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Abstrakt

Mastigamoeba balamuthi je volné zijici améba, sesterskd skupina jednoho z nejrozsifenéjSich
puvodct parazitarnich onemocnéni Entamoeba histolytica. Béhem svého zivota mize M. balamuthi
vyuzivat k produkci ATP nejméné cCtyfi ruzné zdroje energie. Kromé glukoézy, standardniho
kultiva¢niho zdroje energie, miize améba vyuzivat pentdzy xylozu a arabinozu a také aminokyselinu
L-arginin. Tato prace posuzuje preferovany zdroj energie améby na zékladé morfologickych
a fyziologickych vlastnosti, jako je rust a velikost bunék, pohyblivost, pocet jader a koncové
metabolické produkty. Po vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdilti se doslo k zavéru, ze glukdza
se zda byt mén¢ preferovanym zdrojem energiec nez pentdzy. Proto bylo navrzeno nahradit

v kultivaénim médiu M. balamuthi v§eobecné pouzivanou hexozu preferovanou xylozou.



Abstract

Mastigamoeba balamuthi is a free-living amoeba, a sister group to one of the most widespread
parasitic agent Entamoeba histolytica. During its lifetime, M. balamuthi can utilize at least four
different energy sources to produce ATP. In addition to glucose, a standard cultivation energy source,
the amoeba can utilize pentoses xylose and arabinose, as well as an amino acid L-arginine. In this
work, energy source preference was assessed. Morphological and physiological characteristics
including cell growth and size, motility, number of nuclei and metabolic end products were
evaluated. It was concluded that glucose appears to be a less preferred energy source than pentose
upon evaluating statistically significant differences. Therefore, it was proposed to replace

the commonly used hexose with the preferred xylose in the culture medium of M. balamuthi.
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1 Uvod

Mastigamoeba balamuthi je anaerobni volné zijici améba. Je vyznamnym druhem rodu
Mastigamoeba, ktery slouzi jako vhodny modelovy organismus pro studium a vyzkum volné Zijicich
amitochondrialnich organismt. Pozlstatky mitochondrii u M. balamuthi jsou mezistupném mezi
typickou mitochondrii a mitosomy, které se vyskytuji u jinych druhi Archamoebae, piesnéji
u nejbliz§iho pfibuzného druhu lidského patogena Entamoeba histolytica. Mitochondrie
M. balamuthi se nazyvaji hydrogenosomy a poskytuji produkci ATP ¢aste¢nou anaerobni oxidaci
pyruvatu.

Genom M. balamuthi naznacuje schopnost bunky vyuzivat pétiuhlikaté sacharidy arabinozu
a xylozu jako zdroje energie. Tyto sacharidy se vyskytuji ve dievé jako zakladni stavebni kameny
hemicelul6z. Hemiceluloza je polysacharid, ktery se sklada jak z hexo6z (glukoza) tak z pentdz
(arabindza, xyloza). Kromé pentdz je M. balamuthi schopna ziskavat ATP i z aminokyselin pomoci
arginin-dihydrolazové drahy, kdy je zdrojem energie aminokyselina arginin. Bunky M. balamuthi
jsou velmi polymorfni, jejich tvar je na prvni pohled asymetricky a nepravidelny. Cilem této
diplomové prace bylo zhodnotit a porovnat rist, velikost, tvar, motilitu a pocet jader na rtiznych
zdrojich energie. Dale je tato prace zaméfena na encystaci a koncové metabolické produkty. Pro
vyhodnoceni vySe zminénych abilit byly bunky M. balamuthi kultivovany v PYGC médiu na
riznych zdrojich energie; byly pouzity sacharidy glukéza, arabindza, xyléza a médium bez

sacharidu, kde byly buiikky nuceny vyuzivat jako zdroj energie aminokyseliny.



2 Literarni prehled

2.1 Mastigamoeba balamuthi

Voln¢ Zijici anaerobni améba Mastigamoeba balamuthi je na zaklad¢ fylogenetické analyzy blizce
ptibuzna vyznamnému lidskému parazitu ¢loveéka Entamoeba histolytica (Bapteste et al., 2002). Obé
améby se zarazuji do skupiny Archamoebae, do eukaryotické nadskupiny Amoebozoa. M. balamuthi
byla ptivodn€ popséna a pojmenovana jako Phreatamoeba balamuthi n. g., n. sp (Chavez et al.,
1986). Z vodni studny v Gambii, v zdpadni Africe, byla izolovana a dale pé€stovana v laboratornich
podminkach axenicky v nedefinovaném organickém médiu (PYGC médium) nebo monoxenicky
s Escherichia coli v médiu, které bylo chudsi na organické ziviny (PY médium) (Chavez et al., 1986).

V zivotnim cyklu M. balamuthi byly pozorovany tii morfologické typy: améboidni forma

(améba), améboflagelat (bicikovec) a cysta (obr. 1).

Jednoduché
mnozeni délenim

Cysta Bicikovec

Obr. 1 — Navrhované schéma zivotniho cyklu M. balamuthi (Chavez et al., 1986).

Améboidni stadium se pohybuje pomoci panozek, dosahuje velikosti od 11 do 160 pm, mnozi
se délenim a je pfevazné vicejaderné. V laboratornich podminkach lze améboidni stadium
mastigaméby péstovat axenicky v PYGC médiu, pfipadné lze v PY médiu s E. coli vyvolat
transformaci na bic¢ikovce pridanim ryzového prasku (Img/ml) (Chavez et al., 1986). Pohyb
bic¢ikovce, ktery ma velikost v rozmezi od 6 do 50 um, je zajistén jednim bi¢ikem. Bi¢ikovec se zivi
fagocytozou bakterii a nebyla u néj pozorovana schopnost reprodukce (Chavez et al., 1986). Za
nepiiznivych podminek je améba schopna vytvaret odolné cysty, které maji kulovity az ovalny tvar,
jejich velikost se pohybuje v priméru od 9 do 18 um a postradaji pory ve sténé. Nebylo pozorovano

pohlavni rozmnozovani (Chavez et al., 1986).



2.2 Metabolismus M. balamuthi

Predpoklada se, ze spolecny predek Archamoebae a dalSich linii Amoebozoa disponoval aerobnimi
mitochondriemi, které se zachovaly u skupin, jako jsou blizce pfibuzné Eumycetozoa (Ogawa et al.,
2000; Arisue et al., 2002), zatimco M. balamuthi a E. histolytica ze skupiny Archamoebae pfeménily
své aerobni mitochondrie na modifikované anaerobni formy, které postradaji vétSinu
mitochondridlnich drah, jakou jsou pyruvatdehydrogenazovy komplex (PDH), Krebsiv cyklus
(TCA), dychaci fetézec zavisly na cytochromu ¢ a syntézu ATP oxidativni fosforylaci (Gill et al.,
2007; Miiller et al., 2012). Tyto drahy byly nahrazeny jednoduchym anaerobnim energetickym
metabolismem zalozenym na substratové fosforylaci (Gill et al., 2007; Nyvltova et al., 2015). Ztrata
genl u M. balamuthi byla kompenzovéana ¢etnymi lateralnimi pfenosy gent z prokaryot, které jim
propujcily nové metabolické schopnosti. Velky zisk genti byl pozorovan u anaerobniho metabolismu,
metabolismu aminokyselin a transportu a metabolismu sacharidii. Ziskané geny se mohou mimo jiné
podilet na metabolismu sacharidi pochazejicich z bunééné stény rostlin (Zarsky et al., 2021).

U M. balamuthi byly identifikovany hydrogenosomy (Nyvltova et al., 2015), které maji
modifikovany energeticky metabolismus a tvorba ATP je oproti klasickym mitochondriim
dramaticky snizena (Miiller et al., 2012). Hydrogenosom M. balamuthi byl objeven pomoci

elektronové mikroskopie a ptivodné byl povazovan za mitosom viz obr. 2 (Gill et al., 2007).

Obr. 2 — Transmisni elektronova mikroskopie M. balamuthi (Gill et al., 2007). A — Transmisni elektronova
mikrofotografie celé buiiky M. balamuthi. Sipky ozna¢uji mitosomy, které byly pozdéji identifikovany jako
hydrogenosomy. Bunééné jadro je oznaceno pismenem "N". Vlozeny ramecek oznacuje organely zobrazené
v panelech B a C. Méfitko = 10 um. B — organela zobrazena pii vétSim zvétSeni, obklopena dvojitou
membranou zobrazenou v obrazku C. Méfitka = 100 a 25 nm.



Oproti mitosomu E. histolytica byla u M. balamuthi na zaklad¢ analyzy exprimovanych
sekvencnich znacek prokazana ptitomnost nékolika proteini TCA cyklu, pyruvat:ferredoxin
oxidoreduktazy (PFO), hydrogendzy a acetyl-CoA syntetdzy (ACS) (Gill et al., 2007); pozdé&ji bylo
potvrzeno Nyvltovou a kol. (2015), Ze mitochondrii pfibuzna organela M. balamuthi odpovida
definici hydrogenosomt, coz jsou organely 4. tfidy mitochondrialni rodiny (Miiller et al., 2012).
Nebyl identifikovan ani gen, ani aktivita odpovidajici citrat syntdze metabolizujici oxalacetat na
citrat. Enzymy TCA cyklu, které byly nalezeny u M. balamuthi nejsou po sob¢ jdouci a nemohou
parazitické améby E. histolytica (Gill et al., 2007) a zda se, ze je soustfed’ovan kolem pyruvatu

(Nyvltova et al., 2015).

Citrat syntaza

Oxalacetat q Citrat

Malat Akonitaza
dehydrogenaza
Malat Isocitrat
Isocitrat
Fumaraza dehydrogenaza
Fumarat a-ketoglutarat

a-ketoglutarat
dehydrogenaza

Sukcinat
dehydrogenaza

Sukcinat Sukcinyl-CoA

Sukcinyl-CoA-syntetaza

Obr. 3 — Naértnuté schéma Krebsova cyklu. Cervené oznaéené enzymy nebyly nalezeny u M. balamuthi,
zatimco zelen¢ oznacené enzymy byly u M. balamuthi nalezeny. Dostupné informace o enzymech
M. balamuthi ptevzaty z Gill a kol. (2007) a Nyvltova a kol. (2015).

V hydrogenosomech jsou pyruvat a malat typickymi substraity pro energeticky
metabolismus. JableCny enzym, ktery pfeménuje malat na pyruvat, neni u M. balamuthi ptitomen;
byla v8ak potvrzena pfitomnost bakterialni laktat dehydrogenazy, ktera by mohla poskytovat pyruvat
z laktatu (Nyvltova et al., 2015). Gill a kol. (2007) u M. balamuthi potvrdili existenci dvou ze ¢tyt
enzymi, které tvoii drahu degradace threoninu. Draha degradace threoninu poskytuje pyruvat jako
kone¢ny produkt. Souhrnné tato data naznacuji, ze pyruvat slouzi jako substrat pro tvorbu ATP

v hydrogenosomech M. balamuthi.



Aerobni mitochondrialni metabolismus pyruvatu napojeny na TCA cyklu je u anaerobnich
protist nahrazen prodlouzenou glykolyzou, kde je pyruvat zpracovan az po vznik ATP
prostfednictvim substratové fosforylace (Miiller et al., 2012). Pyruvat zde nepokracuje do PDH
komplexu, ale pfeméfiuje se na acetyl-CoA a CO, pomoci PFO nebo pyruvat:NADP" oxidoreduktazy
(PNO). Elektrony, které vznikaji pti téchto reakcich, jsou pfenaseny na hydrogendzu prostrednictvim
ferredoxinu za vzniku molekularniho vodiku nebo pfimo na NADP* za vzniku NADPH. V dal$im
kroku je acetyl-CoA preménén na acetat, CoA a ATP enzymem ACS (obr 4.). Alternativné je acetyl-
CoA produkovan pyruvatformatlydzou (PFL), ktera katalyzuje neoxidativni pfeménu pyruvatu
(Stairs et al., 2011; Nyvltova et al., 2015). M. balamuthi ma duélni drahy pro prodlouzenou glykolyzu
a syntézu ATP zavislou na ACS; tyto drahy probihaji paraleln¢ v hydrogenosomech a cytosolu, kde
jsou specifické enzymatické aktivity PFO, hydrogenazy a ACS podstatné vyssi nez aktivity enzymu

v hydrogenosomech (Nyvltova et al., 2015).

NADPH
NADP*
H,
Fd | Hyd AUP CoA
¢ 2H* .
Pyruvat PFO, PNO » Acetyl-CoA ACS Acetat
PFL co,
Obr. 4 - Nacrtnuté schéma zpracovani pyruvatu prodlouzenou glykolyzou u M. balamuthi.

PFO: pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza, PNO: pyruvat NADP* oxidoreduktaza, PFL: pyruvatformatlyaza,
ACS: acetyl-CoA syntetaza, Fd: ferredoxin, Hyd: hydrogenaza.

Dalsi drahy, které se nachazi v hydrogenosomu M. balamuthi, jsou homolog podjednotek
komplexu II (sukcinat dehydrogenaza), drahy metabolismu pro $tépeni glycinu (Gill et al., 2007),
draha aktivace sulfatu (obr. 5), kterd obsahuje dva enzymy sulfurylazu a adenosin-5-fosfosulfat
kinazu (Nyvltova et al., 2015). Tato draha je také pfitomna v mitosomech u E. histolytica (Mi-ichi et

al., 2009).

SO,*
ATP
AS g
PPi
Adenosin-5-fosfosulfat
ATP
APSKlg
ADP
3-fosfoadenosin-5-fosfosulfat

Obr. 5 — Nacrtnuté schéma drahy aktivace sulfatu. AS: sulfurylaza, APSK: adenosin-5-fosfosulfat kinaza,
PPi: pyrofosfat.



