTGACAAAGAGAGGGCTGTGTGCAGGGCGA
AACAGCAGAATAACGTGGACACAAGTGGAGACCGGATCAGCCATCACGTGGAAGTACCCGTCGTGTGTGCTCCGCGG
GGACGGCAGCTCGGGCGAGTTCCACAGCGTGGCAGTGACGAACAACAGGCAGCAGGCAGACACGGGGACGAAGAT
GATCCACATTGGCAAGAACACGACATCTACCATTGTGTCGAAGGGGATATCCGCCGGACAGAGCGACAACGTGTACA
GAGGCATTGTGAAGTTTGCAGCCGGTGCGAAGGGCGCGCAGTGCCACTCGAAATGCGACTCGCTTCTGATTGGGAGC
GAATGCGGGGCACACACATTCCCTCTGGCAGAGAGCTCGCAGCCACAGGCAGTCTATGAGCACGAGGCCAGCACGAG
CAAGATCAGCGAGGAGCAGCTGTTCTTCTGTGCACAGCGCGGCATCGATGCAGACGATGCAGTAAATATGATTGTGAA
TGGCTTTGCAAAAGATGTGCTGTCGCT...

> Mono_SufB_1_protein
...AlIKQISTKKHEPDWMLDFRLRAFRAWKEMKEPHWAYFDYPPVNYEDLVYYSAPKSVASNKPKTIDEVDINIRQTMDKLGI
PIDEQKTLERVSVDVVWDSLSVFTTQKEELAKLGIIFCSISEAIAEHPDLIKKYLASVVPVEDNFFSALNSAVFSDGSFCYIPPYTH
CPIDLSTYFRINSAGTGQFERTLVIADVGATVSYLEGCTAPKRSEHQLHAAVVELVALDEATIKYSTVONWYPGDKEGKGGIY
NFVTKRGLCAGRNSRITWTQVETGSAITWKYPSCVLRGDGSSGEFHSVAVTNNRQQADTGTKMIHIGKNTTSTIVSKGISAG
QSDNVYRGIVKFAAGAKGAQCHSKCDSLLIGSECGAHTFPLAESSQPQAVYEHEASTSKISEEQLFFCAQRGIDADDAVNMI
VNGFAKDVLS...
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Box 6: sekvence MonoSufC

>Mono_SufC
..TGGAGAAGTTCACGCCATCATGGGTCCAAATGGTTCAGGGAAAAGCACATTGGCACAAGTTATAGCAGGAATCCATC
ATTTGTTGTGACTGAAGGTTCAATTTTATTCTGTGGAGAATCTATACTCGAATTGCCACCAGAAGAGCGCGCTCGAATC
GGAGTTTTTATTGGATTTCAATCGCCTCCAAGCATACCTGGGGTATCAAATGAATATTTCCTTCGAACTTCAGTTAATGC
AATTCGCCGTGCAAAAAGTCTTCCAGCACTTGATCCTTCAGAATTTGCTCCTATTCTCGAGCAAAAACGTAAGCAATTGG
GAATAGACGAATCATTTTTGTCTCGAGGCGTCAATGAAGGTTTTTCTGGAGGAGAAAAGAAAAGAAATGAAATCTTAC
AAATGACCTTGCTGGAACCAAAGCTTTGCCTTTTGGATGAAATTGATTCAGGAGTTGATATTGATGCATTGCGTGTTGT
GACAGAAGGTATCAATGCTCTTAAAGGTTCTGAAAGATCGATTGTGATGATCACTCATTGGCAAAGGTTGCTGTCTCAA
GTTGTTCCAGATAAGGTACACGTCCTATGGGAAGGGCGCATTGTCCTGACTGGAGAAAAAGAACTTGCACAGGAACTT
GAAGAGAAGGGATATGAATGGGTGAAAGAAAAGGCTGTTGCAGAGGGAGTTGTGAAGATTTAATTC...

> Mono_SufC_protein
...WRSSRHHGSKWFREKHIGTSYSRNPSFVVTEGSILFCGESILELPPEERARIGVFIGFQSPPSIPGVSNEYFLRTSVNAIRRAKS
LPALDPSEFAPILEQKRKQLGIDESFLSRGVNEGFSGGEKKRNEILOMTLLEPKLCLLDEIDSGVDIDALRVVTEGINALKGSERS
IVMITHWQRLLSQVVPDKVHVLWEGRIVLTGEKELAQELEEKGYEWVKEKAVAEGVVKI*

Box 7: sekvence MonoSufS

>Mono_SufS
..CACGAGGAAGGAATCAGAATTCTGGGGCATCAGGACGAGATTGTCCAGTCGCAAGCAGAAAAGCCAGCTTCTGCAG
CTGATTCATCTGCATCATCAGCATCCTCAGCGTCCTCAACATCGTCTTCAAACTGGATGGAGGAATTTCCTCTTTGCGAG
TCAGCTCCGATCATCTCGTTTGTGTCGCCGTACATCCACTCACACGACTTGGGCACTCTTCTCGACAACGAAGGCATCGC
CACCCGCGGCGGGCACCACTGCGCCATGCCACTGGCGAAGGCATACGGAATCGATGCATCCACCCGAATCTCCATCTC
GTTCTACAACACAAAAGAAGAGATCGATGCAACTGTCGCAGCGCTGGAGTCAGTCATGCAGAGGTTCATGTCTGGGAA
GATAGCAGCATCGACAGCGCCTGGAAAGGCACATCTGAAGTCAGCCCCGCTGGCTGCATCGTCCGTGCAGTCTGCATT
TGCAGCAGGAAGCTCAACTGCTTCACTGCCTGCGCCAAGCGAGTCGGTGGAGGTGTCGTCGCTGTATCAGGAACTGAT
CATTGAGCACGGGACACACCCACACAACAGCCGCACAATTGAGCTGACAGCTGAAGAGAACGCAGAAGAGGCACAGC
GCCCCGGCAGTCTGGTGCTCGCTAAAGGAGAAGGATTCAACAGCTTGTGTGGCGATCGGCTGAAGTTTGTATGTGAAG
CTGCGTCTGCGCGCAAAGGAGAGAGAC...

> Mono_SufS_protein
...HEEGIRILGHQDEIVQSQAEKPASAADSSASSASSASSTSSSNWMEEFPLCESAPIISFVSPYIHSHDLGTLLDNEGIATRGGH
HCAMPLAKAYGIDASTRISISFYNTKEEIDATVAALESVMQRFMSGKIAASTAPGKAHLKSAPLAASSVQSAFAAGSSTASLPA
PSESVEVSSLYQELIIEHGTHPHNSRTIELTAEENAEEAQRPGSLVLAKGEGFNSLCGDRLKFVCEAASARKGER...

6.1.2. Rubrerythrin

Dalsim proteinem, jehoZ kédujici sekvenci se ndm podafilo nové identifikovat v EST datech
trimastixe, je peroxidaza rubrerythrin (Rbr). Pravdépodobné mame k dispozici kompletni kédujici
sekvenci tohoto proteinu (box 8). Navrhli jsme primery s restrikénimi misty Ndel a Xhol tak, aby
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vysledny produkt zahrnoval celou sekvenci bez stop-koddnu. Kompletni sekvenci kédujici Rbr jsme
nalezli i v EST datech oxymonady Monocercomonoides (box 9).

Box 8: sekvence TpRbr, poloha primeru je vyznacena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_Rbr

..AAALY[clerXerXe[e(criY. VX c{g#AVXE AACCTTCTTGCTGCCTTTGCCGGTGAGTCCCAGGCATTCCAGAAGTACCGCTA
TTTTGCCGAGATTGCGGAGAAGGCCGGCCAGCCCAATGTTGCCCGTCTTTTCCGTGCGACCTCTGCGGCCGAGGGTGT
TCACATTCGTCGGCTCCTCAACGCCATGATGAAGAACGCCACCACCGAGGGCAACCTCGAGAAGGCTCTTGCTGGTGA
GACCTATGAGTTCACCGAGATGTACCCTGCCATGGAGGCTGCCGCCCAGGCCGAGAACCGCCCCGATGCCAAGCTCAT
CTTCACCCAGAACAAGCAGGCCGAGCAGATGCACGCCCGCCACTACCAGGAGGCTCTGGAGGCTCTCCGCCGGGGTG
TCGATGTCGGTGCCGGCGTGAAGATCTGGCTGTGCCCTGTTTGCGGTGCCATTGAGTACGGCGCCAACCCTCCGGAGC
GGTGCCCTGTTTGCAACGCCCCCGGCGCCyAeapys@Xelcr XN [C[@NETAAGCA. ..

> Tp_Rbr _protein
MESETAKNLLAAFAGESQAFQKYRYFAEIAEKAGQPNVARLFRATSAAEGVHIRRLLNAMMKNATTEGNLEKALAGETYEF
TEMYPAMEAAAQAENRPDAKLIFTQNKQAEQMHARHYQEALEALRRGVDVGAGVKIWLCPVCGAIEYGANPPERCPVC
NAPGAKFQEMQ*

Primery:
CATGCATATGGAGAGCGAAACCGCCAAG Tp-Rbr-NdelF
TGACCTCGAGCTGCATCTCCTGGAACTT Tp-Rbr-XholR

Box 9: sekvence MonoRbr, poloha primeri je vyznacena ¢ernymi obdélniky.

>Mono_Rbr

AACYAI KT VNS N AV VAN (@G TTATGGATGCTTTTACTGGTGAATCAAAAGCCAGAAACAAGTATACTTTTTAC
GCTGAATTGGCAGAAAAACAGGGACGTCCAAGAATTGCAGCTCTTTTCAAAGCTGCAGCACAAGCTGAAGAGATTCAC
GCTAGAAGATTGTTTAACATTATGTTGAAGGGAAAAaCATTGGAAGATTGCTTACAAGATGCAATCGATGGGGAGACT
TATGAATATACTGATATGTATCCCACCTTTAAAGCAAAGGCAGAGGCAGAAGGTCGTAAGTCCGAAGCGGCGATTTTT
GCAAATACCGCTCCAGTTGAAGAGTGCCACTCACAGCGATATAAAGCAGCCTTGGAGGAATTGAAGAAGGGAGTTGA
TCTCGGAGACACAGGACTGAAAGTATTTTTGTGCCCAATTTGTGGATATATTGAAATTGGCACTGATCCACAACAATGT
CCCGTTTGTAAAGCACCTGCAAGTLYA:V-N LT N RECT. VR TV NITAAACT...

> Tp_Rbr _protein
MSETDKCVMDAFTGESKARNKYTFYAELAEKQGRPRIAALFKAAAQAEEIHARRLFNIMLKGKTLEDCLQDAIDGETYEYTD
MYPTFKAKAEAEGRKSEAAIFANTAPVEECHSQRYKAALEELKKGVDLGDTGLKVFLCPICGYIEIGTDPQQCPVCKAPASKM
IEVN*

Primery:
CATGCATATGTCTGAAACAGATAAATGC Mono-Rbr-NdelF
TGACCTCGAGATTCACTTCAATCATTTT Mono-Rbr-XholR
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6.2. Priprava protilatek a imunologické metody lokalizace proteinti
6.2.1. H-protein GCS

Jelikoz se vtranskriptomu T. pyriformis nasly transkripty gend kdédujicich vSechny proteiny
systému Stépeni glycinu (GCS), ktery je u vSech dosud studovanych eukaryot lokalizovan
v mitochondrii, a jelikoz 3 (H-, P1- a T-protein) ztéchto 6 transkriptd obsahuji N-terminalni
extenzi, potencidlné predstavujici signalni sekvenci pro import do mitochondridlni organely,
rozhodli jsme se ovéfrit lokalizaci GCS v burice trimastixe.

V rdmci GCS je klicovym prvkem H-protein, interaguje totiz se véemi 3 zbylymi proteiny: L-, P- i T-
proteinem. Navic, transkript genu kdédujiciho H-protein u T. pyriformis, obsahuje N-terminalni
extenzi. Proto jsme se zaméfili pravé na H-protein (box 10).