Arginin dihydrolazova draha (ADH) znama také jako Arginin deiminazova draha (obr. 6),
katalyzuje pfeménu argininu na ornitin, amoniak a oxid uhli¢ity, pficemz generuje ATP z ADP
a fosfatu (Abdelal, 1979). U M. balamuthi byly nalezeny enzymy ADH dréhy, které mize
mastigaméba vyuzivat k produkci ATP z aminokyseliny arginin (Novék et al., 2016).

NH,*
- ADI _—
Arginin Citrulin
Pi -
\—’ Ornitin

oTC

Karbamoylfosfat
ADP
CK (
ATP

€O, + NH,*

Obr. 6 — Nacrt schématu arginin dihydrolazové drahy (ADH). ADI: arginin deimindza, OTC: ornitinkarbamoyl
transferaza, CK: karbamat kinaza, Pi: anorganicky fosfat.

Enzymy, které se tcastni této drdhy, jsou arginin deimindza (ADI), ornitinkarbamoyl
transferaza (OTC) a karbamat kindza (CK). V prvni reakci dochazi k deaminaci argininu za vzniku
citrulinu a NH4" pomoci enzymu ADI. V druhé reakci enzymem OTC dojde k pfeméné citrulinu
a anorganické¢ho fosfatu na karbamoylfosfat a ornitin. V posledni ¢asti ADH drahy dochazi
k hydrolyze karbamoylfosfatu za vzniku CO, a NH4" pomoci enzymu CK a tvorbé ATP z ADP
a fosfatu.

Za specificky enzym ADH drahy je povazovana ADI (Novék et al., 2016), jelikoz CK ma
mimo jiné roli i v metabolismu purinti a dusiku a OTC miuize katalyzovat syntézu citrulinu u rostlin
(Schubert, 2003) anebo byt i soucasti mocového cyklu u zivocicht, diatom a dinoflagelatd (Allen et
al., 2011; Dagenais-Bellefeuille & Morse, 2013).

U prokaryotickych organismi je ADH draha nejrozsifenéjsi anaerobni cestou degradace
argininu (Abdelal, 1979; Cunin et al., 1986). Tato draha byla popsana u Archaea (Ruepp & Soppa,
1996) a bakterii, kde je Siroce rozsitena a je casto hlavnim zdrojem produkce energie (Cunin et al.,
1986). Kromé¢ produkce energie degradaci argininu pfispiva ADH dréha i k pfeziti v kyselém
prostiedi diky produkci NH4" (Marquis et al., 1987; Casiano-Colon & Marquis, 1988). Pivodné bylo
prokézano, ze pouze dvé blizce piibuzné linie eukaryot maji kompletni ADH drahu: Parabasalia
a Diplomonadida, obé¢ pattici do Metamonada, podskupiny Excavata (Linstead & Cranshaw, 1983;
Schofield et al., 1992; Yarlett et al., 1994; Biagini et al., 2003; Andersson et al., 2007). Novak a kol.
(2016) vsak prokazali ptitomnost vSech tii enzymil u deseti dalSich eukaryotickych druhti véetné

u Amoebozoa M. balamuthi.



ADI, OTC a CK jsou vétSinou u eukaryot lokalizovany v cytosolu. Tato lokalizace byla
potvrzena u Giardia instestinalis (Schofield et al., 1992), naznacena je i u Paratrimastix pyriformis
a Monocercomonoides sp (Novak et al., 2016). U Trichomonas vaginalis a Tritrichomonas foetus
byla popsana membranovéa asociace (Yarlett et al., 1994). Pozdé¢ji bylo prokézano, ze enzym ADI
u 7. vaginalis je lokalizovan v hydrogenosomu, OTC a CK v cytosolu (Morada et al., 2011).

ADH drahou jsou organismy schopny produkovat energii; u 7. vaginalis generuje tato drdha
az 10 % energie zcelkového zisku energie metabolismem sacharidi (Yarlett et al., 1996)
au G. intestinalis, ktera ma zcela cytolosickou ADH drahu, produkuje ADH in vitro az 8x vice ATP
ve srovnani s metabolismem sacharidi (Schofield et al., 1992). Mimo produkci energie miize ADH
draha mit i dal$i uplatnéni; bylo navrzeno, ze ADH draha hraje dalezitou roli v patogenezi bunék
G. intestinalis a T. vaginalis (Ringqvist et al., 2008; Stadelmann et al., 2013).

Predpoklada se, ze ADH draha mize byt napomocna k adaptaci metabolismu na prostiedi
s nizkym obsahem kysliku, nebot’ dokdze vyznamné produkovat mnozstvi ATP za anaerobnich
podminek. Piikladem je voln¢ Zijici Diplomonadida Hexamita inflata, ktera se vyskytuje v prostiedi
s riznym obsahem rozpusténého kysliku (Biagini et al., 2003).

Souhrnné schéma metabolismu bun¢k M. balamuthi, které bylo vytvoteno z dosavadnich
informaci sdélenych v této praci je zobrazeno na obr. 7. Cilem energetického metabolismu je
nadprodukce ATP, kterd dovoluje investici do rdstu bunék a jejich mnozeni, aktivniho pohybu

a ptipadné encystaci. Zminéné parametry jsou zkoumany v této praci.
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M. balamuthi ziskala geny kodujici enzymy pro degradaci rostlinnych bunécnych stén,
vcetné enzymi pro degradaci celulozy, pektinii a hemiceluldz na bazi pentdz (xylany a arabinany)
(Zarsky et al., 2021). Mezi celulolytické enzymy patii endoglukanaza, exoglukanaza a celobiza,
které preménuji celuldozu na glukézu. Dalsi enzymy jako je xylan B-(1,4)-xylosiddza, a-amylaza
a celulédza byly pravdépodobné také ziskany pomoci lateralniho prenosu gent (Zarsky et al., 2021).
Ptitomnost xylozové a arabindzové izomerazy naznacuje, ze M. balamuthi je schopna katabolizovat
pentdzy prostiednictvim specifickych izomeriza¢nich drah typickych pro bakterie (Fang et al., 2018).
Izomeraéni drahy jsou zobrazeny na obr 8. na fialovém pozadi. Zajimavym enzymem degradace
xylozy je bifunkéni fosfoketolaza xyluldza-5-fosfat/fruktoza-6-fosfat (Xfp) viz obr. 8, ktera
pfeménuje D-xyluldza-5-fosfat na D-glyceraldehyd a acetylfosfat (acetyl-P) a propojuje tak
metabolismus xylozy s glykolyzou. Alternativné metabolizuje fruktozu-6-fosfat na D-erytrozu-4-

fosfat a acetyl-P. Acetyl-P je pak substratem pro acetatkinazu (Ack), ktera produkuje acetat a ATP.



Na zakladé analyzy genomu (Zarsky et al., 2021) se predpoklada, e tato tzv. pentdzova

fosfoketolazova draha, dfive popsana pouze u nékterych bakterii a hub (Glenn et al., 2014), funguje

iu M. balamuthi. Tim se z M. balamuthi staivd améba, ktera je ptfizpisobena zivotu v anaerobidze

a v prostfedi bohatém na metabolizovatelné rostlinné polymery.
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Obr. 8. — Nacrtnuté schéma drahy degradace glukdzy a pent6z xylozy a arabindzy u M. balamuthi. V Cerveném
kruhu je zobrazena bifunk¢ni fosfoketolaza (Xfp) a ve zlutém kruhu acetatkinaza (Ack). Jedna aktivita Xfp
(EC 4.1.2.22) stépi Sestiuhlikaty fosfosacharid (frukt6za-6-fosfat) na ctyfuhlikovy fosfat (erytroza-4-fosfat)
a dvouuhlikovy fosfat (acetyl-P). Druha aktivita Xfp (EC 4.1.29) stépi petiuhlikaty fosfosacharid (xyluloza-5-
fosfat) na tiiuhlikaty fosfat (glyceraldehyd-3-P) a dvouuhlikaty fosfat (acetyl-P). Izomera¢ni drahy pro
zpracovani xylozy a arabindzy jsou zobrazeny na fialovém pozadi. XI: xyloézova izomeraza, XK: xylulokinaza,
Al: arabin6zova izomerdza, RK: ribulokinidza, R5P4: ribulozovafosfat-5-epimerdza. Drahy upraveny dle
Wolfe (2015) a Bettiga a kol. (2008).



2.3 Pentézy

Pentdzy jsou monosacharidy s péti atomy uhliku. Nejvice rozSifenymi pentdézami v piirod¢ jsou
D-xyloza, L-arabindoza a D-riboza, ktera tvoii strukturni patet genetického materialu
(ribonukleotidy). D-xyloza a L-arabindza jsou dulezité komponenty mnoha biopolymert, jako je
hemiceluléza, ktera je spolu s celuldozou hlavni slozkou bunécné stény rostlin. Celuléza je nejvice
rozsifeny rostlinny polysacharid tvotfeny z opakujicich se podjednotek D-glukdzy spojenych
B-1,4-vazbou, které utvaii dlouhé linearni fetézce (Kolpak & Blackwell, 1976).

Hemicelul6zy jsou heterogenni polysacharidy, které se vyznacuji B-(1,4) vazanymi patetemi
s ekvatoridlni konfiguraci (Scheller & Ulvskov, 2010). Po celuléze jsou druhymi nejrozsitendj$imi
polysacharidy, které tvofi priblizné 30 % rostlinné suSiny (Pauly & Keegstra, 2008). Hemicelulozy
se vyznacuji vysokou strukturni a chemickou rozmanitosti. Jejich patefe jsou obvykle rozvétvené
nebo substituované kratkymi oligosacharidy, monosacharidy a organickymi kyselinami. Stavebnimi
kameny hemicelulozy jsou pentdézy (xyloza, arabindza), hexézy (glukoédza, galaktdéza, mandza),
cukerné kyseliny (kyselina glukuronova), kyselina octova a fenolové kyseliny (kyselina ferulova,
kyselina p-kumarova) (Saha, 2003; Alvarez et al., 2016). Podle pievazujiciho monosacharidu
v hlavnim polymernim fetézci se hemicelulozy dé€li na Etyfi typy polysacharidl: xylany, manany,
B-(1,3;1,4)-glukany a xyloglukany. Dals§i polysacharidy, jako jsou galaktany, arabinany
a arabinogalaktany, jsou spiSe soucasti pektinu a nesdileji ekvatoridlni B-(1,4) vaznou paterni
strukturu (Scheller & Ulvskov, 2010). Mezi hemicelulézami jsou nejhojnéji zastoupenymi
polysacharidy xylany; ty jsou hlavnimi hemicelulé6zami v tvrdém dfevé a travach (Westbye et al.,
2006; Pauly & Keegstra, 2008). Xylan ma hlavni fetézec z D-xylézovych jednotek spojenych B-(1,4)
glykosidickymi vazbami. Xylany se mohou délit na homoxylany, které jsou slozené pouze z xylozy,
glukuronoxylany  obsahujici  kyselinu  glukuronovou,  arabinoxylany s arabin6zou
a glukoronoarabinoxylany obsahujici jak kyselinu glukuronovou, tak arabinézu. Arabinoxylany jsou
hlavni hemicelulézou ve sténach trav (Pauly & Keegstra, 2008). Presné slozeni hemicelulozy se
odviji od druhu rostliny a tkané (Scheller & Ulvskov, 2010). Naptiklad xylany z tvrdého dieva maji
na své patefi Casto navazanou kyselinu D-glukuronovou, zatimco L-arabin6za je nejcastéjSim
vétvicim zbytkem v xylanech obilovin (de Vries & Visser, 2001).

Zastoupeni hemicelul6zy je vyssi v listnatych stromech nez v jehli¢natych (Stokland et al.,
2012). U jehli¢natych stromt je hlavnim typem hemicelulozy glukomanan, slozeny z podjednotek
D-glukézy a D-manozy. V ptipadé listnatych stromt je hlavnim typem hemicelulozy xylan (Stokland
etal., 2012).

Pektin je dal$i slozkou bunécné stény rostlin. ZajiStuje spojeni mezi celulézou
a hemicelul6zou (Caffall & Mohnen, 2009) a mimo jiné je tvofen postrannimi fetézci, které obsahuji

pfevazné arabinozu, galaktozu a xylozu (Alkorta et al., 1998; Ridley et al., 2001).
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Vysoka variabilita ve slozeni hemiceluldzy je pfic¢inou existence fady enzymd potfebnych k
jeji degradaci. VétSina organismti neni schopna metabolizovat a ziskdvat energii z xylozy
a arabinozy; n€které organismy jsou vSak schopny konvertovat tyto pentdzy na metabolity pentozo-
fostatové nebo fosfoketolazové drahy, pfipadné je Stépit specifickou drahou.

Degradace pentdz byla dobie prozkouména u bakterii, hub a kvasinek (Bettiga et al., 2008;
Hou et al., 2017; Ye et al., 2019; Sutter et al., 2020; Ruchala & Sibirny, 2021). U kvasinek a hub
jsou pentdzy bézné preménovany na D-xyluloza-5-fosfat pomoci reduktaz a dehydrogenaz (Bettiga
et al., 2008), viz obr. 9 pIné znaceni. Podrobngji se jedna o enzymy arabindzova reduktaza, arabitol
dehydrogenaza, L-xylulozova reduktdza, xylitol dehydrogenaza a xylulokinaza. Drahy konci na
klicovém produktu xyluléza-5-fosfat, ktery vstupuje do pentézofosfatové drahy. U vétSiny bakterii
se D-xyloéza a L-arabinéza neoxidativné rozkladaji na xyluldza-5-fosfat, na ¢emz se podileji
specifické kinazy, izomerazy a epimerazy (obr. 9 — prerusované znaceni) (Sutter et al., 2020). Tyto
izomera¢ni drahy pravdépodobné vyuziva i M. balamuthi (Zarsky et al., 2021). Podrobnéji se na
degradaci D-xyldzy izomeracni drahou podili v prvnim kroku xylézova izomeraza, ktera pievede
xylozu na xylulozu. Xyluléza je pak fosforylovana xylulokinazou na xylulézu-5-fosfat. U izomeracni
dréhy arabindzy se v prvnim kroku pfevede enzymem arabindézovad izomerdza L-arabindza na
L-ribuldzu, ktera je pak fosforylovana na L-ribulozu-5-fosfat enzymem L-ribulokindza. L-ribuléza-
5-fosfat se enzymem L-ribul6zo-5-fosfat-4-epimeraza pfemeéni také na D-xyluldézu-5-fosfat, coz je

meziprodukt, pies néjz dojde ke vstupu do pentdézofosfatové drahy.

L-Arabinéza -~ _Al
~
¥
AR
l L-Ribuléza - - _RK
L-Arabitol TN
LAD l L-Ribul6za-5P ~ . RspE

L-Xyluléza
"y —» | Pentézofosfatovy
. cyklus

L-XuR

, Xylitol —ﬁ'

D-Xyléza —{

Obr. 9. — Drahy zpracovani xylozy a arabindzy. PIné znaceni: drahy zaloZené na oxidaci/redukci; preruSované
znaceni: drahy zaloZzené na izomerizaci (neoxidativni drahy degradace). AR: arabinézova reduktaza;
LAD: arabitol dehydrogenaza; L-XuR: L-xylul6zové reduktdza; Al: arabin6zové izomeraza; RK: ribulokinaza;
R5PE: ribulézové fosfat-5-epimeraza; XI: xylézova izomeraza; XR: xylézova reduktaza; XDH: xylitol
dehydrogenaza; XK: xylulokinaza. Upraveno dle Bettiga a kol. (2008).
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2.4 Encystace

Vytvoteni odolné cysty je nedilnou a vyznamnou soucasti zivotniho cyklu mnoha organismu. Cysta
byva cCasto oznaCovana jako klidové stadium, diky kterému je organismus schopny pteckat
nepiiznivé zivotni podminky, které mohou byt zplisobené zdsadnimi zménami v prostiedi, napf.
nedostatkem Zzivin, zménou okolni teploty ¢i pH, nizkym nebo vysokym mnozstvim O,, pfili$
vysokou koncentraci odpadnich produktii anebo velkym mnozstvim jedincii stejného druhu. VSechny
tyto zminéné zmény prostfedi mohou byt podnétem pro tvorbu cyst procesem zvanym encystace;
opacny proces je excystace, kdy se z klidového stadia cysty stava opét aktivni stadium schopné
reprodukce (Hausmann, 2003).

U ptibuzného rodu Entamoebae je nejvice zkoumanym aspektem a méfitelnou slozkou
procesu encystace produkce chitinu (Campos-Gongora et al., 2004; Chatterjee et al., 2009). Chitin je
polysacharidova slozka bunécné stény, kterd zajistuje ochranu pied nepiiznivymi podminkami
okolniho prostfedi. U parazitickych prvoku je cysta po opusténi hostitele vystavena napt. kysliku,
nedostatku zivin a dal$im chemickym, fyziologickym a mechanickym stresorim. U entaméb se
kromé chitinu sklada sténa cysty ze sady lektini, v€etné chitindzy a Jacobovych a Jessieho lektini
s chitinovymi vazebnymi doménami bohatymi na cystein (CBD) (van Dellen et al., 2002).
U M. balamuthi byla nalezena kompletni draha syntézy a degradace chitinu a Jessieho i Jacobovy
lektiny viz obr. 10, o kterych se dfive predpokladalo, Ze jsou jedineéné pro E. histolytica (Zarsky et
al., 2021).

E. invadens | M. balamuthi
Jacob
(2-6 ChBD)
chitinaza Jessie 1/2
hitina Jacob
. RS Jessie 1/2
Jessie 3 \ .
p Jessie 3
chitinaza chitin Vo
T~ chitinaza chitin
/ ~
chitin
? deacetylaza
plazmatickd membrana 2
= Fs chitin syntaza
chitin syntaza Gal/Gal-NAc
lektin
doména vazajici chitin [ C-terminalni TMD

(bohata na cystein)

Obr. 10 — Porovnani komponent stény cyst u Entamoeba invadens a M. balamuthi a jejich pfedpokladana
struktura. Model pro E. invadens vychazi ze studie Chatterjee a kol (2009) a model pro M. balamuthi vychazi
ze studie Zarsky a kol. (2021). Obrazek byl pfevzat ze studie Zarsky a kol. (2021).
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Prestoze E. histolytica a M. balamuthi maji podobnou sadu lektinti, mtze se struktura stény
cysty v detailech liSit. Pfedpoklada se, ze v pocatecni fazi encystace je Jacob vazan na povrch
encystujici entamoeby pomoci membranoveé ukotveného Gal/GalNAc lektinu, poté je syntetizovan
chitin, a nakonec je sténa zpevnéna pridanim Jessie lektint (Chatterjee et al., 2009). U M. balamuthi
vSak Gal/GalNAc lektin chybi (ebr. 10). Pozoruhodné je, Ze na rozdil od proteini Entamoeba Jessie
a Jacob lektiny maji M. balamuthi Jessie-C a M. balamuthi Jacob-C-termindlni transmembranovou
doménu, které mohou fungovat jako pfimé kotvy k plazmatické membrané misto Gal/GalNAc
lektinu (Zarsky et al., 2021).

Wesel a kol. (2021) vyvinuli prvni opakovatelnou metodu encystace E. histolytica
v laboratornich podminkach; cysty nesou ¢tyfi znaky opravdové cysty, coz jsou chitinova bunétna
sténa, kulaty tvar a velikost mensi nez velikost trofozoiti, vicejadernost (vétSinou 4 nebo vice jader)
a odolnost vici detergentim. Analyza encystujicich populaci E. histolytica pomoci pritokové
cytometrie odhalila, Ze rozhodujicimi faktory pro encystaci jsou vysoka hustota bunék a omezeni
glukézy jako zdroje energie (Wesel et al., 2021).

Chitin je tvofen B-1,3 a B-1,4 vazbou spojenymi polysacharidy, na které se mohou vazat
slouceniny znamé jako fluorescencni nebo optické zjasniovace ¢i "bélici* ¢inidla. Jednou takovou
znamou slouceninou je kalkofluor. Pfi barveni se kalkofluor vaze na B-1,3 a B-1,4 glykosidické vazby
a po excitaci ultrafialovym nebo fialovym zatenim fluoreskuje intenzivni modrobilou barvou
(Harrington & Hageage, 2003). Krom¢ chitinu se mize vazat na polysacharidy v celuldze
v buné¢nych sténach hub, rostlin a fas. Pouziti kalkofluoru v klinické mykologii poprvé popsali
Hageage a Harrington (Hageage & Harrington, 1984) a naslo Siroké uplatnéni v této oblasti

a v parazitologii pro rychlou detekci mikroorganismii (Harrington & Hageage, 2003).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo ovéfit ziskané informace z genomu Mastigamoeba balamuthi, tj. jeji

schopnost metabolizovat pentézy (xylézu a arabindzu) a zapojovat je do svého energetického

metabolismu. Hypotéza byla ovéfena prostfednictvim kultivace bunék M. balamuthi na riznych

zdrojich energie.

Praktické cile:

Ovéteni metabolismu pent6z u M. balamuthi sérii pokusi zahrnujicich rastové kiivky na
ruznych zdrojich energie.

Rastova kiivka s disulfiramem jakozto inhibitorem karbamat kinazy v arginin dihydroldzové
dréaze pro ovéfeni argininu jako zdroje energie.

Adaptace M. balamuthi na definované médium.

Posouzeni vlivu energetickych zdroji na bunéénou morfologii, motilitu a pocet jader.
Urceni schopnosti encystace M. balamuthi na ruznych zdrojich energie a vizualizace
fixovaného materialu za pouziti fluorescencniho barviva kalkofluor.

Porovnani koncovych metabolickych produktt M. balamuthi na riznych zdrojich energie.
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4 Material a metodika

4.1 Pouzité roztoky

PBS

NaCl 8 g/l 137 mM
KCl1 0,2 g/l 2,68 mM
NaHPO4x12H,0 1,53 g/l 4,27 mM
KH,PO4 0,2 g/l 1,47 mM
pH=7,4

Vsechny slozky byly navazeny a rozpustény v destilované vodé. Objem destilované vody byl
doplnén do 1000 ml. Pfipraveny roztok PBS byl sterilizovan pomoci autokldvu. Vyse uvedené

komponenty PBS byly zakoupeny od firmy Merck.

4.2 Pouzité chemikalie

Arginin (L-Arginine, Merck)

Disulfiram (Tetraethylthiuram disulfide, Merck) rozpustén v DMSO
Formaldehyd (Paraformaldehyde 32% solution, Electron Microskopy Sciences)
Kalkofluor (Calcofluor White Stain, Merck)

Montovaci médium (VectaShield s DAPI, Vector Laboratories)

Sarkosyl (N-Lauroylsarcosine sodium salt, Merck) rozpustén ve vodé

4.3 Kultivacni média

4.3.1 PYGC médium

Slozeni:

Proteose peptone 10 g/l

Yeast extract 10 g/l

L-cystein hydrochlorid monohydrat 0,95 g/l 5,40 mM
NaCl 5,03 g/l 86 mM
K2HPO4 0,89 g/l 5,11 mM
KH>PO4 0,67 g/l 4,92 mM
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Postup pfipravy:

Slozky PYGC média byly navazeny a rozpustény v destilované vod€. Objem destilované vody byl
doplnén do 1000 ml. Nasledovalo rozdéleni média do 500 ml lahvi z borosilikatového skla se
Sroubovacim uzéavérem a sterilizace pomoci autokldvu. VSechny komponenty PYGC média byly

zakoupeny od firmy Merck.

Zdroje uhliku:

Glukoza 10,09 g/
Arabinb6za 8,40 g/l
Xyloza 8,40 g/l

Vysledna molarita zdroja uhliku byla 56 mM. Slozky byly zakoupeny od firmy Merck.

Po zchladnuti PYGC média z autokldvu na pokojovou teplotu bylo smichano 450 ml
sterilniho PYGC média a 50 ml sterilniho 10x koncentrovaného roztoku cukru (glukoéza, arabinéza,
xyloza); bez ptidavku cukru rostly bunky na aminokyselinach, primarné argininu. Cukry byly
sterilizovany pomoci filtrace (Syringe filters ROTILABO® PVDF, 0,22 um, Roth). Na zavér bylo do
média pfiddno sterilni antibiotikum Penicilin (Penicillin G sodium salt, Merck) ve finalni koncentraci
1000 U/ml a Amikacin (Medopharm s.r.0.) ve finalni koncentraci 0,25 mg/ml. Médium bylo
skladovéno pfi teploté —20 °C.

4.3.2 Definované médium

SloZeni:

Glukoza 10,09 g/ 56 mM
L-cystein hydrochlorid monohydrat 0,95 g/l 5,40 mM
NaCl 5,03 g/l 86 mM
K:HPO, 0,89 g/l 5,11 mM
KH,PO4 0,67 g/l 4,92 mM
Glutation 1,00 g/1 3,25 mM
CaCl 20 mg/1 0,18 mM
MgSO4xTH20 80 mg/l 0,32 mM
Citrat zelezito amonny 10 mg/1

Vyse zminéné komponenty definovaného média byly zakoupeny od firmy Merck.
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Diamond Vitamin Tween 80 Solution 40x (BioConcept) 25 ml/l

MEM Amino Acids Solution 50% (Gibco) 20 ml/1
MEM Non-Essential Amino Acids Solution 100% (Gibco) 20 ml/1
Chemically Defined Lipid Concentrate (Gibco) 20 ml/l
pH=6

Postup pfipravy:

Vsechny slozky byly navazeny a rozpustény v destilované vodé. Objem destilované vody byl
doplnén do 1000 ml a pH bylo upraveno pomoci koncentrovaného roztoku hydroxidu draselného
(KOH). Na zavér bylo médium sterilizovano prostiednictvim filtrace (Vacuum Filtration, TPP)

a skladovano pii teploté¢ —20 °C.

4.4 Pouzité organismy

Mastigamoeba balamuthi

Axenicka kultura Mastigamoeba balamuthi, kmen ATCC 30984 (poskytl M. Miiller, The
Rockefeller University, USA), byla pé€stovana v PYGC médiu pii 27 °C v plastovych kultivacnich
lahvich o povrchu 25 ¢m? (Cell Culture Flask, 25 cm? SPL Life Sciences) ve vertikalni poloze
s povolenym uzavérem pro vymeénu plynt. Buikky M. balamuthi byly pfeockovavany jednou az
dvakrat béhem tydne vzdy po dosazeni 80-100% konfluence do novych kultivacnich lahvi
s cerstvym médiem. Pro pfeneseni inokula do Cerstvého média bylo potifeba mechanicky uvolnit
améby prisedlé k povrchu kultivacni lahve pomoci sterilni plastové pasteurovy pipety a prenést
1-2 ml suspenze do nové kultivacni lahve s ¢erstvym médiem. Prvnich 15-30 min byly kultivacni
lahve s bunikami ponechany v horizontalni poloze pro prichyceni améb ke sténé lahve. Pfi manipulaci
s amébami byly pouzivany wide bore $picky (Optifit Tips, Wide bore, Sartorius) nebo plastové
pipety.