Box 10: sekvence TpGCSH, poloha primeri je vyznacena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_GCSH
...CGGAGATCTTCTCAGAAACATTTCGAAAALY[cloNclecleamuRININ I @G T TCCCGCTGTTGGCCTCTCTTTCCTCGC
TCGGTTTGCCGGCGAGAAGTTCTACACCAAGGACCACGAGTGGGTTGATGAGTCTGGCCTTGTTGGCATTTCTGATTAT
GCCCAGAAGCACCTTGGCCAAATTGTGTACGTCGACCTTCCTGAGATTGGCAAGGAAGTCGCCCAGAAGGACACTCTC
ACTGCCGTGGAGTCCGTGAAGGCCGCTTCGGATGTTTTCGCTCCCGTTGCCGGCACTGTTGAGAAGGTCAATGAGAAG
CTGCGCGACAATGCCGGCCTTATCAACAAGGCTGCCGAGACTGATGGCTGGATCGCCAAGATCTCCATCAAGGACACT
GCTGAGTTCGGCACCCTCATGAACGCCGAGAAGTACGCCGATIRIS (@ vAXCT\ Q6@ NCIOYITAAGAT...

>Tp_GCSH_protein
...EIFSETFRKMQRLFSVVPAVGLSFLARFAGEKFYTKDHEWVDESGLVGISDYAQKHLGQIVYVDLPEIGKEVAQKDTLTAVE
SVKAASDVFAPVAGTVEKVNEKLRDNAGLINKAAETDGWIAKISIKDTAEFGTLMNAEKYADFLKTQH*

Primery:

CATGCATATGCAGCGCCTTTTCTCTGTC Tp-H-NdelF

TGACCTCGAGATGCTGGGTCTTGAGGAA Tp-H-XholR

Navrhli jsme primery s restrikénimi misty Ndel a Xhol tak, aby produkt téchto primerd zahrnoval
kompletni kddujici sekvenci H-proteinu. Sekvenci jsme amplifikovali prostfednictvim PCR a
produkt jsme vloZili do expresniho plazmidu pET42b. Plazmidem, obsahujici rekombinantni
protein TpGCSH znacdeny 6xHis-tagem, jsme transformovali kompetentni expresni bunky E. coli
BL21 DE3. Po ovéfeni pfitomnosti a spravnosti sekvence plazmidu jsme provedli pokusnou expresi
2 kolonii BL21 DE3, u obou s pozitivnim vysledkem (obr. 1).
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Obr. 1: pokusna exprese TpGCSH

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 170, 130, 100, 70, 55,
40, 35, 25, 15 a 10 kDa. 1+) kolonie 1, exprese indukovéana. 1-) kolonie 1, neindukovana kontrola.

2+) kolonie 2, exprese indukovana. 2-) kolonie 2, neindukovana kontrola. Sipka oznaduje pozici odpovidajici
velikosti poZzadovaného peptidu.

Zvolili jsme kolonii ¢. 1 a napéstovali ji ve 2 | média. Protein jsme purifikovali za denaturujicich
podminek a jednotlivé frakce vymyté z kolony s Ni-NTA agardzou jsme testovali SDS PAGE
elektroforézou. Na zakladé vysledku elektroforézy (obr. 2) jsme zvolili frakci D4 a protein v ni
obsaZeny jsme izolovali pomoci velké vertikalni elektroforézy v denaturacnim gelu.

FT. W1 W2 D1 D2 D3 D4 E1
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Obr. 2: purifikace TpGCSH

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 170, 130, 100, 70, 55,
40, 35, 25, 15 a 10 kDa. FT) Flow Through. W1, W2) frakce po promyti. D1 — E1) eluéni frakce. Sipka
oznacuje pozici odpovidajici velikosti poZzadovaného peptidu.

Pruh gelu obsahujici protein jsme vyfizli, homogenizovali a uchovavali v -80 °C. Smési jsme
imunizovali samici laboratorniho potkana kmene Wistar od firmy Anlab. Ziskané sérum obsahujici
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protilatky proti TpGCSH jsme uchovavali v -20 °C a v -80 °C. Sérum jsme pouZili pro lokalizaci H-
proteinu v bunce T. pyriformis imunoblotem a imunofluorescenci.

Pro imunoblot jsme pfipravili frakce kultury T. pyriformis jednoduchou frakcionaci: 1) bakterie
z kultury bez trimastixe, 2) pelet obsahujici jddra a membranové organely, 3) supernatant
obsahuijici cytosol trimastixe a 4) celkovy lyzat trimastixe. Na membranu s pfenesenymi proteiny
z frakci jsme aplikovali sérum obsahujici primarni protilatky a zviditelnili je sekundarnimi
protildtkami znacenymi alkalickou fosfatdzou. Protildtky vytvorfily signdl odpovidajici
predpokladané molekulové hmotnosti TpGCSH ve frakci obsahujici jddra a membranové organely
a ve frakci s celkovym lyzatem T. pyriformis. Zadny signal se neobjevil ve frakci s bakteriemi ani ve
frakci s cytosolem trimastixe (obr. 3). Ztohoto vysledku imunoblotu je zfejmé, Ze protilatka
rozpoznala protein lokalizovany vyhradné ve frakcich obsahujicich membranové organely.

Bac Pel Sup Lys
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Obr. 3: imunoblot frakci trimastixe s protilatkou proti ToGCSH

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 250, 130, 100, 70, 55,
35, 25, 15 a 10 kDa. Bac) bakterie z kultury bez trimastixe. Pel) pelet obsahujici membranové organely
T. pyriformis. Sup) supernatant obsahujici cytosol T. pyriformis. Lys) celkovy lyzat T. pyriformis. Sipka
oznacuje pozici odpovidajici velikosti TpGCSH. Autor: Mgr. Zuzana Zubacova, PhD.

Pro imunofluorescenéni znaceni jsme pfipravili paraformaldehydem fixované preparaty
T. pyriformis a inkubovali je prfes noc jednak se sérem obsahujicim specifické protilatky proti
TpGCSH, jednak s komeréné dostupnou protilatkou proti lidskému H-proteinu od firmy Abnova.
Protilatky vyprodukované potkanem v nasem chovu proti TpGCSH jsme zviditelnili anti-potkanimi
sekundarnimi protildtkami znacenymi cervenou fluorescencni znackou AlexaFluor. Komer¢ni
protilatku jsme zviditelnili anti-mySimi sekunddrnimi protildtkami znacenymi zelenou
fluorescencni znackou AlexaFluor. Signdl z obou fluorescencnich znacek kolokalizoval v burikach
trimastixe v desitkach diskrétnich bod( v cytolazmé (obr. 4). Na vlastni aplikaci protilatek
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metodou imunoblotu ani imunofluorescencniho barveni se autor této prace nepodilel. Tyto
pokusy provadéla Mgr. Zuzana Zubacova, PhD.

Anti HsGCSH Anti TpGCSH Merge DIC

Obr. 4: imunofluorescencni znaceni T. pyriformis protilatkami proti GCSH

Anti HsGCSH) signal protilatky proti lidskému H-proteinu. Anti TpGCSH) signal protilatky proti H-proteinu
T. pyriformis. Merge) Slouceni signalG obou protilatek a signalu barvy Hoechst 33342 znacici DNA. DIC)
diferencialni interferen¢ni kontrast. Autor: Mgr. Zuzana Zubacova, PhD.

6.2.2. Cpn60

Chaperonin 60 (Cpn60) je povaZovan za univerzalni mitochondrialni marker. Byl dosud nalezen ve
vSech zkoumanych mitochondriadlnich organeldch a jeho pfitomnost je pravdépodobné nezbytna
pro nabyvani spravné konformace u proteinli importovanych do mitochondrie. Proto jsme se
rozhodli ovéfit lokalizaci i tohoto proteinu. Navrhli jsme primery (box 11) s restrikénimi misty Ndel
a Xhol tak, aby produkt téchto primerd zahrnoval kompletni kédujici sekvenci TpCpn60 a pfi
produkci protilatek jsme postupovali stejné jako v pfipadé H-proteinu. Vysledky pokusné indukce
3 transformovanych kolonii BL21 Ize vidét na obr. 5. Vzorky frakci ziskanych denaturacni purifikaci
jsou na obr. 6. Pro imunizaci jsme pouzili frakci E3. Sérum ziskané z imunizovaného potkana
nejevilo Zadné znamky reakce s frakcemi trimastixe, ani s fixovanymi preparaty celych bunék.
Imunizace se tedy nezdafila.
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Box 11: sekvence TpCpn60, poloha primerti je vyznacena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_Cpn60

AAARN[ceclcloea IR RRIe@aIGCTGCCCCTGCTCTGGTTCGTCTGGCCTCGTCGGCAAAGGAGATCAAGTTCGGA
GATGAAGGCCGCGCGGCAATTTTGAAGGGTGTCGACACGCTTGCCAAGGCTGTTGCCACGACCCTCGGTCCAAAGGG
GCGGACCGTTTTGATTGATGACGAGTTTGAACCCCGCATTACGAAGGATGGTGTTACTGTGGCTCGGTCGATTGATTTC
CGTGACAGGTACATGAACGTTGGTGCAAACCTCGTTAAGAACGTTGCCATTAAAACTAACGAAGAGGCAGGCGATGG
TACCACCACGGCCACTGTTCTGGCCCACTCCATTTTCAAGGAAGGCTGCAAGAGTGTCGCCGCCGGCATGAACCCCACC
GACCTGAAGCGGGGCATCGACCTGGCCGTCGACGCGGTCGTGACTGACCTGAAGAAAAAAGCCAAACAAATTTCCAC
GAAGGAGGAGCTCAAGCAGGTCGCCACCATCTCCGCCAACGGCGACACGAACATCGGTGAGTTTATCGCCTCGGCCAT
GGAGCGGGTGGGCAAGGAGGGCATCATCACGGTCGAGGAAGGCAAGAGCACCAAGGACGAGCTGCAGGTGGTGGA
GGGTGTCAAGTTTGATCAGGGCTTCGCCTCGCCCTTCTTCGTGACCGACCAGCACGCCATGAAAATGGAGCTCGACGA
CCCGCTCATCCTGCTGTGCAACAAGCGCCTCAGCCGGGTGCAGGACGTGGTGGGGCCCATGGACTATGCGCTGAACA
AGATGCATCGGGCGCTGGTCATCGTGGCCGAGGACATCGATGGCGACGCGCTGGCCGTCATGGCTTACAACAAGATC
CGCAACGGCGCCAGGGTGTGTGCCATCAAGGCCCCGGGTTACGGTGAGTCGCGTCGGGCATGGCTGGACGACCTCGC
CCTCCTGGGCGGTGGGCAGGTGATCTCGGAGGAAGCAGGCCAGTCCCTGGAACATCCCGAGGCGGCTCTGTTTGCCT
CGTGTCGCAAGGTGATCGCCACCAAGGACTACACCATCCTCCAGGGGGGCGCCGGCAACCAGGAGCTGGTCAAGCGT
CACTGCGAGGGGCTGAAGGAGCAGGCCCGGAACCCCGAGCTGAGCGAGTACGACCGGGATCGCCTCAAGCAGCGCG
TGGCCAAACTCACTGGCGGTGTGGCCGTCCTCAAGGTCGGAGGCGCCTCTGAGGTGGAGGTGGGCGAGAAGAAGGA
CCGGGTCACGGACGCCCTCAACGCCACCAAGGCGGCAGTCGAGGAGGGTGTTCTGCCCGGTGGCGGCGCTGCCCTGC
TGCACGCCTCGAAGATCCTGCCGGCCATGAAGGCCAAGCTGGACGTCATGGATCAGCGTGTGGGCATCCAGATCATCG
CGGACTCGCTCAAGCAACCCTGCCGGCAGATTTGCGAGAACGCGGGTGTGGAGGGTGTCATGGTGGTGAGCCGCCTG
ATGGAGGAGAAGGACGTCAACGTCGGCTACGATGCGCACAACGGCAAGTACTGCCAGATGATCAAGCACGGCATCGT
GGACCCGCTGAAGGTCGTCCGGACGGCCCTGGTGGATGCGGCCTCCGTGGCCTCGGTCATGGCCACCTCCGAGGCCG
TCGTCGTCGAGGAGAAGTCCCCCGCCGACAAGGCCGACAAGCCTGCCicicleayfciaaerVXCIS @Y RIS TAAAAA. ..

>Tp_Cpn60_protein
MQALFSTAAPALVRLASSAKEIKFGDEGRAAILKGVDTLAKAVATTLGPKGRTVLIDDEFEPRITKDGVTVARSIDFRDRYMN
VGANLVKNVAIKTNEEAGDGTTTATVLAHSIFKEGCKSVAAGMNPTDLKRGIDLAVDAVVTDLKKKAKQISTKEELKQVATIS
ANGDTNIGEFIASAMERVGKEGIITVEEGKSTKDELQVVEGVKFDQGFASPFFVTDQHAMKMELDDPLILLCNKRLSRVQDV
VGPMDYALNKMHRALVIVAEDIDGDALAVMAYNKIRNGARVCAIKAPGYGESRRAWLDDLALLGGGQVISEEAGQSLEHP
EAALFASCRKVIATKDYTILQGGAGNQELVKRHCEGLKEQARNPELSEYDRDRLKQRVAKLTGGVAVLKVGGASEVEVGEKK
DRVTDALNATKAAVEEGVLPGGGAALLHASKILPAMKAKLDVMDQRVGIQIIADSLKQPCRQICENAGVEGVMVVSRLME
EKDVNVGYDAHNGKYCQMIKHGIVDPLKVVRTALVDAASVASVMATSEAVVVEEKSPADKADKPAGLPKPF*

Primery:
CATGCATATGCAGGCCCTGTTTTCCACT Tp-cpn60-NdelF

TGACCTCGAGGAATGGCTTGGGCAGGCC  TrimCpn60-XholR
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Obr. 5: pokusna exprese TpCpn60

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 170, 130, 100, 70, 55,
40, 35, 25, 15 a 10 kDa. 1+) kolonie 1, exprese indukovana. 1-) kolonie 1, neindukovana kontrola.

2+) kolonie 2, exprese indukovana. 2-) kolonie 2, neindukovana kontrola. 3+) kolonie 3, exprese indukovana.

3-) kolonie 3, neindukovana kontrola. Sipka oznacuje pozici odpovidajici velikosti poZadovaného peptidu.

FT w1 w2 D1 D2 D3 D4 El E2° 'E3 E4
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Obr. 6: purifikace TpCpn60

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 170, 130, 100, 70, 55,
40, 35, 25, 15 a 10 kDa. FT) Flow Through. W1, W2) frakce po promyti. D1 — E4) eluéni frakce. Sipka
oznacuje pozici odpovidajici velikosti poZzadovaného peptidu.
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6.2.3. Hydrogenaza 2

Abychom ovéfili, zda jsou hydrogenazy, jejichz sekvence zndme z transkriptomu, lokalizovany

v potencidlni mitochondridlni organele, rozhodli jsme se téz proti nim vytvofit protilatky. Postup
pripravy protilatek byl, v ¢ase uzavieni této prace, v nejpokrocilejSim stadiu u hydrogendzy 2,
proto je zde uveden prdvé tento protein. Navrhli jsme primery (box 12) s restrikénimi misty Ndel a
Xhol tak, aby vysledny produkt predstavoval Usek sekvence, ve kterém jsou jednotlivé
hydrogendzy trimastixe co nejdivergentnéjsi. Doufame, Ze vysledné protilatky budou schopné
rozlisit mezi jednotlivymi paralogy a ukdzat tak jejich pfipadnou rozdilnou lokalizaci v burice T.
pyriformis.

Box 12: sekvence TpHyd2, poloha primeri je vyznacena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_hydrogenase2

... TCGLYKerXcleeecic{echpicl(cT-YMOAACTTCACCCGCATCGATCGCGAGCTTATCACCTCCGTTGCCCGCGGTGTCCTG
AATGGCGACATTGAGGAGAGCATTGACCGCCTCCCCATTCAGCTCCACCCCCGCAATGAGAAGCCCGCCACTCGTTG C
(Cleca e @@ VX cICrCIECARI®BATCACTAAGTACCGTCTGATGGCTATGATGGGCCACCGCCTTGAGGATGAGACTGATG
AGTCCAAGCCCCTCCGCGCCTATGCCCACGAGGCTCTCGCTCGCGATAAGCCCTTCCCCCAGCCCGGTATGACTGTTAT
CGGCGAGGCTTGCCGTAACTGCACCCAGAACGCTTATTTCGTCACCAACGCCTGCCAGGGTTGCGTTGCTCGCCCTTGC
ATGTCGACCTGCCCCAAGAAGGCCATTTCCCGCGTCGACGGCCAGGCTAAGATCGATCCCGATCTCTGCGTTCGCTGCG
GCTCTTGCCAGAAGGTGTGCCCTTACCACGCCATCGTGAAGCTCACCGTCCCCTGCGAGGAGGCTTGCCCCGTCGGCG
CTATTGCCAAGGGCGCCAACGGCCACGCCGAGATTGACTTCAACAAGTGCATTCACTGCGGCCAGTGCCAGGTGAAGT
GCCCCTTCGGCTCGGTCCTGGAACCCAGCCAGGTGGTTGATGTCCTGAAGGCCATCAAGGGCGGCAAGCGCGTCATTG
CCATGATCGCCCCGGCCATCCTGGCCAACTTCCCCGGCTCGGTGGAGCAGTTCTACAACGCCCTCAAGACCCTCGGGTT
CTGGGACGTGGTCGACGTCTCCCTGGCCGCTGACCGCGTGGCCGGCATCTCCCTCAAGGCCCTCTTCCTCCACAAGAAG
GAGAAGATCCGCTCTTAAACCCTTGAGTTGCTGAACACGAATCCCGCACCCACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAA

>Tp_hydrogenase2_protein

N FTRIDRELITSVARGVLNGDIEESIDRLPIQLHPRNEKPATRCOYINISI TKYRLMAMMGHRLEDETDESKPLR
AYAHEALARDKPFPQPGMTVIGEACRNCTQNAYFVTNACQGCVARPCMSTCPKKAISRVDGQAKIDPDLCVRCGSCQKVC
PYHAIVKLTVPCEEACPVGAIAKGANGHAEIDFNKCIHCGQCQVKCPFGSVLEPSQVVDVLKAIKGGKRVIAMIAPAILANFP
GSVEQFYNALKTLGFWDVVDVSLAADRVAGISLKALFLHKKEKIRS*

Primery:
CATGCATATGGAGCCCGGCGTTGTGACC Tp-H2ase2-NdelF
TGACCTCGAGGGAACGCTCCTTGTGGACGCA Tp-H2ase2-XholR

PFi pripraveé protilatek jsme postupovali obdobné jako v pfipadé TpGCSH a TpCpn60. Pfi kontrolni
indukci jsme provedli test solubility (obr. 7) s tim vysledkem, Ze peptid se v bakteriich nachazi ve
formé inkluznich télisek. Vzorky frakci ziskanych denaturacni purifikaci jsou na obr. 8. Zda se
skutecné jednd o Zadany peptid, jsme ovéfili analyzou vzork( gelu hmotnostnim
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spektrometrem 4800 Plus MALDI TOF/TOF (AB SCIEX). Imunizovali jsme laboratorniho potkana a
imunizaci jsme opakovali 4x v rozestupech 30 dni. Pro 1. a 2. imunizaci jsme poufZili peptid
izolovany z frakce E1, pro 3. imunizace peptid z frakce E2 a pro 4. peptid z frakce D3. Pfesné 10 dni
po 3. a 4. Imunizaci jsme odebrali vzorek krve a sérum testovali metodou imunoblotu na
celkovych bunécénych lyzatech trimastixe. Ani jeden testovany vzorek nevykazal specifickou
aktivitu znacici protein o prfedpokladané velikosti. Imunizaci je tedy nutné opakovat.
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Obr. 7: test solubility Hyd2

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 250, 130, 100, 70, 55,
35, 25, 15 a 10 kDa. -) neindukovana kontrola. +) indukovana kontrola. A) supernatant. B) pelet. Sipka
oznacuje pozici odpovidajici velikosti poZzadovaného peptidu.

FTT W1w2Dl D2 D3 D4 E1 E2 E3 E4
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Obr. 8: purifikace TpHyd2

V levém sloupci je velikostni standard. Jednotlivé pruhy (odshora) oznacuji velikosti: 250, 130, 100, 70, 55,
35, 25, 15 a 10 kDa. FT) Flow Through. W1, W2) frakce po promyti. D1 — E4) eluéni frakce. Sipka oznacuje
pozici odpovidajici velikosti pozadovaného peptidu.
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6.3. Transformace S. cerevisiae geny pro proteiny T. pyriformis

Abychom ovéfili, zda sekvence hydrogenaz nalezené v transkriptomu T. pyriformis obsahuji
signaly pro import do mitochondrie, rozhodli jsme se pfipravit fuzni geny obsahujici co nejdelsi
Usek genu plvodem z trimastixe a fluorescenéni znacku. Témito sekvencemi jsme posléze
transformovali kvasinky S. cerevisiae. Nasledné jsme fluorescencni mikroskopii ovérovali lokalizaci
produktl téchto gend v burikach kvasinek.

6.3.1. Hydrogenaza 2

Navrhli jsme primery (box 13) s restrikénimi misty Xbal a Hindlll tak, aby vysledny produkt
zahrnoval témér celou sekvenci kodujici hydrogendzu 2 T. pyriformis véetné start-koddnu.
Sekvenci jsme amplifikovali PCR a produkt jsme ligovali do vektoru pUG35 obsahujiciho sekvenci
kddujici zeleny fluorescencni protein GFP.

Box 13: sekvence TpHyd2, transformace kvasinek, poloha primer( je vyznaéena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_hydrogenase2

... TCGhy [ elitcleeeclclecyg e [CT-X@OAACTTCACCCGCATCGATCGCGAGCTTATCACCTCCGTTGCCCGCGGTGTCCTG
AATGGCGACATTGAGGAGAGCATTGACCGCCTCCCCATTCAGCTCCACCCCCGCAATGAGAAGCCCGCCACTCGTTGCT
GCGTCCACAAGGAGCGTTCCATCACTAAGTACCGTCTGATGGCTATGATGGGCCACCGCCTTGAGGATGAGACTGATG
AGTCCAAGCCCCTCCGCGCCTATGCCCACGAGGCTCTCGCTCGCGATAAGCCCTTCCCCCAGCCCGGTATGACTGTTAT
CGGCGAGGCTTGCCGTAACTGCACCCAGAACGCTTATTTCGTCACCAACGCCTGCCAGGGTTGCGTTGCTCGCCCTTGC
ATGTCGACCTGCCCCAAGAAGGCCATTTCCCGCGTCGACGGCCAGGCTAAGATCGATCCCGATCTCTGCGTTCGCTGCG
GCTCTTGCCAGAAGGTGTGCCCTTACCACGCCATCGTGAAGCTCACCGTCCCCTGCGAGGAGGCTTGCCCCGTCGGCG
CTATTGCCAAGGGCGCCAACGGCCACGCCGAGATTGACTTCAACAAGTGCATTCACTGCGGCCAGTGCCAGGTGAAGT
GCCCCTTCGGCTCGGTCCTGGAACCCAGCCAGGTGGTTGATGTCCTGAAGGCCATCAAGGGCGGCAAGCGCGTCATTG
CCATGATCGCCCCGGCCATCCTGGCCAACTTCCCCGGCTCGGTGGAGCAGTTCTACAACGCCCTCAAGACCCTCGGGTT
CTGGGACGTGGTCGACGTCTCCCTGGCCGelYeecleeyfelcleeclcle:y[6TCCCTCAAGGCCCTCTTCCTCCACAAGAAG
GAGAAGATCCGCTCTTAAACCCTTGAGTTGCTGAACACGAATCCCGCACCCACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAA

>Tp_hydrogenase2_protein

N FTRIDRELITSVARGVLNGDIEESIDRLPIQLHPRNEKPATRCCVHKERSITKYRLMAMMGHRLEDETDESKPLR
AYAHEALARDKPFPQPGMTVIGEACRNCTQNAYFVTNACQGCVARPCMSTCPKKAISRVDGQAKIDPDLCVRCGSCQKVC
PYHAIVKLTVPCEEACPVGAIAKGANGHAEIDFNKCIHCGQCQVKCPFGSVLEPSQVVDVLKAIKGGKRVIAMIAPAILANFP
GSVEQFYNALKTLGFWDVVDVSLALIRYAE]SL KALFLHKKEKIRS *

Primery:
CATGTCTAGAATGGAGCCCGGCGTTGTGACC Tp-H2ase2-Xbal
TGACAAGCTTGATGCCGGCCACGCGGTCA Tp-H2ase2-Hindlll

Vektorem se zaklonovanym genem pro hydrogendzu 2 jsme transformovali kvasinky a nechali je 3
dny narast. Poté jsme z transformovanych kvasinek ptipravili preparaty zna¢ené navic cervenou

60



fluorescencni znackou MitoTracker specificky rozpoznavajici mitochondrie. Preparaty jsme
prohlizeli a fotografovali fluorescenénim mikroskopem s pouZzitim GFP a TxRed filtr( (obr. 9).
Vétsina (zhruba 80 %) pozorovanych bunék jevila pouze cerveny signal oznacujici mitochondrialni
sit s typickou morfologii. V burikach, které jevily zaroven ¢erveny i zeleny signal, nebyla patrna
typickd mitochondrialni sit, coz je ovSem pti podobnych experimentech relativné ¢asté, jelikoz
exogenni proteiny mohou narusovat funkci a morfologii mitochondrii. Zeleny a ¢erveny signal ve
vétsiné bunék kolokalizovaly. To je konzistentni s hypotézou, Ze hydrogenaza znacend zelenou
fluorescencni znackou byla transportovana do mitochondrii S. cerevisiae.