4.5 Adaptace bunék M. balamuthi na definované médium

Pro manipulaci se slozkami média bylo vyvinuto nové definované médium (DFM). Pfechod z PYGC
média na DFM byl uskuteénén postupnym fedénim PYGC média. Postupnd adaptace zacinala
s PYGC médiem natedénym v poméru 3:1 (PYGC: DFM). Po dosazeni 80—100% konfluence bun¢k
doslo k dalsimu kroku fedéni, opét v poméru 3:1 (PYGC mix: DFM). Pokud nebylo dosaZzeno

konfluence, médium bylo vyménéno za Cerstvé.
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4.6 Priprava bunék M. balamuthi na experimenty

Nasazeni bunék

Pro nasazeni bunék na pokusy byly potieba tfi dny staré narostlé kultury bun¢k od kazdého zdroje
energie. Kultivacni lahve se proplachly od sedimentu cerstvym médiem. Poté bylo pfidano ptiblizné
10 ml Cerstvého média a pomoci sterilni plastové pasteurovy pipety byly améby uvolnény ze stény

kultivaéni lahve.

Po¢itani bunék
500 pl bunék bylo nafedéno do 10 ml izotonického pufru (Beckman Coulter, USA) a spocitano
pomoci piistroje Z2 Coulter (Beckman Coulter Z2, USA) pfi nastaveni rozsahu velikosti bunék

7-27 um s fedicim faktorem 20x.

4.7 Ruastova analyza M. balamuthi

Meéfeni rustové analyzy probihalo v biologickych triplikatech a pro pocitani bunek byly predem
ptipraveny tfi zkumavky na kazdy den. Prvni den bylo nasazeno inokulum 100 000 bunék do 15 ml
zkumavek (Centrifuge Tube, VWR) a doplnéno PYGC médiem s piisluSnym zdrojem energie.
Rastova analyza byla sledovana po dobu 168 h a koncentrace bun€k byla zjiStovana po 24 h.
Zahrnuty byly jak buniky uvolnéné do média, tak bunky ptisedlé. Zkumavky, ze kterych byl slit obsah
pro pocitani bunck volné v médiu, byly znovu naplnény PYGC médiem a pro kvantitativni uvolnéni
ptisedlych bun€k byla pouzita sonikacni vodni lazenn (Elmasonic, P-LAB a.s.) po dobu 10 s. Poté
byly vzorky s uvolnénymi amébami stoceny na 1000 g po dobu 10 min pii teploté 4 °C. Pelet byl
rozsuspendovan v 1 ml PYGC média a spocitan za vyuziti ptistroje Z2 Coulter (kapitola 4.6). Pied
kazdym métfenim koncentrace bunék byly vzorky promichany a uchovany na ledu, aby se zabranilo
opétovné adherenci améb na sténu zkumavky.

Pro rustovou analyzu s inhibitorem byly otestovany koncentrace disulfiramu 1 mM, 750 uM,
500 uM, 100 uM, 10 uM a 1 uM v PYGC médiu s glukdzou a bez ptidaného sacharidu. Prvni den
bylo nasazeno inokulum 100 000 bunék do 15 ml zkumavek a tfeti den byly spoc€itany koncentrace
bunék pomoci Z2 Coulter (kapitola 4.6). Pro sedmidenni ristové kiivky s inhibitorem byla pouzita

koncentrace disulfiramu 250 uM.
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4.8 Inkubace bunék M. balamuthi na mikroskopii

Pro mikroskopicka pozorovani byly bunky kultivovany na petriho miskach 24 h v termostatu pfi
27 °C za anaerobnich podminek v uzavieném kompaktnim plastovém pouzdru (ThermoFisher
Scientific) za vyuziti systému AnaeroGen™ Compact (ThermoFisher Scientific) kontrolovaného

pomoci indikatoru anaerobniho prostiedi (ThermoFisher Scientific).

4.9 Mikroskopie zivych bunék

Pro snimani zivych bun¢k, jejich velikosti, tvaru a pohybu byly pouzity plastové petriho misky
o primeéru 35 mm se sklenénym dnem 20 mm (Glass Bottom Dish, Cellvis). Inokulum bylo zvoleno
tak, aby po 24 h bylo mozné snimat jednotlivé bunky, tj. 5 000—10 000 bunck. Bunky byly
prevrstveny PYGC médiem s uréenym zdrojem energie a inkubovany 24 h (kapitola 4.8). Samotné
snimani bunék probihalo na invertovaném mikroskopu Leica SP8 v priichozim svétle s objektivem
10x. Pti sledovani bun¢k byly petriho misky se sklenénym dnem umisténé v inkuba¢ni komdrce
(OKOlab incubation system) za podminek 1 % Oz, 5 % CO; pti 27 °C. Pro velikost a tvar bylo
sniméano minimalné 200 buné€k a pro motilitu 20 bun€k na riznych zdrojich energie v realném case.

Vzorky pro sniméni pohybu byly pozorovany po dobu 20 min. M¢feni probihalo na vice
mistech za vyuziti funkce Stage Diaey, v riznych rovinach pomoci z-stack a snimani kazdych 30 s

pomoci asové fady v progamu LasX (Leica Microsystems).

4.10 Fluorescencni mikroskopie

Pro ptipravu trvalych preparatii byla sterilni kryci sklicka vlozena pinzetou do petriho misek
o pruméru 60 mm (Nunc™ EasY Dish™ Dishes, Thermo Scientific). Na kryci sklicka bylo naneseno
50 000 bunek, ptfevrstveno PYGC médiem s pfislusSnym zdrojem energie a inkubovano 24 h
(kapitola 4.8). Petriho misky byly propldchnuty 2 ml sterilniho PBS. Poté bylo pfidano 2 ml
3% formaldehydu na 30 min. V dal$im kroku bylo na kryci sklicko kdpnuto montovaci médium
VectaShield s DAPI (Vector Laboratories) a priklopeno na podlozni sklicko. Kryci sklicka byla
zafixovana lakem na nehty a skladovana ve tme.

Pfipravené preparaty byly snimany prichozim svétlem a fluorescenéni mikroskopii na
mikroskopu Leica SP8 v laboratofi Imaging Methods Core Facility v Biocevu. Nastaveny objektiv
byl 20x a filtr s DAPI. Bylo nasnimano minimalné 170 bunék a snimky byly potizovany v riznych

rovinach pomoci funkce z-stack v programu LasX.
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4.11 Analyza obrazu (spoluprace s Mgr. Backovou)

Ziskané snimky byly zpracovany v programech LasX a FIJI (Schindelin et al., 2012). Pfi globalnim
nastaveni ve FIJI: Image/properities — micron 0,32. Pro analyzu bunék bylo nutné, aby se bunky
vzajemné nedotykaly. Pokud tomu tak nebylo, rozdélily se pomoci piikazu Draw (free hand

liner/Edit).

4.11.1 Velikost a tvar

Piiprava ¢ernobilé masky

Pro analyzu velikosti bun¢k v progamu FIJI byl vyuzit plugin MorphoLibJ (Legland et al., 2016).
Prvnim krokem bylo wvytvofit cernobily snimek piikazem Morphological segmentation
(Plugins/MorpholibJ/Segmentation) s nasledujicimi parametry:

object image

gradient type: Moprhological

gradient radius:1

Tolerance (10-100); podle velikosti bunék bylo nutno vyzkouset rizné rozsahy, aby nedochézelo
k zahrnuti ¢i vynechani malych ¢i velkych objektt

Display: Waterslide lines

vytvoreni ¢ernobilé masky

Nasledné bylo potfeba ve vytvofeném cernobilém snimku vybarvit vzniklé obrazce (obrysy bun¢k)
¢ernou barvou za pomoci piikazu Fill Holes (Process/Binary/Options/Do). Poté byly nastaveny

analyzované parametry (Area, Shape) prikazem Set Measurements (Analyze).

Vybér objektt pro analyzu

Pro oznaCeni bun€k a vylouceni jinych objektd ze snimku bylo pfikazem Analyze Particles
(Analyze); a naslednou manipulaci s parametry size pixels a circularity upravena velikost
a cirkularita tak, aby artefakty nebyly zahrnuty do méfeni. Samotné meéfeni a sumarizace vysledki
tvari danych objektil byla provadéna oznacenim Display results, po kterém nasleduje Clear results,

Summarize, Add to manager a Exclude on edges.
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4.11.2 Motilita

Ze vzniklych videi pohybu bunék byla vybrana z-rovina s optimalni ostrosti ohranic¢eni jednotlivych
bun¢k a kontrastem vici pozadi v programu FIJI piikazem Duplicate (Image). Nasledovala zména
barvy pozadi na bilé a buniky byly ponechany v tmavé barvé pomoci piikazu Substrakt backround
(Process), vybrat Light backround s nastavenim rozsahu kontrastu svétlého pozadi a tmavych objektu
v rozmezi 10-20. V dal$im kroku byla vytvofena ¢ernobila maska pomoci pluginu MorphoLibJ
podle postupu, ktery je uveden v podkapitole 4.11.1 Priprava ¢ernobilé masky. Pro pfesnéjsi
snimani bunék pfi méfeni pohybu, byl tvar améb mimé zakulacen pomoci piikazu Close
(Process/Binary/Options/Iterations: +-5/Count: +-2/Do). Néasledn¢ byly na vytvofené masce
oznaceny objekty k méfeni rychlosti ptikazem Analyze particles, a to stejnym zpusobem jako
v podkapitole 4.11.1 Vybér objekti pro analyzu. Vznikly snimek byl ulozen ve formatu
s ptiponou tiff. Takto pfipraveny soubor byl zpracovan pluginem TrackMate (Ershov et al., 2021;
Tinevez et al., 2017), ptikazem TrackMate (Plugins/Tracking) s nasledujicimi parametry:

Do you want to swap Zto Y? Yes

Select detector: Mask detector

Detections

Select a Tracker: Overlap tracker

Néahled na vysledné trajektorie pohybu jednotlivych bunc€k byl uskutecnén ptes Tracks (Display

options).

4.11.3 Pocet jader

Pro snimani jader byly snimky potizovany z vice rovin. Z trvalych preparatii vznikaly vzdy dva
snimky z jednoho mista, jeden pii prichozim svétle a druhy DAPI. Tyto dva snimky byly spojeny

pro méfeni poctu jader na danou bunku.

Prichozi svétlo
Z potizeného snimku byla nejdiive vybrana z-rovina, ve které mély buiky zaostiené ohrani¢eni
a kontrastni obrysy vu¢i pozadi, v programu FIJI pfikazem Duplicate (Image). V dal$im kroku byla

vytvorena ¢ernobild maska, stejnym zptisobem jako je uvedeno v podkapitole 4.11.1.

DAPI
Pro zajisténi viditelnosti jader z n¢kolika rovin se spojily nasnimané roviny do jedné pomoci piikazu
Zproject (Image/Stacks), max intensity. V pifipadé¢ slabé viditelnosti jader byl upraven jas/kontrast

a zvyraznéno tmavé pozadi ptikazem Substract backround (Process) v rozmezi 10-30. V dal§im
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kroku byla oznac¢ena jednotliva jadra pomoci pluginu Startdist (Schmidt et al., 2018) pfikazem
StarDist2-Model versable (Plugins/StarDist).

Finadlnim krokem bylo slouceni snimku ¢ernobilé masky s obrysem buné€k a snimku, kde jsou
zvyraznéna pouze jadra (DAPI) na ¢erném pozadi. Makro (pFiloha 1) vytvorené Mgr. Backovou pro

FIJT automaticky pfiradilo a spocetlo jadra v jednotlivych buiikéach.

4.12 Analyza ziskanych dat

Statisticka analyza velikosti bun€k, tvaru bunék, motility a poc¢tu jader byla provedena pomoci
programu Excel (Microsoft) a GraphPad Prism verze 8.0.1 pro Windows (GraphPad Software, San
Diego, California USA).

4.13 Encystace

V pilotnim experimentu byly nasazeny inokula s uréitym mnozstvim bunék (100 000, 500 000
a 1000 000) do 15 ml zkumavek a doplnény PYGC médiem s ptislusnym zdrojem energie. Tteti
a paty den probéhla kontrola vzniklého sedimentu na pfitomnost cyst.

V dalsim kroku byl testovan piipadny vliv metabolitdi na ispéSnost encystace. Prvni den bylo
preneseno inokulum 1 000 000 bun¢k do 15 ml zkumavek a doplnéno kondiciovanym PYGC
médiem s prislusnym zdrojem energie. Kondiciovana média byla prefiltrovana (Syringe filters
ROTILABO® PVDF, 0,22 um, Roth) a takto pfipravené vzorky byly ponechany v termostatu pii
27 °C po dobu 7 dni.

Sedmy den byl odebran sediment (1,5 ml). Ten byl pfenesen do mikrozkumavky a sto¢en na
10 000 g po dobu 10 min pii 4 °C. Pelet byl promyt 1 ml milliQ H,O a sto¢en za stejnych podminek.
Poté byl pelet rozsuspendovan a ponechan 15 min v 1 ml 0,1% sarkosylu (N-Lauroylsarcosine
sodium salt, Merck). Nasledné byly vzorky znovu sto¢eny a pelet byl promyt vodou (1 ml). Takto

ptipravené vzorky byly pocitany v Biirkerové komirce.