Tphyd2 MitoTracker Merge DIC

Obr. 9: Transformace S. cerevisiae hydrogenazou 2 T. pyriformis

TpHyd2) Signal GFP znaciciho pfitomnost hydrogenazy 2. MitoTracker) signal barvy specificky znacici
mitochondrie. Merge) Slouceni signall hydrogendzy 2 a MitoTrackeru. DIC) diferencidlni interferenéni
kontrast.
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6.3.2. Hydrogendaza 3

V pripadé hydrogendzy 3 jsme postupovali obdobné jako u hydrogenazy 2. Sekvence primer( jsou
uvedeny v boxu 14. Vysledky fluorescenéni mikroskopie byly téZ podobné hydrogendze 2. Zeleny
signal znacici pfitomnost hydrogendzy kolokalizoval s ¢ervenym signdlem oznacujicim
mitochondrie. Stejné jako u hydrogendzy 2 byla morfologie mitochondrii netypicka (obr. 10).

Box 14: sekvence TpHyd3, transformace kvasinek, poloha primerti je vyznaéena ¢ernymi obdélniky.

>Tp_hydrogenase3

AAALLICTVN el o LR ICMIGCCGTTACTTTCGAGCGCGGTCTGATCACCCGTGTTGCCCGTGGTGTGATC
CATGGTGATCTGGAGGATATCGTCAACCGCTTCCCCATTGAGGCTCACCCTAAGGAGGATAAGCAGTCCAGCCGTTGCT
GCCGCCACAAGGATCGTGCCATCACTAAGTATCGTCTCATGGCCATCATGGGCCATCGTCTTGAGGATGAGACCGACG
AGGCGAAGCCCCTCGCTGCTTATGCGCATGAGGCTCTTGCTCGTGAGAAGCCCACCGTTCAGCCCGGTATGACTGTGCT
GGGTGAGTCCTGCCGCAACTGCACTCCCGCTGCCTACTTCGTCACCAACGCCTGCCAGGGCTGCGTTGCCCGCCCTTGC
ATGTCCACCTGCCCTAAGAAGGCCATTTCCCGTGTTGACGGCCAGGCCAAGATCGATCCCGATCTTTGCGTTCGCTGCG
GCGCCTGCCAGAAGGTTTGCCCCTACCACGCCATTGTTAAGCTGGCCGTTCCTTGCGAGGAGGCCTGCCCCGTTGGCGC
CATTGCCAAGGGTCCCAGCGGCCATGCCGAGATCGACTGGGAGAAGTGCATCCACTGCGGCCAGTGCCAGCTGCA
(elelelonafecI eI ARIMIGGATCCCCTCCAGGTGGTCGATGTCCTGAAGGCCATGAAGGGTGGCAAGCGGGTCGTGG
CCATGATCGCCCCGGCCATCCTGGCCAACTTCCCCGGCTCGGTGGAGCAGTTCTACAACGCCCTCAAGACCCTCGGGTT
CTGGGACGTGGTCGACGTCTCCCTGGCCGCTGACCGCGTGGCCGGCATGGAGTGCGAGGAGTTCGTCGAGCGTGTCG
TCGAGCGCCACGACCCCCTGATGACCACCTCGTGCTGCCCCGCCTACTACCAGGCCGTCAAGAAGCACGTGCCCCAGCT
GTATCAGTACGTCTCCGGGATGCCCTCCCCCATGCACATCATGGGTGATATGATTCGGCACCGTGACCCCGAGGCCCTG
ACCTGCTTCGTTGGCCCCTGCCTTGCCAAGCGGGCTGAGGGTCTGGCCCGCGACACCATCAACTTCGTCCTGACGGCCA
ACGAGGTCAAGTGCATGCTCGACGCCGGCTCGATCGACGTGACCAAGGCCGCCACCGCCTGGGCGGGCTCCCAGCTG
TTCCCCCAGCAGGCCACCATGCAGGGCACCAACTTCGCCCTGACCCGGGGTGTCGCCACTGCCGTCCTGGCCGCTCTGC
CCTCCGTCCTGAAGGACCACGA.GCCCACCACCCTCACGCTGAGGCTGCTGCCGCCGCCCCGGCCCCCGCTCCCGTCGC
CAAGTAATCATCGCCGATGTGAAAACACAGTGGAGGACTAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Tp_hydrogenase3_protein
MESGCVTAAVTFERGLITRVARGVIHGDLEDIVNRFPIEAHPKEDKQSSRCCRHKDRAITKYRLMAIMGHRLEDETDEAKPLA
AYAHEALAREKPTVQPGMTVLGESCRNCTPAAYFVTNACQGCVARPCMSTCPKKAISRVDGQAKIDPDLCVRCGACQKVC
PYHAIVKLAVPCEEACPVGAIAKGPSGHAEIDWEKCIHCGQCQLHCPFSSVLDPLQVVDVLKAMKGGKRVVAMIAPAILANF
PGSVEQFYNALKTLGFWDVVDVSLAADRVAGMECEEFVERVVERHDPLMTTSCCPAYYQAVKKHVPQLYQYVSGMPSPM
HIMGDMIRHRDPEALTCFVGPCLAKRAEGLARDTINFVLTANEVKCMLDAGSIDVTKAATAWAGSQLFPQQATMQGTNF
ALTRGVATAVLAALPSVLKDHXAHHPHAEAAAAAPAPAPVAK*

Primery:
CATGTCTAGAATGGAATCTGGCTGTGTTACTGCT Tp-H2ase3-Xbal
TGACAAGCTTAGAACCGACGAGAAGGGGC Tp-H2ase3-Hindlll
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Tphyd3 MitoTracker Merge DIC

Obr. 10: Transformace S. cerevisiae hydrogenazou 3 T. pyriformis
TpHyd2) Signal GFP znaciciho pfitomnost hydrogenazy 3. MitoTracker) signal barvy specificky znacici

mitochondrie. Merge) Slouceni signall hydrogendzy 3 a MitoTrackeru. DIC) diferencidlni interferencni
kontrast.
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7. Diskuze

7.1.1. SUF systém syntézy FeS center

SUF je jednim ze tfi (vedle ISC a NIF) znamych systém( syntézy Zelezosirnych center. Poprvé byl
popsan u E. coli (Takahashi & Tokumoto, 2002). U eukaryot byl dosud zndm pouze mezi organizmy
s plastidem, kde zfejmé pochazi z plivodniho sinicového endosymbionta, a v parazitickém
stramenopilovi Blastocystis hominis, ktery jej pravdépodobné ziskal lateralnim genovym
prenosem z archebakterii (Tsaousis et al., 2012).

Kompletni SUF systém, u prokaryot kédovany jednim operonem sufABCDSE, sestava ze 6
proteinl: SufA, B, C, D, S a E. Centralni roli v celém systému ma cysteinova desulfuraza SufsS, ktera
je paralogem IscS. SufS katalyzuje eliminaci siry z L-cysteinu a selenu z L-selenocysteinu (Takahashi
& Tokumoto, 2002). Atom siry je dale transportovan na SufE, ktery tak drasticky zvySuje
desulfurdzovou aktivitu SufS (Ollagnier-de-Choudens et al., 2003). Proteiny SufB, C a D tvofi
fyzicky komplex o stechiometrii 1:2:1 (B:C:D), ktery predstavuje ,leSeni” pro sestaveni FeS centra
a jeho transport na cilovy apoprotein (Wollers et al., 2010). U druhl prokaryot, které exprimuji jak
ISC, tak SUF systémy, se ukdzalo, Zze SUF systém hraje velkou roli za podminek oxidacniho stresu,
kdy prebira nékteré funkce ISC (Outten et al., 2004).

V transkriptomu T. pyriformis jsme identifikovali 4 geny kédujici proteiny SUF systému: 2
homology SufB, SufC a SufS. Sekvencné podobné geny pro SufB, Ca S jsme nalezlii u blizce
pfibuzné oxymonady rodu Monocercomonoides. Fakt, Ze byly sekvence nalezeny

v transkriptomech ovsem nemUZe byt pokladan za dlkaz jejich pfitomnosti v genomech danych
organizmu. Nelze totiZ zanedbat moZnost, Ze jde o kontaminaci z prokaryot Zijicich v kulturach, ve
kterych jsou oba prvoci péstovani. Pravdépodobnost, Ze jde skutecné o eukaryotické geny, zvysuje
fakt, ze T. pyriformis a Monocercomonoides sp. jsou kultivovani za odliSnych podminek v médiich
o odlisnych sloZenich a s odliSnym druhovym slozenim polyxenickych kultur. Tento argument je
ovSem mozné povaZovat za relevantni pouze v pfipadé, Ze homologické sekvence z trimastixe a
moinocercomonoida se ukazi byt skutecné blizce ptibuzné. Vysledky dosavadnich fylogenetickych
analyz tomu skutec¢né davaji za pravdu. Jedna ze sekvenci SufB trimastixe a SufB
monocercomonoida se vétvi sestersky s vylouc¢enim vSech prokaryot i eukaryot. Totéz plati pro

SufC a SufS (Vacek, osobni sdéleni).

Dale je tfeba provést lokalizacni pokusy. Jednak metodou in situ fluorescencni hybridizace (FISH),
ktera ukaze, zda se dané geny nachazeji v jadrech prvoka, ¢i v bakteriich. Jednak imunologické
lokaliza¢ni pokusy odhalujici lokalizaci proteinovych produktl téchto gent v burikach. AZ na
zakladé téchto pokust bude mozné definitivné prohlasit, Ze T. pyriformis a Monocercomonoides
sp. obsahuji geny pro komponenty SUF systému.

Dalsi otazkou, kterd se SUF systémem Uzce souvisi, je domnéla nepfitomnost gent pro typicky
mitochondrialni ISC systém. V transkriptomickych datech trimastixe ani monocercomonoida se
dosud nepodafil nalézt ani jedinou sekvenci kédujici protein tohoto systému. Prokazat
nepritomnost néjakého genu ¢i bunécného systému je ovsem pochopitelné vyrazné obtiznéjsi, nez
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prokazat jeho pfitomnost. Za relativné definitivni potvrzeni neptitomnosti ISC systému u
trimastixe bude moZné povaZovat az jeho nepfitomnost v osekvenovaném genomu.