4.13.1 Barveni cyst kalkofluorem

Po spocitani cyst v Biirkerové komurce, byla z jednotlivych vzorkd odebrana kapka na podlozni
sklicko, k tomu byla ptidana kapka kalkofluoru (Calcofluor White Stain, Merck), ptiklopeno kryci

sklicko, 1 min inkubovano a nasledné pozorovano pod mikroskopem.
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V dalsim pokusu byl odebran sediment s cystami ze 21 dni starych kultur bunék a pfenesen
do mikrozkumavek. Bylo smichano 150 pl cyst s 64 pl kalkofluoru a inkubovano 1 min. Z takto
ptipraveného vzorku byla kidpnuta kapka na podlozni skli¢ko, ptikryta krycim sklickem a preparat
byl ihned pozorovan.

Dalsi barveni kalkofluorem bylo zaméteno na fixované buiiky. Dle protokolu vyrobce byly
barveny tii kultury bunék. Prvni kultura bun¢k byla fixovana 3% formaldehydem po dobu 30 min.
Poté byl vyménén formaldehyd za PBS s 50% kalkofluorem. Druhd kultura bun¢k byla fixovana
3% formaldehydem s piidavkem 50% kalkofluoru. Tteti kultura bun¢k byla ponechana bez fixace,
pouze s piiddanim PYGC média s 50% kalkofluorem. Kultiva¢ni lahve byly béhem barveni
v horizontalni poloze tak, aby vrstva bun¢k na stén¢ kultivacni lahve byla souvisle pokryta piidanou
smeési, ¢cimz bylo zamezeno vysychani.

Do nové pieoCkovanych kultur bunék M. balamuthi v médiu s glukézou a v médiu
s arabinozou byl pfidan kalkofluor ve finalni koncentraci 0,001% dle Harrington & Hageage (2003).
Tieti den byly kultury bun€k zkontrolovany pod mikroskopem a bylo pfidano stejné mnozstvi
kalkofluoru. Kultivace probihala celkem 7 dni.

Prohlizeni fixovaného materialu i zivych kultur bunék s kalkofluorem bylo uskutecnéno na

invertovaném fluorescencnim mikroskopu Nikon Ti-E s objektivem 10X, filtr s DAPI a UV svétlem.

4.14 Analyza koncovych metabolickych produktu (spoluprace s Dr.

Zackem)

V pilotnim experimentu bylo v kultivacnich lahvich s3 dny starymi kulturami bunék, které
dosahovaly 80% konfluence, vyménéno médium za PBS a PBS se zdrojem energie. Kazdych 30 min
byl kontrolovan stav (zivotaschopnost) bunék a inkubace probihala 2 h.

Pro méfeni byly mastigaméby kultivovany 72 h v kultivacnich lahvich. Z lahvi bylo opatrné
slito médium a 3x oplachnuto 5 ml PBS. Po oplachnuti bylo do lahvi ptfidano 10 ml PBS
s odpovidajicim zdrojem energie. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany v horizontalni poloze
s uzavienym zavitem po dobu 30 min pii pokojové teploté. Méfeni probihalo v biologickych
pentaplikatech. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl obsah lahvi prefiltrovan (Syringe filters
ROTILABO® PVDF, 0,22 um, Roth) a pouzit pro stanoveni koncovych metabolickych produkti.
Bunky byly sonikovany ve vodni lazni a spocitany viz kapitola 4.6.

Metabolické produkty M. balamuthi na rGznych zdrojich energie byly stanoveny dle Smutné
akol. (2022). Jedna se o komprehensivni dvourozmérou plynovou chromatografii s hmotnostni
detekei (GCxGC-TOF/MS). Byl pouzit pfistroj Pegasus 4D od firmy Leco Corporation vybaveny

kryomodulatorem na kapalny dusik a robotickym autosamplerem MPS (Gerstel, Némecko).
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5 Vysledky

5.1 Vliv energetickych zdroji na rast

5.1.1 Rustové analyzy M. balamuthi na riuznych zdrojich energie

Vliv energetickych zdroji na rist bunck M. balamuthi byl pozorovan v médiu s glukodzou,
arabindzou, xyloézou a v médiu bez pridaného sacharidu. Sledovani rustu M. balamuthi probihalo
v biologickych triplikatech po 7 dni. Pocate¢ni inokulum ve vSech vzorcich bylo 100 000 bungk.
Kultivované mastigaméby primarné rostou a rozmnoZzuji se ptisedlé ke stén¢€, po zaplnéni prostoru
stény lahve byly améby pozorovany i volné¢ v médiu. Z tohoto divodu byla méiena zvlast
koncentrace buné¢k prisedlych ke sténé (fialova kiivka) a zvlast koncentrace bunék volné v médiu
(modra kiivka). Cerna kiivka vyznacuje celkovy pocet bunék. Kazdy bod grafu znazoriiuje pramér

triplikatt a jejich smérodatné odchylky (Obr. 1).
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C Rlstova analyza M. balamuthi v médiu s xyl6zou
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Obr. 1 — Grafy rstové analyzy M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Oznaceni pismenem A — ristové
ktivky na glukéze, B — rlstové kiivky na arabindze, C — rustové kiivky na xyloze, D — rlstové kiivky bez
ptidaného sacharidu.

Celkovy nejvyssi poet bunék byl pozorovan u bunék v médiu s arabindzou (5,517x10° +
0,126x10°), nasledovano médiem s xylozou (5,253x10° + 0,356x10°), médiem bez piidaného
sacharidu (4,016x10° + 0,234x10°) a na zavér médium s glukozou, dosahujici celkové nejnizsiho
poctu bungk (3,630x10° + 0,873x10°). Pribéh ristovych kiivek pro jednotlivé zdroje byl hodnocen
pomoci ANOVY pro opakovana méfeni (tab. 1).
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Tab. 1 — Tabulky s hodnotami dosazené hladiny vyznamnosti (P-value) u celkového poctu bunék (A), bunék
volné v médiu (B) a bunék piisedlych ke stén¢ zkumavky (C) na riznych zdrojich energie. Signifikantni
hladiny vyznamnosti jsou tu¢né zvyraznéné.

A= Celkot'y pocet glukdza arabin6za xyloza bez sacharidu
bunék
glukoza - 0,2904 0,9980 0,8283
arabinoza 0,2904 — 0,3753 0,0626
xyloza 0,9980 0,3753 - 0,7338
bez sacharidu 0,8283 0,0626 0,7338 -
B- Bunlriy. volnév glukdza arabindza xyloza bez sacharidu
médiu
glukoza - 0,8889 0,0225 0,0306
arabin6za 0,8889 — 0,0044 0,0062
xyléza 0,0225 0,0044 - 0,9990
bez sacharidu 0,0306 0,0062 0,9990 -
c- Bunkyvpt'lsedle ke glukdza arabinoza xyloza bez sacharidu
sténé
glukoza - 0,8007 0,0044 0,0494
arabin6za 0,8007 — 0,0338 0,2641
xyléza 0,0044 0,0338 - 0,7001
bez sacharidu 0,0494 0,2641 0,7001 -

Nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil u celkového poctu bunék napii¢ médii
s rtiznym zdrojem energie. Signifikantni rozdily byly zjistény u volnych bunék v médiu a u
ptisedlych bun€k ke stén¢ zkumavky. V médiu s glukozou a arabinézou bylo vetsi mnozstvi bunék
vyskytujicich se voln€ v médiu nez u média s xylozou a bez pridaného sacharidu. Naopak vyssi pocet
bunek ptisedlych ke stén¢ zkumavky byl pozorovan u média s xyl6zou a bez ptidaného sacharidu ve

srovnani s médiem s obsahem glukoézy a arabin6zy (obr. 2).
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B Rlstova analyza bunék M. balamuthi volné v médiu na rGznych
zdrojich energie
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Obr. 2 — Grafy znazoriujici rastové kiivky bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Oznaceni A —
rustové kiivky celkového poctu bunék, B — rastové kiivky bunék voln€ v médiu, C — ristové kiivky prisedlych
bunék ke sténé zkumavky. Hodnoty byly pfevzaty a pfeskupeny z obr 1.

Z exponencialni faze ristu byla z ristovych kiivek vypocitana genera¢ni doba (Obr. 3).
Nejkratsi primérnou genera¢ni dobu mély buniky v médiu s arabinézou (13 h 50 min), nasledovano
médiem s glukézou (14 h 53 min), médiem s xylézou (15 h 50 min) a médiem bez pfidaného
sacharidu (20 h 15 min). Statistické zhodnoceni za vyuziti jednocestné neparametrické ANOVY
(Kruskal-Wallistv test) ukéazalo, ze generacni doba se statisticky neli$i napfi¢ riznymi zdroji energie
(Tab. 2).
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Prdmérna generacéni doba u bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie
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Obr. 3 — Graf primérné generacni doby u bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Ohranicena piimka
znazoriuje rozmezi od minimalni do maximalni hodnoty, vyplnény prouzek vyznacuje vypocitany prumer.

Tab. 2 — Tabulka s hodnotami dosazené hladiny vyznamnosti (P-value) u porovnavani primérné generacni
doby na rtiznych zdrojich energie. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tu¢n¢ zvyraznéné.

- . - . bez
Generac¢ni doba glukdza arabin6za xyloza sacharidu
glukéza - >0,9999 >0,9999 0,5523
arabindza >0,9999 - >0,9999 0,2248
xyldza >0,9999 >0,9999 - >0,9999
bez sacharidu 0,5523 0,2248 >0,9999 -

5.1.2 Rustova analyza M. balamuthi s inhibitorem karbamat kinazy

M. balamuthi ma arginin-dihydrolazovou dréhu, jejimz klicovym enzymem je karbamat kinaza
v reakci pfemény karbamoylfosfatu na amoniak, ATP a oxid uhli¢ity. U Giardia intestinalis je tento
enzym citlivy na disulfiram (Galkin et al., 2014), proto bylo rozhodnuto testovat tento inhibitor
iu M. balamuthi; zatimco buniky bez pfidavku sacharidu by mély byt zavislé na aktivité karbamat
kindzy, buiiky péstované na glukoze by vétsinu ATP mély ziskat z glykolyzy.

Pro zjisténi optimalni koncentrace disulfiramu byl sledovan vliv jeho riznych koncentraci
na rust bun¢k M. balamuthi péstovanych bez sacharidli v porovnani s ristem na glukdze. Prvni den
bylo nasazeno inokulum 100 000 buné¢k. Tteti den byly vzorky spocitdny. Na uvod byly testovany
koncentrace 1 mM, 100 uM, 10 uM a 1 uM, po dobu tii dnd viz obr. 4. K experimentim byla vzdy
ptidana kontrola, kterd neobsahovala pfidany inhibitor a kontrola bez inhibitoru s DMSO.

Z grafu je patrné, ze pii koncentraci disulfiramu 1 mM byl inhibovan rist bunék jak v médiu bez
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pfidaného sacharidu, tak v médiu s glukézou. Rovnéz vidime, Ze disulfiram ma na buiiky péstované

na glukoze stimulacni efekt.

Vliv inhibitoru karbamat kinazy na rGst bunék M. balamuthi

| Iﬂlﬂ.ﬂlﬂ

1mM 100 uMm 10 uM DMSO kontrola

pocet bunék (mil)
N w E-Y (9] (o))

[EEN

B médium s glukdzou O médium bez pfidaného sacharidu

Obr. 4 — Graf vlivu inhibitoru karbamat kinazy (disulfiramu) na rtst bun¢k M. balamuthi v médiu s glukdzou
a v médiu bez pfidaného sacharidu.

V dalsim kroku byly testovany koncentrace disulfiramu 500 uM a 750 uM (Obr. 5). Je

patrné, Ze obé koncentrace byly stale vysoké.

Vliv inhibiotru karbamat kinazy na rdst bunék M. balamuthi

pocet bunék (mil)
N w E-Y (9] ()]

[

R m Iﬂ

750 uM 500 uM DMSO kontrola

B médium s glukdzou O médium bez pfidaného sacharidu

Obr. 5 — Graf vlivu inhibitoru karbamat kinazy (disulfiramu) na rtst bun¢k M. balamuthi v médiu s glukdzou
a v médiu bez pfidaného sacharidu.

Pro sedmidenni ristovou analyzu byla zvolena poloviéni koncentrace inhibitoru karbamat

kinazy, tj. 250 uM. Vysledné rustové kiivky biologickych triplikatti jsou vyhotoveny v obr. 6.

29



Rastova analyza M. balamuthi s inhibitorem karbamat kinazy

celkem (disulfiram)

volné v médiu (disulfiram)

prisedlé ke sténé (disulfiram)
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————— volné v médiu
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_____ prisedlé ke sténé

cas (hodiny)

Obr. 6 — Graf rGstové analyzy M. balamuthi v médiu bez pfidaného sacharidu (pferuSované znaceni kiivek)
a v médiu bez pfidaného sacharidu s inhibitorem karbamat kinazy (plné znaceni kiivek). Hodnoty rtstovych
kiivek bez pridaného disulfiramu jsou pievzaty z grafu na obr. 1-D.

Statistické zhodnoceni ristovych kfivek bez ptidaného inhibitoru a s pfidanym inhibitorem
pomoci neparametrického T-testu ukazalo signifikantni rozdily v celkovém pocétu bunék
(P-value = 0,0330) a u ptisedlych bunék ke sténé (P-value = 0,0307). U bun¢k voln¢ v médiu nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil (P-value = 0,7109). Vzhledem k tomu, Ze koncentrace 250 uM
disulfiramu neméla vliv na inhibici ristu bun¢k bez pfidaného sacharidu, bylo rozhodnuto dale
nepokracovat s touto chemikalii v dalSich experimentech a namisto toho bylo vyvinuto definované

médium, ve kterém by bylo mozné manipulovat s koncentraci argininu.