Predpokladejme ovsem, Ze tomu tak skutecné je, Zze T. pyriformis a Monocercomonoides sp.
exprimuji funkéni SUF systém a zcela jim chybi systém ISC. Proteiny SUF systému u obou prvoku
nejevi zadnou specifickou ptibuznost homologickym sekvencim pochazejicim z fotosyntetickych
eukaryot, ani z B. hominis (Vacek, osobni sdéleni). Jejich pfitomnost u Preaxostyla tedy nelze
povaZovat za doklad jakékoli pfibuznosti k jinym skupindm eukaryot, ¢i dokonce davné
pfitomnosti plastidu. Je naopak velmi pravdépodobné, Ze spolecny ptedek T. pyriformis a
Monocercomonoides sp. ziskal SUF systém laterdlnim genovym prenosem z prokaryot, obdobné
jako B. hominis.

Dale, pokud T. pyriformis a Monocercomonoides sp. skute¢né nemaji ISC systém, pak jsou
jedinymi takovymi eukaryoty, s vyjimkou M. balamuthii a E. histolytica. Tyto dvé ménavky
pravdépodobné ztratily ISC systém v navaznosti na ziskani dvou proteinG systému NIF lateralnim
genovym prenosem (viz kapitola 3.9.3). MGZeme tedy vyslovit analogickou hypotézu, Ze u
Preaxostyla byl ISC systém funkéné nahrazen SUF systémem. U M. balamuthii (a s vyrazné mensi
jistotou i E. histolytica) jevi NIF systém dudlni lokalizaci v cytosolu a redukované mitochondrii
(Nyvitova et al., 2013). O bunécéné lokalizaci SUF systému u T. pyriformis a Monocercomonoides
sp. nemdame dosud Zadné indicie a tuto otdzku rozresi az budouci lokalizacni experimenty. Je
ovSem pozoruhodné, Ze v kazdé dosud studované mitochondridlni organele byla néjaka forma
systému syntézy FeS center objevena (mozna snad s vyjimkou E. histolytica, kde je mitozomalni
lokalizace NIF systému spornad). Tyto systémy tedy patrné hraji kliCovou, ne-li esencialni roli

v mitochondrii, nehledé na stupen jeji redukovanosti. Pokud se prokaze mitochondrialni lokalizace
SUF systému u T. pyriformis, pujde o dalsi podpofeni této hypotézy. Jesté pozoruhodnéjsi by
ovSem bylo, kdyby mitochondridlni organela T. pyriformis systém syntézy FeS center postradala.

Dale je zde otazka predpokladané sekundarni amitochondriality Monocercomonoides sp.,
pripadné vSech oxymonad (a zde opét vyvstava problém s obtiznym prokazovanim nepfitomnosti
konkrétniho bunécného systému. Urcitou jistotu budeme mit teprve, az bude k dospozici co
nejkompletnéjsi osekvenovany genom monocercomonoida). Pokud oxymonady (nebo alespon
néktefi jejich zastupci) skutecné mitochondriii ztratily, tak jde velmi unikatni jev mezi eukaryoty a
je na misté ptat se po pric¢inach této ztraty. Co umoznilo ztratu organely, ktera se u ostatnich
studovanych eukaryot zda byt nezbytnou?

Nem{Ze to souviset pravé s exogennim systémem syntézy FeS center? U B. hominis jsou
komponenty SUF systému (ve skuteénosti fuzni protein SufBC) lokalizovany v cytosolu (Tsaousis et
al., 2012), zatimco v redukované mitochondrii je lokalizovan typicky mitochondrialni ISC systém
(Stechmann et al., 2008). Tato redundance m(zZe mit fyziologickou ulohu pfi pfenosu B. hominis
mezi hostiteli vnéjSim prostfedim bohatym na kyslik. Experimenty totiz ukazaly silné zvySenou
expresi SUfBC v bunkach B. hominis vystavenych oxida¢nimu stresu (Tsaousis et al., 2012), coz je
konzistentni s roli SUF systému pfti oxidacnim stresu u bakterii. U B. hominis tedy mohl byt
laterdlné preneseny SUF systém zachovan diky selekéni vyhodé, kterou pro tento anaerobni
organizmus predstavuje v aerobnim prostredi. Zfejmé ale existuje i selekcni tlak pro zachovani ISC
systému v mitochondrialni organele. Jak T. pyriformis, tak Monocercomonoides sp. jsou
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mikroaerofilni, ne striktné anaerobni organizmy. Z toho divodu se zda logickou hypotéza, Ze i
v jejich pfipadé k zafixovani SUF systému vedla adaptace na oxidacni stres.

Zde se tedy nabizi pfileZitost pro srovnani zastupcl Preaxostyla s B. hominis. Pokud T. pyriformis a
Monocercomonoides sp. skute¢né zcela nahradili sv(j ISC systém SUF systémem, jaky je onen
selekéni tlak, ktery u nich chybi a naopak u B. hominis je natolik vyznamny, Ze si vyzadal zachovani
dvou redundantnich bunécnych systému? A pokud Monocercomonoides sp. opravdu ztratil
mitochondrialni organelu, miZe to souviset se ztratou ISC systému v ni lokalizovaného?

7.1.2. Rubrerythrin

Jak jsme zminili v kapitole 3.9.1 o hydrogenozomu T. vaginalis, rubrerythrin (Rbr) je peroxidaza,
tedy enzym preménujici vysoce reaktivni peroxid vodiku na vodu. MiZe tedy mit tlohu v reakci na
oxidacni stres. U T. vaginalis je Rbr lokalizovan v hydrogenozomu, je tedy pro nas zajimavy coby
potencialni protein mitochondridlni organely trimastixe.

V pripadé Rbr je nutna stejna opatrnost jako u proteini SUF systému. To, Ze jsme jeho kéduijici
sekvenci nalezli v transkriptech trimastixe i monocercomonoida nelze povaZovat za dikaz jejich
pritomnosti v genomech téchto organizma. O bunécné lokalizaci danych proteint nemluvé.

7.1.3. Systém Stépeni glycinu

V transkriptomu T. pyriformis byly identifikovany sekvence gen( kédujicich vSechny komponenty
systému Stépeni glycinu, tedy proteiny H, L, T a podjednotky P1 a P2. Zajimavé je, Ze GCS
trimastixe je zfejmé chimérického plvodu, kdy proteiny L a T pochazeji od eukaryotickych predk
T. pyriformis, zatimco proteiny P1, P2 a pravdépodobné i H byly do genomu trimastixe laterainé
preneseny z bakterii (viz kapitola 3.7.2.1, Hampl et al., 2008).

Vysledky nasich experiment, uvedené v této praci, nejsou definitivnim dokladem pritomnosti H-
proteinu v mitochondrialni organele T. pyriformis, pouze zvysuji pravdépodobnost takové
lokalizace. Imunoblot frakci T. pyriformis s protilatkou proti ToGCSH je dokladem lokalizace tohoto
proteinu v membranovych organeldch obecné. Imunofluorescenéni mikroskopie, kterd ukazala
kolokalizaci nasi protildtky proti TpGCSH s protilatkou proti lidskému GCSH, pak doklada lokalizaci
H-proteinu v drobnych vaccich v cytoplazmé. Na zakladé téchto informaci ovsem neni mozné
vacky obsahujici H-protein prohlasit za mitochondrialni organely.

Definitivni doklad mitochondridlni lokalizace H-proteinu poskytly az pozdéjsi
imunoelektronmikroskopické pokusy metodou ImmunoGold. Ty ukazaly lokalizaci nasi protilatky
proti TpGCSH do dvojmembranovych organel o stejném vzhledu jako drive identifikované
potencialni mitochondrialni organely (Zubacova, osobni sdéleni).

Dalsi doklady mitochondrialni lokalizace GCS u trimastixe poskytly experimenty s transformaci
kvasinek. Fluorescencné znacené proteiny H a P1 byly transportovany do mitochondrii S.
cerevisiae. Jako negativni kontrola poslouzil H-protein T. pyriformis s odstranénou N-terminalni
extenzi. Ten nebyl burikou S. cerevisiae rozpoznan jako mitochondridlni protein a fluorescencni
mikroskopie ukazala jeho lokalizaci v cytosolu (Zubacova et al., 2013).
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Na zakladé téchto vysledk( tedy mizZeme prohlasit, Ze mitochondridlni organela T. pyriformis
pravdépodobné obsahuje kompletni systém Stépeni glycinu a metabolismus této aminokyseliny je
tak jeji prvni jednoznacné identifikovanou funkci.

7.1.4. Hydrogenazy

Pro uvahy o funkci mitochondridlni organely T. pyriformis je zasadni zjistit, zda ma dlohu

v energetickém metabolismu bunky. Vzhledem k tomu, Ze podezielé dvojmembranové organely
na elektronmikroskopickych snimcich nejvice pfipominaji hydrogenozomy, je nasnadé se ptat, zda
jsou v nich lokalizovany [FeFe]hydrogenazy, jejichZ kédujici sekvence byly nalezeny

v transkriptomech trimastixe.

Z toho dlivodu jsme zapocali praci na pripravé protilatek proti jednotlivym hydrogendzam a to
takovym zpUlsobem, aby byly pokud moZzno schopné rozeznavat mezi jednotlivymi paralogy téchto
proteinl. Je totiz moZné, Ze rlzné paralogy maji odliSnou bunécnou lokalizaci. Prace na pfipravé
protilatek se dosud neskoncily.

Dale jsme provedli experimenty s transformaci S. cerevisiae geny pro fluorescencné znacené
proteiny hydrogenaza 2 a hydrogendza 3 plivodem z trimastixe. Témito pokusy jsme méli

v umyslu zjistit, zda primarni struktura danych proteinl obsahuje signalni sekvence pro import do
mitochondrie.

Vysledky transformacnich experiment( jsou nejednoznacné. Fluorescencni mikroskopie sice
ukazala kolokalizaci signalu ze znacenych protein( T. pyriformis se signalem barvy specificky
znacici mitochondrie, ale Uspésné transformované buriky S. cerevisiae jevily znacné pozménénou
morfologii. Pfedevsim v nich, na rozdil od bunék obarvenych pouze MitoTrackerem, nebyla patrna

typickd mitochondrialni sit.

Proto se obavame, Ze vysledky téchto pokusl predstavuji artefakty a nemuizeme je povazovat za
doklady bunécéné lokalizace danych protein(i. Abychom ovéfili, zda jsou pozorované kvasinky
skutecné uspésné transformované fluorescencné znacenymi proteiny trimastixe, testovali jsme
vzorky domnéle transformovanych kvasinek imunoblotem s protilatkou proti GFP. Tyto pokusy
zatim u zadné kultury kvasinek neukdzaly pozitivni vysledek. Proto nemGzeme brat vysledky
fluorescenéni mikroskopie téchto kultur za signifikantni a transformaci je nutné opakovat.
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1)

2)

3)

Zavéry

V transkriptomu T. pyriformis jsme identifikovali sekvence kédujici proteiny SufB, SufC,
SufS a Rubrerythin. Homology vSech 4 sekvenci byly nalezeny i v transkriptomu
Monocercomonoides sp.

Vytvofili jsme protilatku proti H-proteinu GCS trimastixe. Tato protilatka kolokalizuje
s komeréné dostupnou protildtkou proti lidskému H-proteinu v diskrétnich bodech
v cytoplazmé trimastixe. Na imunoblotu tato protildtka rozpoznava protein o velikosti
odpovidajici H-proteinu ve frakci obsahujici mitochondridlni organely T. pyriformis a nic
nerozpoznava ve frakci obsahujici cytosol T. pyriformis.

Lokalizace hydrogenazy 2 a hydrogenazy 3 T. pyriformis vnesenych do bunék S. cerevisiae
poskytla nejednoznacéné vysledky a bude nutné ji opakovat.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ADI arginin deiminaza

AK adenylatkinaza

ALT alanin aminotransferaza

AS ATP sulfurylaza

Asp kyselina asparagova

ATP adenosin trifosfat

CBB coomasie brilliant blue

CoA koenzym A

CS cystein syntaza

dH,0 destilovana voda

EGTA ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova

FBA fruktdzabisfosfataldolaza

FeS Zelezosirny

FNR ferredoxin:NADP" reduktaza

GCS systém Stépeni glycinu

GDH glutamat dehydrogenaza

Glu kyselna glutamova

GPI fosfoglukoizomeraza

HsGCSH H-protein GCS Homo sapiens

Hyd [FeFe]lhydrogenaza

HydF maturaza hydrogenaz F
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IgG imunoglobulin G

IPTG isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid

LB lysogeny broth - lyzogenni vyvar

MC mitochondrialni prenasece

MCF rodina mitochondriélnich prenasecud

Mono Monocercomonoides sp.