5.2 Adaptace bunék M. balamuthi na definované médium

L-arginin je aminokyselina, ktera je nedilnou soucasti komponent PYGC média. Proto bylo vyvinuto
definované médium, u nehoz Ize manipulovat jednotlivé slozky, v€etné argininu. Pfechod bunck
M. balamuthi z PYGC média na definované médium (DFM + aminokyseliny) byl uskutecnén
postupnym fedénim PYGC média DFM. Timto postupem byly buiiky pievedeny do Cistého DFM,
ovSem jejich rlstova rychlost byla velmi mald. Z toho divodu bylo v dal§im kroku upraveno
mnozstvi esencialnich a neesencidlnich aminokyselin a byly pfidany mastné kyseliny a vitaminovy
mix. Za téchto podminek se rychlost ristu postupné zvySovala a stabilizovala. V soucasné dobg,
tj. 11 mésict po prvotnim prevedeni bun¢k do DFM, buiiky stabilné rostou navzdory vyssi inokulaci
pouzivané k pteockovani, tj. 4-6 ml. Buniky dosahuji konfluence ptiblizné€ po 812 dnech. Z diivodu

dlouhé¢ adaptace bun¢k na DFM nebyly uskutecnény experimenty s argininem.
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5.3 Vliv energetickych zdroji na bunéénou morfologii a fyziologii

5.3.1 Velikost bunék

Pfi pozorovani mastigaméb pomoci svételného mikroskopu je jasné vidét, ze buitky na riznych

zdrojich energie maji riznou velikost a tvar (viz obr. 7).

" 1{. ‘ o 2
_ - # 9
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Obr. 7 — Reprezentativni maska bunék péstovanych na riznych zdrojich energie. A — glukéza; B — bez
sacharidu; C — arabindza; D — xyloza.

Pro statistické zhodnoceni bylo nasnimano 207-539 Zzivych bun€k po 24 h kultivace na
petriho miskach. Vysledné snimky byly zpracovany ve FIJI a statistickd analyza byla provedena
v programu Graphpad Prism za vyuziti jednocestné ANOVY a vicendsobné¢ho porovnavaciho
Tukeyova testu pfi nastaveni a = 0,05. Bunky M. balamuthi na riznych zdrojich energie mély
rozdilné velikosti, coz bylo potvrzeno statistickou analyzou a dosazené hladiny vyznamnosti
(P-value) jsou vypsany nize viz tab. 3. Ze ziskanych dat (obr. 8) je patrno, Ze nejvétsi buiiky byly
v médiu s xyldzou a nejmensi v médiu bez ptidaného sacharidu. Mastigaméby v médiu s glukézou
a arabindzou mezi sebou nejevily statisticky vyznamny rozdil velikosti, byly v§ak mensi nez bunky

v médiu s xylozou a vétsi nez v médiu bez ptidaného sacharidu.
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Tab. 3 — Tabulka s dosazenymi hladinami vyznamnosti (P-value) u porovnavani velikosti bun€k M. bamaluthi
na ruznych zdrojich energie. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tucné zvyraznéné.

Velikost bunék glukdza arabinoza xyloza bez sacharidu
glukoza - 0,5658 <0,0001 <0,0001
arabindza 0,5658 - <0,0001 <0,0001
xyléza <0,0001 <0,0001 - <0,0001
bez sacharidu <0,0001 <0,0001 <0,0001 -

Velikost bunék M. balamuthi na rznych zdrojich energie
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Obr. 8 — Graf znazoriujici velikost bunék M. balamuthi na rGznych zdrojich energie. Ohranicena pfimka
znazornuje rozmezi od minimalni do maximalni hodnoty, ¢tverec vyznacuje konfidenc¢ni interval a pficna ¢ara
uvnitf ¢tverce oznacuje vypocitany pramer.

Na zaklad¢ statistické analyzy je zfejmé, Ze rizné zdroje energie statisticky vyznamné

ovliviiuji velikost bunék.
5.3.2 Tvar bunék

Z obrazku 7 je zfejmé, ze bunky na riznych zdrojich energie maji riznou morfologii. Pro jeji
hodnoceni se daji pouzit rizné parametry ¢i segmentace. V ramci projektu bylo testovano, zda se
buniky v nékterych parametrech nelisi. Kromé moznosti méfeni povrchu bunck, a tedy jejich

velikosti, bylo mozné analyzovat i cirkularitu a kulatost diky rozsifené verzi piikazu Measure

programu F1J1, ktery vypocitava cirkularitu objektu pomoci vzorce 4 X Oiz, kde S je plocha objektu
xS

a o jeho obvod, a kulatost m, kde S je plocha objektu a MA je délka jeho hlavni osy. Hodnota

cirkularity 1,0 znamena dokonalou kruznici. Jak se hodnota pfiblizuje k 0,0, oznacuje stale
protahlej$i mnohothelnik. Vysledny graf pro cirkularitu je ukazan na obr. 9 a pro kulatost na obr. 10.

Statisticka analyza byla provedena pomoci jednocestné ANOVY a vicenasobného porovnavaciho
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Tukeyova testu pii nastaveni o = 0,05. Dosazené hladiny vyznamnosti (P-value) jsou vypsany nize

vtab.4a5s.

Cirkularita bunék M. balamuthi na rliznych zdrojich energie
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Obr. 9 — Graf znazornujici cirkularitu bun€k M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Ohranicena piimka
znazornuje rozmezi od minimalni do maximalni hodnoty, ¢tverec vyznacuje konfidencni interval a piicna ¢ara
uvnitt ¢tverce oznacuje vypocitany pramér.

Kulatost bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie
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Obr. 10 — Graf znazornujici kulatost bun€k M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Ohrani¢ena piimka
znazornuje rozmezi od minimalni do maximalni hodnoty, ¢tverec vyznacuje konfiden¢ni interval a pficné Cara
uvnitt ¢tverce oznacuje vypocitany primer.
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Tab. 4 — Tabulka s dosazenymi hladinami vyznamnosti (P-value) u porovnavani tvaru (cirkularity) bunck
M. bamaluthi na riznych zdrojich energie. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tu¢né zvyraznéné.

Cirkularita glukdza arabinoza xyloza bez sacharidu
glukoza - <0,0001 <0,0001 <0,0001
arabindza <0,0001 - <0,0001 <0,0001
xyléza <0,0001 <0,0001 - <0,0001
bez sacharidu <0,0001 <0,0001 <0,0001 -

Tab. 5 — Tabulka s dosazenymi hladinami vyznamnosti (P-value) u porovnavani tvaru (kulatost) bunck
M. bamaluthi na riznych zdrojich energie. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tuéné zvyraznéné.

Kulatost glukoza arabindza xyloza bez sacharidu
glukoza - 0,9843 <0,0001 <0,0001
arabin6za 0,9843 - <0,0001 0,0001
xyloza <0,0001 <0,0001 - <0,0001
bez sacharidu <0,0001 0,0001 <0,0001 -

Pii porovnani sledovanych parametrd, tj. cirkularité¢ a kulatosti, vy$la cirkularita jako

parametr vhodny pro rozliseni bunék péstovanych na riznych zdrojich energie.

5.3.3 Pocet jader

Ukazalo se, ze velikost bun¢k je zavisla na pouzitém zdroji energie. Dalsi otazka, na kterou byla
hledana odpovéd je, zdali se riizna velikost bunék odrazi ve zméné¢ v poctu jader. Bunky
M. balamuthi byly inkubovany ptes noc v petriho miskach na krycim sklicku a druhy den byly
ptipraveny trvalé preparaty. Po nabarveni a nasnimani buné¢k i jader byla provedena statisticka
analyza. JelikoZ data nevykazovala Gausovskou distribuci, byla zhodnocena za pouziti jednocestné
neparametrické ANOVY (Kruskal-Wallistv test) a vicenasobného porovnavaciho testu (Dunn’s test)
piinastaveni o = 0,05 (Obr. 11). Primérny pocet jader na buitkku a maximalni pocet jader v zavislosti

na ruzné zdroje energie je uveden v tab. 6 a dosazené hladiny vyznamnosti jsou zobrazeny v tab. 7.
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Pocet jader u bunék M. balamuthi na rlznych zdrojich energie
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Obr. 11 — Graf znazoriujici celkovy pocet jader bun€k M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Ohrani¢ena
piimka znazorfuje rozmezi od minimalni do maximalni hodnoty, ¢tverec vyznacuje konfidencni interval

a pricna ¢ara uvnitt ¢tverce oznacuje vypocitany prumér.

Tab. 6 — Tabulka s primérnym a maximalnim poctem jader u bun¢k M. balamuthi na riznych zdrojich energie.

prumérny pocet jader

maximalni pocet jader

médium s glukézou 5,83 23
médium s arabinézou 5,00 20
médium s xylézou 6,50 26
médium bez sacharidu 4,85 14

Tab. 7 — Tabulka s dosazenymi hladinami vyznamnosti (P-value) u porovnavani poctu jader bunck
M. bamaluthi na riznych zdrojich energie. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tu¢né zvyraznéné.

Pocet jader glukoza arabindza xyloza bez sacharidu
glukoza - 0,0724 >0,9999 0,1342
arabin6za 0,0724 - 0,0021 >0,9999
xyloza >0,9999 0,0021 - 0,0063

bez sacharidu 0,1342 >0,9999 0,0063 -

Spojeni vyslednych dat ohledné velikosti bunék a poctu jader je zobrazeno na obr. 12. Je
patrna signifikantni korelace mezi rostouci velikosti bunék a zvySujicim poétem jader. Pearsoniiv
korelacni koeficient (r = 0,8233) naznacuje silnou a vyznamnou korelaci mezi témito méfenymi

parametry.
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Korelace mezi po¢tem jader a velikosti bufiek M. balamuthi
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Obr. 12 — Graf linearni zavislosti mezi poc¢tem jader a velikosti bun¢k M. balamuthi péstovanych na riznych

zdrojich energie.

5.3.4 Motilita

Dalsi parametr, ktery byl pozorovan, byl vliv riznych energetickych zdroji na motilitu bunék
M. balamuthi. Z nasnimanych zabért byly ziskany jednotlivé trajektorie pohybu bunék a vypocitany
primérmé rychlosti (Obr. 13). Ziskané hodnoty neprosly testem normality, ale byly lognormalni,
proto byla pouzita logaritmicka transformace a v dal§im kroku byla provedena statisticka analyza
pomoci jednocestné ANOVY a vicendsobného porovnavaciho Tukeyova testu pii nastaveni a = 0,05
(Tab. 8). Bunky v médiu s xylézou dosahovaly nejvyssi primérné rychlosti, nasledovaly bunky
v médiu s arabindzou, bez ptidaného sacharidu a na zavér bunky v médiu s glukozou, které

vykazovaly nejnizsi primérnou rychlost pohybu.

Tab. 8 — Tabulka s dosazenymi hladinami vyznamnosti (P-value) u porovnavani primérné rychlosti pohybu
bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tu¢né zvyraznéné.

Motilita glukdza arabinoza xyloza bez sacharidu
glukoza - <0,0001 <0,0001 0,2962
arabindza <0,0001 - 0,6766 0,0009
xyloza <0,0001 0,6766 - 0,0001
bez sacharidu 0,2962 0,0009 0,0001 -

Dle statistické analyzy se mastigaméby na pentézach pohybuji rychleji nez v médiu

s gluko6zou ¢i bez pridaného sacharidu.
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Pramérna rychlost pohybu bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie
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Obr. 13 — Graf zobrazujici primérnou rychlost pohybu bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie.
Ohraniéena piimka znazoriiuje rozmezi od minimalni do maximalni hodnoty, ¢tverec vyznacuje konfidencni
interval a pfi¢na ¢ara uvnitf ¢tverce oznacuje vypocitany pramer.

5.4 Vliv energetickych zdroju na encystaci

Vytvoteni cysty jako soucésti zivotniho cyklu u né€kterych organismi je zcela bézné. Cysty
vSeobecné umoziuji piekonat nepfiznivé zivotni podminky. V této kapitole byla zkoumana
schopnost encystace bun¢k M. balamuthi na riznych zdrojich energie. V pilotnim experimentu byla
zjiStovana tvorba sedimentu s moznymi cystami za urcity pocet dni. Od kazdého zdroje energie bylo
prvni den nasazeno inokulum o koncentraci bunék 100 000, 500 000 a 1 000 000. Tteti den byl
pozorovan sediment na dn¢ zkumavek u arabindzy a glukézy. V obou ptipadech se jednalo o vzorky
s 500 000 a 1 000 000 nasazenych buné€k. U argininu a xylézy sediment pozorovéan nebyl. Paty den
od pocatku experimentu byl sediment viditelny u vSech vzorki s arabinézou a glukézou. Sediment
u xylézy byl pouze u 500 000 a 1 000 000 nasazenych bunék, kdezto u argininu nebyl ani v jednom
piipadé viditelny sediment na dné pouzitych zkumavek. Na zaklad¢ ziskanych dat bylo pro dalsi
experimenty pouZzito nejvyssi inokulum.

V dal§im experimentu byl testovan pfipadny vliv exkretovanych metabolitd na uspésnost
tvorby sedimentu s pfipadnymi cystami. Do 15 ml zkumavek bylo pfeneseno inokulum 1 000 000
bun¢k a doplnéno kondiciovanym PYGC médiem s ptislusnym zdrojem energie. Byla testovana dvé
kondiciovana média a ¢erstvé médium; prvni kondiciované PYGC médium bylo odebrano ze 3 dny
starych kultur bun¢k a druhé ze 7 dni starych kultur bunék. Vzorky byly inkubovany v termostatu pfi

27 °C po 7 dni. Ziskany sediment byl dale zpracovan a inkubovan 15 min v 0,1% sarkosylu (Wesel
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et al, 2021). Po promyti vodou byly vzorky cyst pocitany v Biirkerové komirce. Utvary
pfipominajici cysty byly nalezeny pouze v médiu s arabindzou, a to ze vzorkd s ¢erstvym médiem
(440 000 cyst/ml) a 3 dny kondiciovanym médiem (51 000 cyst/ml). U ostatnich nebyly pozorovany
zadné kulovité objekty. Z uvedeného vyplyva, ze metabolity M. balamuthi nemaji pozitivni vliv na

tvorbu ptipadnych cyst. Déle bylo tedy pouzito ¢erstvé PYGC médium.

5.4.1 Barveni cyst kalkofluorem

Kalkofluor je nespecificky fluorochrom, ktery se vaze na B-1,3 a B-1,4 polysacharidy, které se
nachdzeji v celuléze a chitinu v bunécnych sténach a po excitaci ultrafialovym nebo fialovym
zafenim fluoreskuji intenzivni modrobilou barvou. Bézné se vyuziva v mikrobiologii a parazitologii
pro barveni spor mikrosporidii, cyst Giardia intestinalis, cyst Entamoeba histolytica a dalSich
(shrnuto v Harrington & Hageage, 2003). Proto bylo rozhodnuto vyzkouSet toto barveni
iu M. balamuthi.

Pti pokusu o barveni cyst ze vzorki po sarkosylu (arabindza) nebyly kulaté objekty barveny.
V fadu nékolika minut byly obarveny vSechny struktury na preparatu — jak kulaté objekty, tak
artefakty.

V dal§im experimentu byl odebran sediment ze 21 dni starych kultur bunék v médiu
s arabindzou a v médiu s glukézou, ve kterych byly ve svételném mikroskopu pozorovany kulaté
objekty pfipominajici cysty. Ziskany sediment byl smichan s kalkofluorem (150 pl: 64 ul) inkubovan
1 min, pfipraven preparat a ihned pozorovan na fluorescen¢nim mikroskopu. Vysledné snimky jsou

zobrazeny v obr. 14 a 15.
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Obr. 14 — Snimky z preparatu ze sedimentu 21 dni starych kultur bunék M. balamuthi v médiu s arabin6zou.
Na prvnim snimku jsou buitkky M. balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tieti snimek
je kompozice dvou predeslych.
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Obr 15 Prlpraveny preparat ze sedimentu 21 dni starych kultur bun¢k M. balamuthz v médiu s glukozou Na
prvnim snimku jsou buitky M. balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tfeti snimek je
kompozice dvou piedeslych.

Kulaté objekty piipominajici cysty nebyly pfidanym kalkofluorem obarveny ani v jednom

ptipadé viz kompozice obr. 14 a 15. Barven byl piipadny bunéény detrit.
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Nasledné bylo testovano, zda se kalkofluorem obarvi fixované buriky. Dle protokolu vyrobce
byly barveny tfi kultury bunék. Prvni kultura bun€k v médiu s xylézou byla fixovana 3%
formaldehydem po dobu 30 min. Poté byl vyménén formaldehyd za PBS s 50% kalkofluorem

(obr. 16). Druha kultura bun€k v médiu bez ptidaného sacharidu byla fixovana 3% formaldehydem

s ptidavkem 50% kalkofluoru (obr. 17) a tieti kultura bun€k v médiu s glukézou byla ponechana bez

fixace, kdy bylo smichdno PYGC médium s 50% kalkofluorem (obr. 18).

Obr. 16 — Prvni kultura bunék M. balamuthi v médiu s xylozou, ktera byla fixovana 3% formaldehydem po
dobu 30 min a poté byl vyménén formaldehyd za PBS s 50% kalkofluorem. Na prvnim snimku mizeme vidét
bunky M. balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tfeti snimek je kompozice dvou
predeslych.
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Obr. 17 — Druha kultura bunék M. balamuthi v médiu bez pfidaného sacharidu, ktera byla fixovana 3%
formaldehydem s piidavkem 50% kalkofluoru po dobu 30 min. Na prvnim snimku muzeme vidét buiiky
M. balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tfeti snimek je kompozice dvou predeslych.

Obr. 18 — Tteti kultura bunék M. balamuthi v médiu s glukdzou nebyla fixovana. Bylo smichdno PYGC
médium s 50% kalkofluorem a pozorovano pod mikroskopem. Na prvnim snimku muzeme vidét buiiky M.
balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tieti snimek je kompozice dvou piedeslych.

U prvnich dvou kultur mastigaméb v médiu s xylézou a v médiu bez sacharidu, které byly
fixovany 3% formaldehydem, doslo k nabarveni fixovanych bunék kalkofluorem. U tieti kultury

bungk, ktera nebyla fixovana, ale pouze barvena pridanym kalkofluorem do média, byla pozorovana
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zména vzhledu bunék. Bunky byly zakulaceny a postupné za¢aly odumirat. Umirajici bunky se
posléze zacaly barvit modfe.

Do nové preockovanych kultur bunék M. balamuthi v médiu s glukézou a v médiu
s arabindzou byl pfidan kalkofluor ve finalni koncentraci 0,001% dle protokolu z vySe uvedeného
¢lanku (Harrington & Hageage, 2003). Tteti den byly kultury bunék zkontrolovany pod
mikroskopem, barveni potenciondlnich kulatych objektt (cyst) nebylo pozorovano, a proto bylo

pridano opét stejné mnozstvi kalkofluoru. Kultivace probihala celkem 7 dni. Vysledné snimky jsou

zobrazeny v obr. 19 a 20.

Obr. 19 — Snimky bunék M. balamuthi v médiu s glukdzou barvené po 7 dni kalkofluorem. Na prvnim snimku
muzeme vidét bunky M. balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tfeti snimek je
kompozice dvou piedeslych.
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Obr. 20 — Snimky bunék M. balamuthi v médiu s arabindzou barvené po 7 dni kalkofluorem. Na prvnim
snimku mtzeme vidét bunky M. balamuthi v prichozim svétle, na druhém snimku filtr DAPI a tieti snimek je
kompozice dvou piedeslych.

V obou ptipadech byly obarveny pravdépodobné bunééné pozistatky nebo umirajici bunky.
Nebylo pozorovano barveni cyst kalkofluorem, pokud ano, nachazely se ve shluku vpravo dole

u obr. 20. Chitinova bunééna sténa nebyla barvena kalkofluorem za pouZzitych podminek v této praci.

5.5 VIliv energetickych zdroji na koncové metabolické produkty

Z genomu vime, ze M. balamuthi ma arginin-dihydrolazovou drdhu a je schopna katabolizovat
pentozy arabindzu a xyléozu. Méfenim koncovych metabolickych produkti miizeme nahlédnout
a vice porozumét metabolismu M. balamuthi na riznych zdrojich energie.

Pilotni experiment byl zaméten na zivotaschopnost bun¢k v PBS a v PBS obohaceném
o zdroj energie (glukéza, arabindza, xyloza a arginin). Zivotaschopnost byla kontrolovana pod
mikroskopem v pravidelném casovém intervalu. Z tohoto pilotniho experimentu vySla najevo
vhodngjsi varianta PBS se zdrojem energie nez varianta Cistého PBS, kde po kratkém ¢asovém tseku
(cca 45 min) dochazelo k umrti bunék. Optimalni doba inkubace byla 30 min. Pokud probihala
inkubace bunék s PBS se zdrojem energie déle neZ 60 min, dochazelo k amrti bunék.

Tii dny staré kultury bun€k M. balamuthi, které dosahovaly 80—100% konfluence, byly
kultivovany v 10 ml PBS s odpovidajicim zdrojem energie po dobu 30 min pfi pokojové teploté. Ve
vzorcich byly sledovany nasledujici metabolity: pyruvat, laktat, citrat, sukcinat, acetat, etanol,

glutamin, glutamat a prolin. Sukcindt, citrat a glutamin nebylo mozno naméfit, jejich mnozstvi se
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pohybovalo pod detekéni hladinou. Na obr. 21 jsou zobrazeny naméiené hodnoty detekovatelnych

koncovych metabolickych produktt M. balamuthi.

Koncové metabolické produkty M. balamuthi na rGznych zdrojich energie

0.001

koncentrace uM na bunku

Arabindza+PBS

Xyléza+PBS

0.0005 I I I
0 I

Glukéza+PBS Arginin+PBS

B Glutamat
Pyruvat

M Laktdt

H Prolin

M Etanol

B Acetat

Obr. 21 — Graf shrnujici detekovatelné testované koncové metabolické produkty metabolismu M. balamuthi
pii kultivaci na riznych zdrojich energie. Na grafu jsou vidét smérodatné odchylky vytvotené z biologickych

pentaplikat v programu Excel.

Nameétfené hodnoty byly porovnany a zhodnoceny pomoci jednocestné ANOVY

a vicenasobného porovnavaciho Tukeyova testu pfi nastaveni a = 0,05 v programu GraphPad Prism.

Signifikatni rozdily byly pozorovany u laktatu, pyruvatu, glutamatu a etanolu (tab. 9 a obr. 22).

U zbylych métenych detekovatelnych koncovych metabolickych produktti nebyly zjistény statisticky

vyznamné rozdily.

Tab. 9 — Tabulky s dosazenymi hladinami vyznamnosti (P-value) u porovnavani produkce koncovych
metabolickych produkti bunék M. balamuthi na riznych zdrojich energie. Zhodnocené metabolity; A — laktat,
B — pyruvat, C — glutamat a D — etanol. Signifikantni hladiny vyznamnosti jsou tu¢né zvyraznéné.

A - laktat glukoza arabindza xyloza bez sacharidu
glukoza - 0,2765 0,5652 0,9973
arabindza 0,2765 - 0,0261 0,2048
xyloza 0,5652 0,0261 - 0,6802
bez sacharidu 0,9973 0,2048 0,6802 -
B — pyruvit glukoza arabindza xyloza bez sacharidu
glukoza - <0,0001 <0,0001 <0,0001
arabindza <0,0001 - 0,5290 0,0934
xyloza <0,0001 0,5290 - 0,6669
bez sacharidu <0,0001 0,0934 0,6669 -
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C — glutamat glukédza arabindza xyloza bez sacharidu
glukoéza - 0,0354 0,0026 0,0003
arabindza 0,0354 - 0,5842 0,1246
xyloza 0,0026 0,5842 - 0,7068
bez sacharidu 0,0003 0,1246 0,7068 -
D — etanol glukoza arabindza xyléza bez sacharidu
glukoéza - <0,0001 <0,0001 <0,0001
arabinoza <0,0001 - 0,3559 0,1436
xyloza <0,0001 0,3559 - 0,0053
bez sacharidu <0,0001 0,1436 0,0053 -
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Obr. 22 — Grafy vyslednych koncovych metabolickych hladin detekovatelnych metabolith u bunék
M. balamuthi na rtiznych zdrojich energie. Pozorované metabolity; A — laktat, B — pyruvat, C — glutamat
a D — etanol.

Mastigaméby péstované v médiu s glukézou mely nejvyssi namétené hladiny metabolitl

pyruvatu a etanolu, u média s xylozou to byl laktat a u média bez ptidan¢ho sacharidu, kdy bunky

vyuzivaji arginin jako zdroj energie mél nejvyssi hladinu metabolit glutamat. Nacrtnuté schéma
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metabolismu s testovanymi zdroji energie a detekovatelné metabolity s vyznamnym odli§enim jsou

zobrazeny na obr. 23.
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Obr. 23 — Nacrtnuté schéma metabolismu bunék M. balamuthi s vyslednymi koncovymi metabolity, které byly
detekovatelné a vyznamné se statisticky odliSovaly (pyruvat, laktat, etanol, glutamat).

Arabin6za neméla v detekovatelnych a statisticky vyznamné odliSnych metabolitech
koncovy produkt, ktery by pfevySoval hladinu ostatnich. Po detailni klastrové analyze

v MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca) z priumérnych hodnot pentaplikati vyslo

najevo, ze je arabin6za nejvice podobna argininu, tj. médiu bez ptidaného sacharidu (obr. 24).

TRIDA TRIDA
Arabin6za

Proli

L 1 Bez sacharidu

Pyruvét Glukoza
Xyloza

Etanol 0.5

Glutamat N o

Laktat

-0.5
Acetat
Glukoza Xyloza Arabinéza Bez sacharidu 1

Obr. 24 — Detailni klastrova metabolomicka analyza (MetaboAnalyst 5.0).
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5.6 Shrnuti ziskanych vysledku

Ziskané vysledky v této praci byly seskupeny a porovnany do tab. 10 a tab. 11. VSechny méfené
parametry ¢i vlastnosti bunék M. balamuthi byly mezi sebou hodnoceny napfi¢ riznymi zdroji
energie; glukoza, arabindza, xyloza a bez pridan¢ho sacharidu, kde améby M. balamuthi vyuzivaly
jako zdroj energie aminokyselinu arginin. Hodnoceni probihalo podle nasledujiciho konsensu: Ctyii
hvézdicky znamenaly nejvétsi nardst bun¢k a jedna hvézdicka nejmensi rist bunék. Stejnym
systémem bylo provedeno hodnoceni generacni doby, velikosti bun€k, cirkularity, kulatosti, motility
a poctu jader. Nejlepsiho hodnoceni (Ctyfi hvézdicky) generacni doby dosahovaly bunky v médiu,

které mély nejkratsi generacni dobu.