NAD nikotinamid adenin dinukleotid

NIF nitrogen-fixation system

OTC ornitin transkarbamylaza

PAM/Pam presequence translocase-associated motor

PCR polymerdazova rfetézova reakce

PFO pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza

PGK fosfoglyceratkinaza

PK pyruvatkinaza

PPDK pyruvatfosfatdikinaza

PSAT fosfoserin aminotransferaza

RPM rotation per minute - otacek za minutu

SCS sukcinatthiokinaza

Ser serin

SocC super optimal broth

SUF mobilization of sulfur system

TEMED tetrametyletylendiamin
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TOM/Tom translokaza pres vnéjsi membranu

TpGCSH H-protein GCS T. pyriformis

TRX thioredoxinova draha
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Abstract

All eukaryotic organisms contain mitochondria or organelles that evolved from the same endosymbiotic event like classical
mitochondria. Organisms inhabiting low oxygen environments often contain mitochondrial derivates known as
hydrogenosomes, mitosomes or neutrally as mitochondrion-like organelles. The detailed investigation has shown
unexpected evolutionary plasticity in the biochemistry and protein composition of these organelles in various protists. We
investigated the mitochondrion-like organelle in Trimastix pyriformis, a free-living member of one of the three lineages of
anaerobic group Metamonada. Using 454 sequencing we have obtained 7 037 contigs from its transcriptome and on the
basis of sequence homology and presence of N-terminal extensions we have selected contigs coding for proteins that
putatively function in the organelle. Together with the results of a previous transcriptome survey, the list now consists of 23
proteins — mostly enzymes involved in amino acid metabolism, transporters and maturases of proteins and transporters of
metabolites. We have no evidence of the production of ATP in the mitochondrion-like organelle of Trimastix but we have
obtained experimental evidence for the presence of enzymes of the glycine cleavage system (GCS), which is part of amino
acid metabolism. Using homologous antibody we have shown that H-protein of GCS localizes into vesicles in the cell of
Trimastix. When overexpressed in yeast, H- and P-protein of GCS and cpn60 were transported into mitochondrion. In case of
H-protein we have demonstrated that the first 16 amino acids are necessary for this transport. Glycine cleavage system is at
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the moment the only experimentally localized pathway in the mitochondrial derivate of Trimastix pyriformis.
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Introduction

In the last decades, systematic research has considerably
improved our knowledge regarding the functions of mitochondrial
homologues in many eukaryotic lineages. Particular interest has
been paid to microbial parasites and protists that thrive
facultatively or obligatorily under anaerobic or microaerophilic
conditions (for recent reviews see e.g. [1-3]). It has been shown
that their mitochondria often deviate remarkably from the text-
book picture. For example, various reductions of components of
membrane electron transport chain can be found. Instead of
canonical four complexes plus F,F; ATPase, the complexes III
and IV are absent in Blastocystis and Nyctotherus derivates of
mitochondrion [4-7]. The path of electrons in these truncated
electron transport chains ends at fumarate or in the case of
Blastocystis also at oxygen to which the transfer is mediated by the
complex of alternative oxidase [4-7]. Many obligatory anaerobes
and microaerophiles lack a respiratory chain completely [3,8,9]
and the enzyme [FeFe]hydrogenase provides the sink for electrons
produced by redox reactions in their organelles. This enzyme
transfers these electrons to protons producing hydrogen gas, a
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typical feature of hydrogenosomes that represent one functional
class of organelles homologous to mitochondrion. Notable
variation has evolved also in the enzymatic machinery metabo-
lizing pyruvate. In mitochondria of anaerobes and microaero-
philes, the canonical pyruvate dehydrogenase complex is usually
substituted by the analogous enzymes pyruvate:ferredoxin oxido-
reductase, pyruvate:NADH oxidoreductase or pyruvate formate
lyase [10-12]. Some organisms possess two or even all three types
of these enzymes. Finally, neither the metabolism of pyruvate nor
the ATP production is a function common to all mitochondrial
homologues. These processes are absent in the most minimalistic
versions of these organelles — mitosomes of Guardia, Entamoeba,
Cryptosporidium and microsporidia [8,13-17]. Yet, the mitochondria
even in their miniature form are apparently still essential for
eukaryotic cells, as all eukaryotes studied so far possess them. The
functions of these minimalistic mitochondrial homologues (mito-
somes) and perhaps the most basic function of all mitochondrial
homologues, has not been established yet. The synthesis of FeS
clusters 1s often mentioned in this context [18].

Metamonada is a group composed exclusively of anaerobes and
microaerophiles [19,20]. The mitochondrial organelles of two
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metamonad lineages, parabasalids (i.e. Trichomonas) and fornicates
(i.e. Guardia), have been extensively studied. It has been reported
that the proteome of purified hydrogenosomes of Trichomonas
vaginalis consists of more than 500 proteins, however, many of
them may be only externally associated [9,21]. The metabolism of
the parabasalid hydrogenosome has been reconstructed to fine
details and most enzymes have been biochemically characterized
[22]. 139 proteins have been found in the mitosomal fraction of
Giardia, however, only 20 of them have been experimentally
verified as bona _fide mitosomal proteins [8]. The only biochemically
verified function of the Giardia mitosome remains the synthesis of
FeS clusters [23]. The third lineage of Metamonada — Preaxostyla
— consists of oxymonads and Trimastix [24]. Nothing is known
about the mitochondrial homologues of oxymonads and besides
one observation [25] no such organelles have been observed in this
group. Double membrane bounded organelles have been
described in Trimastiv [26-28]. Several transcripts typical for
mitochondrial proteins have been found among 10 000 tran-
scriptome reads of Trimastix pyriformis (see Table 1 in [29]). Four of
these transcripts (cpn60, H-protein, T-protein and Pl-protein of
glycine cleavage system) contained short extension at their 5” end
in comparison with bacterial homologues, i.e. putative mitochon-
drial targeting sequences. However, none of these presequences
are recognized by prediction software trained to recognize these
sequences in other organisms. Likewise, none of these proteins
have been experimentally localized to a cellular compartment. In
this paper, we build on this previous work and present a more
thorough transcriptome analysis based on 454 sequencing and
more importantly bring the first experimental evidence for
localization of cpn60 and enzymes of glycine cleavage system in
the mitochondrial homologue of Trimastix.

Results

Proteins putatively localized to Trimastix mitochondrion-
like organelle

In order to detect proteins putatively localized in the organelle
of Trimastix, we have generated new set of transcriptomic data. In
two runs of 454 sequencing of Trimastix mRNA we have produced
in total 643 758 reads of Trimastix mRNA that were assembled into
7 037 contigs and 33 204 singletons. The contigs were
automatically annotated using dCAS pipeline (http://exon.niaid.
nih.gov). The contigs and singletons were then screened using
HMM for proteins of protein transport machinery and mitochon-
drial carriers. Selected candidates were manually investigated for
the presence of functional domains. Furthermore, the set of contigs
and singletons was searched using standalone BLAST with Giardia
intestinalis mitosomal proteins, Trichomonas vaginalis hydrogenosomal
proteins and TCA cycle enzymes as queries. Best hits were further
screened by predictor of protein localization Euk-mPloc 2.0. [30].
Putative organellar proteins predicted by Euk-mPloc, in which the
presence of N-terminal targeting presequence is expected, were
investigated for the presence of N-terminal targeting signal by
three predictor programs (Table S1). Besides two exceptions
(HydE and ornithine transcarbamylase), the proteins were not
strongly predicted as mitochondrially targeted. Nevertheless, 9
proteins (including HydE and ornithine transcarbamylase) showed
N-terminal extensions relative to the bacterial homologues in their
alignments (Figure S1). Even if most of these extensions were not
recognized as putative targeting peptides, we still consider this
possibility and below present experimental evidence that the
extension present in the H-protein of glycine cleavage system is
indeed required for protein targeting into mitochondrion. We used
the presence of an N-terminal extension as an important criterion
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for inclusion in the list of proteins predicted to localize into the
mitochondrion-like organelle. Proteins in which the extension was
not demonstrated were included only if they were functionally
linked to other proteins in the list (hydG, P2-protein of glycine
cleavage system) or if they were considered as strictly or almost
strictly mitochondrially localized proteins (e.g. Tom40, Sam50,
hydG, mitochondrial processing peptidase). The final list of
proteins predicted to localize into the mitochondrion-like organelle
of Trimastix on the basis of current data and the basis of data of
Hampl et al. [29] is given in Table 1.

These proteins are involved in amino acid metabolism (glycine
cleavage system, serine hydroxymethyltransferase, ornithine trans-
carbamylase), co-factor metabolism (pyridine nucleotide transhy-
drogenase B+a, lipoyltransferase), transport and maturation of
proteins (Tom40, Sam50, one member of Tim17 family, Pam18,
mitochondrial processing peptidase, cpn60 and [FeFe]hydrogen-
ase maturases) and transport of other metabolites (proteins of
membrane carrier family). Mitochondrial type aconitase is the
only enzyme involved in energy metabolism that was included in
the list. Enzymes of pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFO) and
[FeFe]hydrogenase were not listed because there are no strong
indications that they are localized in the organelle. Neither
[FeFe]hydrogenase nor PFO contained obvious N-terminal
extensions. The substrate specificity of four identified membrane
carriers (PFAM PF00153) was estimated according to the sequence
similarity as well as to the presence of the residues known to be
involved in the substrate binding [31]. Hence, the inner
membrane of the mitochondrion-like organelle likely accommo-
dates the ADP/ATP, 2-oxodicarboxylate and folate carriers.
Although the fourth identified protein shares the signature motives
of the protein family, the substrate specificity could not be
estimated due to the high sequence divergence.

Glycine cleavage system is localized to Trimastix
mitochondrion-like organelle

Given the fact that the complete set of glycine cleavage system
(GCS) enzymes has been found in the transcriptome of Trimastix
and that three of these proteins (H-, P1- and T-protein) contained
5’ extensions, it seem likely that the complete glycine cleavage
system is localized in the organelle. To corroborate this hypothesis
we have performed three experiments.

Firstly, we have used the Saccharomyces cerevisiae heterologous
expression system with the assumption that protein localized into
the mitochondrion-like organelles in Trimastix will also be
recognized as mitochondrial protein by the yeast mitochondrion.
As a positive control we have over-expressed a GIP-tagged version
of Trimastix cpn60, the classical mitochondrial marker, in yeast.
The fluorescence microscopy showed that the GFP signal co-
localized with the signal from MitoTracker that highlighted yeast
mitochondria (Figure 1). This demonstrates that the protein
transport machinery of the yeast mitochondrion is able to
recognize Trimastix organellar proteins. Analogously to cpn60,
we over-expressed GFP-tagged P1- and H-proteins. The fluores-
cence microscopy showed that the GFP signal co-localized with
the signal from MitoTracker (Figure 1) indicating that both
proteins were transported into the yeast mitochondria. As a
negative control we have over-expressed a GIP tagged H-protein
that was truncated at the N-terminus and started with the 17
amino acid. The truncated H-protein remained in the cytosol of
yeast (Figure 1). Besides serving as a negative control, the latter
experiment also confirmed our expectation that the N-terminal
extension observed in H-protein bears a signal necessary for
targeting of the protein into the mitochondrion-like organelle.
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Table 1. List of the proteins putatively localized in the mitochondrion-like organelle of Trimastix pyriformis.

Sequence accession N-terminal

Product numbers extension Experimental evidence
Aconitase TCA cycle enzyme EU086483 Yes No
hydE Maturation of [FeFe] hydrogenase JX657285 Yes No
hydF* Maturation of [FeFe] hydrogenase JX657286 Yes No
hydG Maturation of [FeFe] hydrogenase JX657287 ? No
H-protein of glycine cleavage system central protein in GCS EU086492 Yes Yes
P1-protein of GCS Glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 1 EU086490 Yes Yes
P2-protein of GCS Glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 2 EU086491 ? No
L-protein of GCS Dihydrolipoyl dehydrogenase EU086501 No No
T-protein of GCS Aminomethyltransferase EU086485 Yes No
Lipoyltransferase Lipoylisation of enzymes EU086495 ? No
Serine hydroxymethyltransferase* Amino acid metabolism JX657288 Yes No
Ornithine transcarbamylase* Amino acid metabolism JX657289 Yes No
Tom40 Protein transport EU086500 NA No
Sam50* Protein transport JX657290 NA No
Tim17 protein family member* Protein transport JX657291 No No
Pam18* JX657292 No No
Protein transport

Mitochondrial processing protease a subunit Targeting sequence cleavage EU086496 No No
Cpn60 Protein folding EU086489 Yes Yes
Pyridine nucleotide transhydrogenase beta+alpha NAD and EU086499 No No
NADP interconversion

Membrane carrier 1 Putative ATP/ADP transporter EU086488 No No
Membrane carrier 2* Putative 2-oxodicarboxylate carrier JX657293 No No
Membrane carrier 3 Putative folate carrier EU086487 ? No
Membrane carrier 4* Transporter with unknown specificity JX657294 ? No
*The transcripts were identified in this study
doi:10.1371/journal.pone.0055417.t001

Secondly, we have used immunofluorescence microscopy Discussion

(Figure 2A, Figure S2) with two antibodies against the H-protein
of GCS — a commercial antibody against human H-protein (green
signal) and our in-house prepared antibody against Trimastix H-
protein (red signal). The green signal showed several spots that co-
localized with the red signal revealing dozens of bodies (putative
mitochondrion-like organelles) distributed predominantly around
the nucleus and in the posterior-ventral part of the cell.

Finally, we have applied the antibody against Trmastix H-
protein on the Western blot of cell fractions of Trimastix (Figure
2B). The signal of the expected size appeared in the high speed
pellet (HSP) and in the total lysate of Trimastix but neither in the
lysate of bacteria from the Trmastix culture (Bact) nor in the
supernatant (Sup) that contains the cytoplasm of Trimastix.

To see whether the organelle of Trimastix produces observable
proton potential, we have stained the cell of Trmastix with
MitoTracker Red CMXRos dye that specifically accumulates in
the mitochondria upon the presence of the membrane potential.
No stained vesicles were observed in Trimastix cells and only
diffused cytosolic signal was detected. Similar results were
obtained when MitoTracker Green FM was used, which does
not require membrane potential (not shown).
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In this second transcriptomic study of Trimastix pyriformis we
have produced, using 454 technology, more than 60x more reads
which formed 2,6x more contigs (not counting singletons) than in
the previous study [29]. Despite the massive increase in the
amount of data, we were able to predict only 8 new proteins that
putatively localize to the mitochondrion-like organelle (marked by
stars in the Table 1). These include HydF, serine hydroxymethyl-
transferase, ornithine transcarbamylase, Sam50, Timl7 protein
family member and Pam18. The number of contigs assembled (7
037 in this data set) is unlikely to cover the complete transcriptome
and so the discovery of new organellar proteins is expected in the
future.

In addition to the @ silico study, we gathered the first
experimental evidence in support of organellar localization of
cpn60 and two of the four enzymes of glycine cleavage system (H-
and Pl-protein). The evidence for putative functions of the
mitochondrion-like organelle is discussed below.

Amino acid metabolism

As many as seven enzymes in the list are directly involved in
amino acid metabolism, namely H-, P1-, P2-, T- and L-protein of
GCS, serine hydroxymethyltransferase (SHMT) and ornithine
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Figure 1. Over-expression of Trimastix proteins in yeast. The over-expression of GFP tagged proteins of Trimastix in Saccharomyces cerevisiae.
The columns represent the signals from GFP tag (green), MitoTracker (red), merged GFP and MitoTracker and DIC. Rows represent individual proteins:
cpn60, P1-protein of GCS, H-protein of GCS and H-protein of GCS truncated of the first 16 amino acids.

doi:10.1371/journal.pone.0055417.g001

A

Anti H-protein  Anti H-protein Merge DIC
(human) (Trimastix) with Hoechst

B Bact HSP Sup Total

14 kDa

Figure 2. H-protein of GCS localizes into vesicles (putative mitochondrion-like organelles) in Trimastix pyriformis. A)
Immunofluorescence microscopy of the Trimastix pyriformis cell. The green signal from antiH-protein (human) co-localizes with red signal from
the antiH-protein (Trimastix). The DNA is stained blue with Hoechst. B) Western blot on the cellular fractions of Trimastix pyriformis. The lines
represent pure bacteria Citrobacter sp. from the culture (Bact), high speed pellet of Trimastix (HSP), supernatant of Trimastix (Sup), total lysate of
Trimastix (Total).

doi:10.1371/journal.pone.0055417.g002
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transcarbamylase (OTC), the eighth enzyme, lipoyltransferase, is
involved only indirectly by lipoylisation of the H-protein [32].

The GCS catalyses a cycle of glycine catabolising reactions
producing methyl-tetrahydrofolate, NADH and COy and it can
function also in the opposite direction [33]. In eukaryotes, the
cycle is typically localized in the mitochondrion. The evidence for
the localization of GCS in the mitochondrion-like organelle of
Trimastix pyriformis seems to be relatively strong. All five enzymes
are present in the transcriptome (the two subunits of P-protein are
coded as separate proteins). Three of them (H, P1 and T) carry an
N-terminal extension and in the case of H-protein we have shown
that the N-terminal extension is necessary for its targeting to the
yeast mitochondrion. Two of these proteins (H and P1) have been
transported into the mitochondrion when over-expressed in yeast,
and finally the H-protein has been shown to be present in vesicles
(putative mitochondrion-like organelles) in Trmastix, by co-
localization of two antibodies. Although the ultimate evidence of
immunoelectron microscopy of Trmastix with anti H-protein
antibodies is still missing, considering the fact that GCS has never
been observed outside mitochondria or relative organelles in other
cukaryotes, the presence of the pathway in the mitochondrion-like
organelle of Trimastix is very likely.

Serine hydroxymethyltransferase catalyses a reversible conver-
sion of L-serine and tetrahydrofolate to glycine and 5,10-
methylenetetrahydrofolate. The reaction may therefore be directly
connected to GCS. Various isoforms of SHMT are present in the
cytosol, mitochondria and plastids of eukaryotes [34]. The
Trimastix enzyme contains an N-terminal extension when com-
pared to the bacterial counterparts and so we regard it as
putatively localized into the mitochondrion-like organelle (Figure
S1).

Ornithine transcarbamylase catalyses the reaction between
ornithine and carbamoyl phosphate with the formation of
citrulline. This reaction is a part of arginine catabolism in some
protists (arginine dihydrolase pathway) and of the urea cycle in
mammals. The arginine dihydrolase pathway consists of three
enzymes: arginine deiminase (ADI), OTC and carbamoyl kinase
(CK). It is localized in the hydrogenosome of Neocallimastix _frontalis
[35] but in the cytosol of Giardia [36], where it represents an
important source of ATP. In Trichomonas vaginalis, the pathway is
believed to be present also in the cytosol, however one enzyme of
the pathway, ADI, was found in the hydrogenosome [37]. While
ADI was not found in the transcriptome, CK is likely present in
Trimastix pyriformis. Similar to OTC, the Trimastix CK is related to
prokaryotic CKs but unlike OTC it apparently does not carry an
N-terminal extension and therefore was not included in the Table
1. The prokaryotic nature of both enzymes suggests that they may
represent bacterial contamination of the transcriptome data set.
On the other hand, the relatively high number of reads for these
transcripts (1486 for OTC and 640 for CK), which is more than
the number of reads of H-protein of GCS (233 reads) or SHMT
(210 reads) indicate that they may represent bona fide Trimastix
enzymes. The prokaryotic origin of Trimastix enzymes is, in fact,
quite common and other examples of such enzymes are the P1-
protein of GCS [29], for which organellar localization was
confirmed experimentally in this paper, and 4 out of 10 glycolytic
enzymes [38]. The confirmation of the presence and cellular
localization of arginine dihydrolase pathway in Trimastix pyriformis
deserves future research.

Energy metabolism

The only protein in the list directly involved in the energy
metabolism is a tricarboxylic-acid-cycle-enzyme aconitase. The
localization of a sole enzyme from the cycle in the compartment s,
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however, very suspicious, and this localization must be verified
experimentally before it should be considered more seriously. Even
if its localization was confirmed the actual function of the solitary
enzyme would remain questionable. Nevertheless this protein
fulfills the conditions to be included in the list. Being a homologue
of mitochondrial type aconitase and not the cytosolic version it was
predicted to localize in the mitochondrion-like organelle by Euk-
mPloc 2.0. and, furthermore, it contains a short N-terminal
extension.

The set of all three maturases of [FeFe]hydrogenase was found
in the transcriptome. Contigs for two of them have complete N-
terminus with an extension. These enzymes are essential for
maturation of [FeFe]hydrogenase in bacteria [39] but they have
been reported from only 5 eukaryotes so far: Trichomonas vaginalis,
Chlamydomonas — reihardti, Mastigamoeba  balamuthi, ~ Acanthamoeba
castelanit and Andalucia wncarcerate [10,40,41]. In Trichomonas and
Chlamydomonas these proteins are localized in the hydrogenosomes
and plastids respectively [40,41]. It is generally believed that the
maturases are always localized in the organelle where they assist
the maturation of the H-cluster of [FeFe]hydrogenase. The
presence of the N-terminal extensions makes them serious
candidates for organellar proteins in Trimastix. The presence of
maturases would suggest that the [FeFelhydrogenase itself is
present in the organelle as well. So far we have no evidence for the
localization of [FeFe]hydrogenase and none of the three homo-
logues present among the transcripts bears N-terminal extension
indicating the organellar localization. For this reason, [FeFe]hy-
drogenase was not included in the Table 1. The same applies to
pyruvate:ferredoxin oxidoreductase, an enzyme that is often
functionally connected to [FeFe]hydrogenase.

Protein transport

Six proteins involved in the transport, processing and matura-
tion of proteins (not counting the specific [FeFe]hydrogenase
maturases) have been found: Tom40, Sam50, one member of
Tim17/22/23 family, Paml8, o subunit of mitochondrial
processing peptidase (MPP) and cpn60 (Figure 3). This set of
proteins represents the basic functional core of protein transport
machinery: Tom40 and Tim17/22/23 being the outer- and inner-
membrane transport pores, respectively, Sam50 functions as
assembly machinery for Tom40 and Paml18 being the part of
the motor complex associated with Tim17/22/23 translocase.
Upon protein import the MPP cleaves off the targeting peptides
and cpn60 assists the protein folding. The Trimastix protein
transport machinery in this composition would be slightly more
complex than the machinery in the mitosome of Giardia where the
inner membrane pore and Sam50 is missing [8]. We however
expect that the Trimastix protein transport machinery set is not
complete yet and more components will be discovered in the
future. Conspicuously absent from all 7rmastix genomic data sets
are the genes encoding BMPP and mtHsp70, two proteins that
have been found in most mitochondrion-related organelles
examined to date.

Other membrane proteins

Pyridine nucleotide transhydrogenase (PNT) used to be
regarded as a specific protein of the inner membrane of the
mitochondrion [42] until Yousuf et al. [43] have shown that it
localizes into vesicles different from mitosomes in FEntamoeba
histolytica. PN'T transfers hydride ion between NAD(H) and
NADP(H) and simultaneously transfers proton across the mem-
brane [44]. Structurally the protein functions as a homodimer and
each monomer consist of two domains o and 8. These domains are
expressed as separate proteins in prokaryotes but as a single
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Figure 3. Schematic representation of protein import machin-
ery in Trimastix pyriformis mitochondrion-like organelle.
doi:10.1371/journal.pone.0055417.g003

protein in eukaryotes. In the first study of the transcriptome of
Trimastix [29], we found the domains in separate contigs and
concluded that they were expressed independently as in prokary-
otes. In the assembly of the 454 reads, however, the two subunits
appeared in a single contig suggesting that the two domains are
encoded by a single gene and expressed as a single protein like in
other eukaryotes.

In the present and previous study we have identified altogether
four members of the mitochondrial carrier family and we
designated them as membrane carrier protein 1-4. As proteins
from this family have also been reported from the membranes of
peroxisomes and plastids [45—47], their presence in the membrane
of mitochondrion-like organelle is only putative. The carriers
designated now as carriers 1 and 3 have been previously reported
upon [29], the carriers 2 and 4 were identified in the current data
set. The carrier 3 listed in the Table 1 in [29] has been excluded
from the current list, as we have serious doubts about its affiliation
into mitochondrial carrier family. According to the conserved
residues and phylogenetic relationships to other carriers we expect
that carrier 1 transports adenine nucleotides (e.g. ATP, NAD),
carrier 2 transports 2-oxodicarboxylates (e.g. 2-oxoglutarate) and
carrier 3 transports folate. The substrate specificity of carrier 4
cannot be predicted from the sequence itself. The presence of
glycine cleavage complex in the organelle indeed requires the
transport of NAD/NADH and folate but also the transport of
amino acids (glycine or serine). The latter molecules may be
transported by carrier 4 or by carriers that have not been
identified so far. Mitochondrial carriers typically need a proton
potential across the inner mitochondrial membrane to properly
function [31]. As we were not able to detect a proton potential
using MitoTracker Red, it is possible that the carriers can operate
under small or even without membrane potential. Similarly the
carrier proteins of peroxisomes [31] and Entamoeba mitosomes [48]
are thought to be membrane potential-independent.

Conclusions

The transcriptome sequencing using 454 technology enriched
the list of proteins putatively localized into the mitochondrion-like
organelle of Trimastix to a total number of 23 proteins. Most of
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these proteins are involved in the metabolism of amino acids,
transport and maturation of proteins and transport of metabolites.
Neither PFO nor [FeFe]hydrogenase were included in the list as
there is no evidence for them to be present in the organelle neither
there is evidence that the organelle produces ATP. Mitochondrial
localization of most of the listed proteins remains only putative and
should be confirmed experimentally in the future. The first such
evidence has been presented for the enzymes of glycine cleavage
complex, which is at the moment the only experimentally localized
pathway in the Trmastix mitochondrion-like organelle.

Materials and Methods

Preparation of T. pyriformis cDNA

T. pyriformus (strain RCP-MX, ATCC 50935) total RNA was
isolated from 16x107 cells using TRIzol Reagent (Invitrogen). 7.
pyriformis mRNA transcriptome was captured from total RNA with
Dynabeads mRNA Purification Kit (Invitrogen). cDNA was then
prepared using Smarter PCR c¢cDNA Synthesis Kit (Clontech)
according to the manufacturers protocol with 19 cycles of cDNA
amplification.

454 transcriptome sequencing and annotation

Sequencing library optimized for Roche/454 Titanium se-
quencing was prepared using GS FLX Titanium Rapid Library
Preparation Kit from double-stranded cDNA. Fragment library
was titrated by enrichment and prepared for sequencing by
emulsion PCR on two regions of a two-region GS-FLX Titanium
PicoTitre TM plate. The reads were cleaned of all adaptor/primer
and polyA sequence. Newbler (v2.6; Roche/454 Sequencing) and
the default parameters (40 bp overlap; 90% identity) were used for
the assembly of 644 537 reads (average length 399 bp). These were
assembled into 7 037 contigs and 6 255 isogroups (33 204
singletons remained). Isogroups can either represent alternatively
spliced genes (with contigs indicating exons, and isotigs represent-
ing splice forms), or sets of recently duplicated genes (with contigs
representing regions of divergence since duplication, and isotigs
representing the divergent genes) either as gene families or
multiple alleles of the same gene.

All contigs were automatically annotated using dCAS pipeline
(http://exon.niaid.nih.gov). In this pipeline all the contigs were
analyzed by SignalP 3.0 server [49] to predict import signals and
with TMHMM2.0 server [50] to predict transmembrane o-
helices. Local BLASTX search against downloaded NCBI
database (non redundant protein database from 11.7.2012) was
used for annotation of contigs.

Candidate proteins of membrane protein translocation com-
plexes were determined by HMM search of all six frame
translation of contigs and singletons. The selected transcripts were
further analyzed by HHpred search at http://toolkit.tuebingen.
mpg.de/hhpred [51].

Standalone BLAST searches against the 7rimastix contigs and
singletons were performed in BioEdit 7.1.3.0. [52] using the set of
20 mitosomal proteins of Giardia intestinalis [8] and 413 hydro-
genosomal proteins of Trichomonas vaginalis (Table S1 in [9]) as
queries. The best hits were further submitted to Euk-mPloc 2.0
[30] for prediction of cellular localization. Proteins that were
predicted to localize into mitochondria or chloroplasts were
further investigated. For each such candidate for mitochondrial
matrix protein, 10-20 closest eukaryotic and prokaryotic homo-
logues were downloaded from the GenBank. The proteins were
aligned and the alignment was manually refined in BioEdit
7.1.3.0. [52]. The completeness of the Trimastix protein sequences,
the start codons and the presence or absence of N-terminal
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extension were estimated based on this alignment. Trimastix
proteins that exhibited N-terminal extension relatively to the
prokaryotic homologues were selected.

The sequences of newly determined candidate organellar
proteins are stored in GenBank under accession numbers
JX657285-JX657294. The Transcriptome Shotgun Assembly
project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under
the accession GAFHO00000000. The version described in this
paper is the first version, GAFH01000000.

Preparation of constructs for over-expression in yeast

T. pyriformis genes were PCR amplified from c¢DNA using
EmeraldAmp Max PCR Mastermix (Takara) and the following
primers: Glycine cleavage system H-protein (GenBank ID:
EU086492) — 5TCTAGAATGCAGCGCCTTTTCTCT (Xbal
site in bold) and 5AAGCTTATGCTGGGTCTTGAGGAA
(HindIII site in bold); N-terminally truncated version of H-protein
~ 5TCTAGAATGGCTCGGTTTGCCGGCGAG (Xbal site in
bold) and 5AAGCTTATGCTGGGTCTTGAGGAA (HindIII
site in bold); P1 protein of glycine cleavage system (GenBank ID:
EU086490) — 5TCTAGAATGCAGAACCTTTCTCGC (Xbal
site in bold) and 5AGCTTCAGGGAGGCGCGCAGGGC
(HindIII' site in bold); cpn60 (GenBank ID: EU086489) —
5TCTAGAATGCAGGCCCTGTTTTCC (Xbal site in bold)
and 5 AAGCTTGAATGGCTTGGGCAGGCC (HindIII site in
bold). The PCR products were cloned into pUG35 vector with
GI'P tag at the 3 end.

Transformation of yeasts

The wild type Saccharomyces cerevisiae strain YPH499 (ATCC
number: 204679) was used in this study. Yeasts were grown on
plates with YPD agar medium (for 500 ml: D-glucose, Penta: 10 g;
yeast extract, Oxoid: 5 g; trypticase peptone, BBL: 10 g; agar,
Oxoid: 6 g) at 30°C. Transformation of the yeasts with 2 ug of
plasmid DNA was performed using LiAc/SS-DNA/PEG method
according to Gietz and Schiestl [53]. Transformants were selected
on synthetic drop-out medium without uracil (for 500 ml: D-
glucose, Penta: 10 g; yeast nitrogen base, Sigma: 3,35 g; yeast
synthetic drop-out medium supplement, Sigma: 0,96 g; agar,
Oxoid: 6 g) at 30°C. Only transformants containing plasmids with
cloned 7. pyriformis genes were able to grow on medium lacking
uracil. Expression of GFP-tagged proteins of 7. pyriformis in yeasts
was analyzed 3 days after transformation. Mitochondria were
labeled with MitoTracker Red CMXRos dye (Molecular probes,
cat. # M7512).

Antibody production

Rat polyclonal antibody was raised against 7. pyriformis GCS H-
protein. A 6xHis-tagged version of this protein was expressed from
plasmid pET42b in Escherichia coli BL21 DE3. Protein was purified
by immobilized-metal affinity chromatography using Ni-NTA
resin under denaturing conditions using 8 M urea according to the
protocol described in the QIAExpressionist handbook (Qiagen). A
rat was immunized with purified protein in acrylamide gel for a
period of 12 weeks (300 pg of antigen was used per 1 subcutaneous
injection every 4 weeks).

The serum specific for 7. pyriformis GCS H-protein was tested
for reactivity on Western blot using Trimastix cell fractions (whole
cell lysate, cytoplasm, high speed pellet) as well as Citrobacter sp.
lysate.
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Trimastix fractionation of cellular extracts

T. pyriformus cell fractions (cytosol and organelle-rich fraction)
were obtained by differential centrifugation as previously de-
scribed [54] with slight modifications. 7. pyrgformus (2.5 liters of the
cell culture) was filtered from bacteria using Cyclopore Track
Etched Membrane, 3um (Whatman). Filtered Trimastix was
pelleted by centrifugation for 10 minutes at 3000 x g. Cells were
resuspended in 1 ml of cold 3% LB medium (L3022, Sigma; for
3% LB dilute 30 ml of LB medium in 970 ml of distilled water)
containing protease inhibitor cocktail (Roche, cat. #
11836170001). Cells were placed on ice and homogenized by
sonication (1-2 times for 1 minute at amplitude 40). Cells were
checked by light microscope after each round of sonication.
Homogenate was centrifuged for 10 minutes at 500 x g at 4°C.
The pellet was discarded. The supernatant was centrifuged
30 minutes at 100000 x g at 4°C to pellet the organelles.
Organelles were resuspended to final volume of 50ul of 3% LB
medium containing protease inhibitor cocktail. The supernatant
containing the cytosol was centrifuged again for 45 minutes at
100000 x g at 4°C. The pellet was discarded.

T. pyriformis cell fractions were analyzed by SDS-PAGE and
Western blotting.

Preparation on Trimastix pyriformis immunofluorescence
slides

The slides were prepared using immunostaining protocol with
coverslips according to Dawson et al. [55] with the following
modifications. Trimastix cells in the growth medium were fixed
with 2% paraformaldehyde solution for 30 minutes at room
temperature. Fixed cells were dispensed on coverslips coated with
15 ul of Poly-L-lysine solution (Sigma) and left for one hour to
adhere. Coverslips with adhered cells were air dried. Preparations
were blocked with PEMBALG solution (PEM buffer; 1% BSA;
0,5% cold water fish skin gelatin; 100 mM lysine; 0,1% sodium
azide) for 30 minutes at room temperature. Cells were incubated
overnight with antibodies against human GCS H (Abnova) and
against Trimastix GCS H (both diluted 1:200) on parafilm.
Preparations were incubated on parafilm with secondary antibod-
ies Alexalluor 488 Goat Anti-Mouse and AlexaFluor 594 Goat
Anti-Rabbit (Molecular probes) diluted 1:1000. Coverslips were
washed three times with PEM buffer. The last wash was
performed with addition of the Hoechst 33342 stain (Molecular
probes) into PEM buffer (1:1000 of dilution). Coverslips were
mounted onto slides using VECTASHIELD Mounting Medium
(Vector Laboratories).

Immunofluorescence microscopy

The images were collected using a fluorescence microscope
IX81 equipped with IX2-UCB camera (Olympus) with a 100x
immersion oil objective and CellR software. Images were
processed by Image] software (NIH, Bethesda, MD, USA).

Supporting Information

Figure S1 The N-terminal parts of protein alignments
demonstrating the presence of extension in Trimastix
protein relatively to the prokaryotic homologues.

(PDF)

Figure S2 Immunofluorescence microscopy of two
additional Trimastix pyriformis cells. The green signal
from antiH-protein (human) co-localizes with red signal from the
antiH-protein (7rimastix). The DNA is stained blue with Hoechst.
(PDI)
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Table S1 The probability of mitochondrial localization
of selected Trimastix proteins as predicted by PSORT

11,

TargetP and Multiloc2 programs.

(DOCX)
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