Tab. 10 — Shrnujici tabulka se vSemi ziskanymi vysledky ohledné bunék M. balamuthi. Do bodového
hodnoceni byly zahrnuty pouze parametry tykajici se fyziologie buiiky, které jsou tuéné zvyraznéné a

podtrzené.
glukéza arabinéza xyloza bez sacharidu
Riist * THdw Tak o
Generacni doba ok otk oo *
Velikost bunék dedkek s Tk %
Cirkularita ok e * otk
Kulatost ok ok * *ok ok
Motilita * Tk Tedekk %
Pocet jader Aokok ok ok ko *
Encystace - ano — _
Metabolomika etanol acetat acetat acetat
BODOVE
, 5/12 9/12 11/12 5/12
SHRNUTI

Tab. 11 — Shrnujici tabulka s primérnymi hodnotami méfenych parametri se smérodatnymi odchylkami.

glukéza arabinéza xyloza bez sacharidu

Rust (nejvyssi dosaZeny 4,0ES + 1,8ES 9,9E5 £ 5,1E4 3,7E6 £ 4,2ES 2,8E6 = 1,9E5

pocet bunék na sténé a 3,6E + 8,7E5 5,5E6 + 1,3E5 5,3E6 + 3,6E5 | 4,0E6+2,3E5

celkem)
Velikost bunék (um?) 403 £ 221 383 £206 662 + 279 272+ 114
Tvar bunék 0,31+0,13 0,38+0,14 0,21 + 0,09 0,47+0,14
Motilita (um/s) 1,21 £0,74 2,75+ 1,46 3,41+£1,76 1,71 £1,29
Pocet jader 6+4 543 7+4 543

Po vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdild Ize soudit, Ze glukdza je méné preferovanym

zdrojem energie nez pentdzy.
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6 Diskuse

O celkovém metabolismu Mastigamoeba balamuthi se doposud vi pouze mélo. Mnoho poznatkti je
charakterizovali evolu¢ni rozmanitost redukovanych mitochondridlnich organel pomoci pruzkumu
exprimovanych sekvencnich znacek u M. balamuthi a jejiho piibuzného lidského parazita
Entamoeba histolytica (Gill et al., 2007). V této praci byla oveéfovana data ziskana z genomu, tedy
zda je M. balamuthi schopna metabolizovat pentdézy xylézu a arabindzu. Kromé glukézy
a zminénych pentoz je M. balamuthi ziejmé prizptisobena vyuzivat pii nedostatku sacharidt i dalsi
zdroj energie, a to aminokyseliny; arginin prostfednictvim arginin-dihydrolazové drahy a piipadné
i threonin pii jeho degradaci na konec¢ny produkt pyruvat. V tomto ptipadé se mize pyruvat dale
zapojovat do metabolismu a produkovat ATP. K posouzeni, ktery zdroj energie je preferovanym,
byly hodnoceny morfologické a fyziologické vlastnosti véetné rastu a velikosti bunek, pohyblivost
a poctu jader.

Jednim z prvnich experimentl této prace byla sedmidenni ristova analyza M. balamuthi na
ruznych zdrojich energie: glukoza, arabindza, xyldza a bez pridavku sacharidu, kdy bunky rostly na
aminokyselinach. Ristova analyza probihala v biologickych triplikatech a byl méfen pocet bunék
ptisedlych ke stén¢ zkumavky i plovoucich volné v médiu. Z vysledkii na obr. 1, na stran¢ 24 a 25
vyplyva, ze nejveétsi nardst bunek byl v médiu s arabinézou, nasledovan médiem s xylézou, médiem
bez ptidavku sacharidu a na zavér médiem s glukoézou. Zde buiiky dosahly nejvyssiho poctu paty den
od pocatku ristové analyzy, zatimco buiiky na ostatnich zdrojich energie mély nejvyssi dosazeny
pocet bun€k posledni, tj. sedmy den sledované ristové analyzy. Otazkou je, zdali by bunky
dosahovaly vyssiho poctu bunék pfti delsi ristové analyze nebo by se jejich rlst zastavil. K zastaveni
rustu by pravdépodobné doslo po vycCerpani zivin, zivotniho prostoru ¢i pfi vysokych hladinach
odpadnich produktti metabolismu.

Statistické zhodnoceni prekvapiveé ukazalo, Ze u celkového poctu bun€k naptic médii nebyl
statisticky vyznamny rozdil. Signifikantni rozdily byly u volné plovoucich bun¢k v médiu a u bunék
ptisedlych ke sténé zkumavky. V médiu s glukézou a arabindézou bylo vétsi mnozstvi bunck
plovoucich volné v médiu nez u média s xylézou a bez pridavku sacharidu; a naopak vyssi pocet
bunék prisedlych ke sténé¢ zkumavky byl pozorovan u média s xylézou a bez pridavku sacharidu ve
srovnani s médiem s glukézou a arabindzou.

Z exponencialni faze rustu z triplikatl ristové analyzy byla vypocitana primérna generacni
doba na riznych zdrojich energie. Stejn€ jako u celkového pocétu bunék, nebyly ani zde zjiStény
statisticky vyznamné rozdily. Nejkratsi primérnou genera¢ni dobu mély bunky v médiu s arabinézou

13 h 50 min, nasledovalo médium s glukézou 14 h 53 min, s xylézou 15 h 50 min a bez pfidavku
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sacharidu 20 h 15 min. Rozdil mezi nejkratsi a nejdelsi zjisténou primérnou generacni dobou byl 6 h
25 min.

Prvni hlavni zjisténi této prace se tykalo rozdilného vzhledu bun€k pozorovanych svételnym
mikroskopem (obr. 7, strana 31). Hned na prvni pohled je zfejmé, ze se mastigaméby v médiich
s riznym zdrojem energie velikostn€ i tvarove odliSuji. Proto bylo dal§im cilem této prace, zhodnotit
vliv riiznych zdroji energie na velikost bun¢k M. balamuthi. Velikost byla hodnocena u bunék, které
byly péstovany 24 h na petriho miskach. Aby nedoslo k zaplnéni prostoru pro rist a ziskana data
bylo snazsi analyzovat, nasazeny pocet bun¢k byl minimalni. Statistické vyhodnoceni ukazalo, ze
bunky v médiu s xylozou byly nejveétsi a v médiu bez ptidané sacharidu nejmensi. Bunky péstované
v médiu s arabin6zou a glukozou nejevily statisticky vyznamny rozdil ve velikosti buné¢k, byly vSak
mensi nez bunky v médiu s xyldzou a vétsi nez buiiky v médiu bez ptidaného sacharidu. Tyto bunky
se mohou oznacit jako bunky stfedné velké a maji vice plovoucich bunék voln¢€ v médiu nez bunky
pestované na xyldze a bez ptidaného sacharidu. Z toho lze usuzovat, ze pouha velikost bun¢k nemusi
byt znakem Zivotaschopnosti. Na zaklad¢ ziskanych statistickych dat, kdy hladina vyznamnosti byla
mensi nez 0,0001 mimo zminéné zdroje glukozu a arabinodzu, je ziejmé, ze rizné zdroje energie
statisticky vyznamné ovliviiuji velikost bunék.

Jako dalsi parametr v morfologii bun€k byl hodnocen tvar bun¢k M. balamuthi, cirkularita
a kulatost. Cirkularita se ukazala jako vhodny parametr pro rozliSovani bun€k péstovanych na
ruznych zdrojich energie, statisticky se vyznamné liSily vSechny zdroje energie. V ptipad¢ parametru
kulatosti (roundness) nedosahovaly statisticky vyznamného rozdilu buiky péstované v médiu
s arabindzou a glukézou.

Bunky péstované v médiu bez sacharidu mély nejvétsi cirkularitu (0,47) s minimalnim
vétvenim panozek do stran; jejich velikost je v porovnani s ostatnimi bunikami p€stovanych na jinych
zdrojich energie nejmensi a pfi ristové analyze mély vyssi pocet bunék pfisedlych ke sténé
zkumavky nez buiky v médiu s glukozou a arabinézou. Nasledovaly bunky péstované na glukoze
(0,31) a arabindze (0,38), které mely vice vétvené panozky do stran nez bunky péstované v médiu
bez sacharidu. Jejich velikost byla sttedni; byly vétsi nez bunky bez sacharidu a mensi nez bunky na
xyloze. Pri riistové analyze mély vysoky pocet bunék voln€ v médiu a nizky pocet bunék prisedlych
ke sténé zkumavky. Nejméné cirkuldrni bunky s nejvice rozvétvenymi panozkami byly bunky
péstované v médiu s xylozou (0,21), které mely nejvétsi velikost a v ristové analyze mély nejvice
piisedlych bunék ke sténé zkumavky ve srovnani s ostatnimi zdroji energie.

Dalsi otazka, na kterou byla hledana odpovéd je, zdali se rtizna velikost bunék odrazi ve
zmén¢ v poctu jader. Bunky M. balamuthi byly inkubovany 24 h v petriho miskach na krycich
sklickach, ze kterych byly pfipraveny trvalé preparaty. Z vyslednych dat byl zjistén maximalni
a pramérny pocet jader na bunku. Pfi porovnani dat z této prace (tab. 6, strana 35) s daty ze studie
Chavez a kol. (1986), kde je uveden prumérny pocet jader na buriku 15 a pocet jader se pohyboval

od 1 do 46 (bylo zkouméano 113 bunc¢k M. balamuthi), jsou ziskand data ztéto prace nizsi
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(PYGC médium s glukézou primérny pocet jader je 5,83). Chavez a kol. (1986) sd¢luji, Ze
dvoujaderné formy se vyskytuji zfidka a Ze jednojadernost je v axenické kultute spiSe prechodnym
nez stabilnim stavem. Ve studii v§ak nebylo zminéno, jak staré¢ kultury bun¢k byly métfeny na pocet
jader, coz mtize byt ditvod, pro¢ v této praci bylo dosazeno niz§iho primérného poctu jader, nebot’
buiitky byly kultivovany na petriho miskach 24 h. Je mozné, ze po delsi kultivaci by dosahovaly
vys$S§iho poctu jader. Statistické zhodnoceni dat z této prace ohledn€ poctu jader u bunék na riznych
zdrojich energie ukazalo vyznamné rozdily v médiu s xyl6zou vs. arabinozou (P = 0,0021) a xylézou
vs. bez sacharidu (P = 0,0063). Spojenim namétenych dat ohledn¢ velikosti bunék a pocétu jader byl
ziskan graf (obr. 12, strana 36) znazornujici korelaci mezi témito parametry. Pearsontiv korelacni
koeficient (r = 0,8233) naznacuje silnou a vyznamnou korelaci mezi méfenymi parametry velikosti
bun¢k a poctu jader, a proto byl pouze jeden z téchto parametri zahrnut do shrnujiciho celkového
zhodnoceni morfologie a fyziologie bun¢k M. balamuthi, viz nize.

Do hodnoceni fyziologie bun€k byla zahrnuta motilita bun¢k na riznych zdrojich energie.
Z trajektorii bunék, které byly zachyceny na petriho miskach po 24 h kultivaci, byly vypocitany
pramérné rychlosti. Po statistickém zhodnoceni vySly najevo pentozy xyldza a arabinoza jako zdroje
energie, na kterych se buiniky pohybuji rychleji nez na glukdze ¢i bez sacharidu, kde vyuzivaji
aminokyseliny jako zdroj energie. Pentézy zde mohou byt preferovanym zdrojem energie za
ptedpokladu, Ze vyssi rychlost pohybu bunék znamena dostatek energie pro rychlou expanzi
a zaplnéni okolniho prostoru. Ve studii Witkowski a kol. (2012) uvadi, ze nedostatek dusiku a fosfatu
snizuje motilitu u Navicula sp. Oproti tomu ve studii Daglio a kol. (2016) dosli k zavéru, Ze diatoma
Halamphora luciae reaguje na nedostatek fosfatu zvySenou motilitou i vy$Sim poctem pohybujicich
se bunék a ke snizeni motility doslo az pti omezeni dusiku. V ptedkladané praci byla vyssi rychlost
pohybu améb povazovéna za lepsi kondici. Jak bylo zminéno vySe, vyssi rychlost pohybu odpovida
vyssi produkcei energie, kterd je k aktivnimu pohybu potiebnd; soucasné vlivem kratké kultivace
(24 h) na petriho miskach by buniky mély mit stale dostatek zivin z relativné Cerstvého média.

V celkovém zhodnoceni morfologie a fyziologie bun¢k M. balamuthi dle tab. 10 na strané 47
vychazi jako preferovany zdroj energie xyloza, kterd dosahla nejvyssi bodového hodnoceni.
Hodnocené parametry byly: rust, velikost a motilita bunék M. balamuthi. Tvar a velikost bunék muize
mimo jiné souviset s ristovymi analyzami, kdy tyto parametry morfologie bunék mohou ovliviiovat,
zdali maji bunky dost prostoru pro pfisednuti na sténu zkumavky ¢i nikoli. U bunék péstovanych
v médiu bez sacharidu byly buiiky nejmensi a nejvice zakulacené, diky ¢emuz mohly zaplnit vy$$im
poc¢tem bunék stejné velkou plochu oproti glukoze a arabindze, kde prevladaly bunky plovouci volné
v médiu. Bunky péstované v médiu s xylézou mely nejvice bunék prisedlych ke sténé, ale zaroven
mély nejveétsi velikost. Diivodem miize byt fakt, Ze jejich tvar byl nejméné zakulacen, byly vice
protahlé a rozvétvené do vSech stran, ¢imz se buiiky mohly riizné pfizpiisobovat a zapliovat povrch
stény. Druhym moznym vysvétlenim je, Ze bunky meéfené v rastovych analyzach plovouci volné

v médiu nemusely byt Zivotaschopné améby, ale pfipadné cysty, nebo buiiky, které jiz umiraly.
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Tim by se jesté vice potvrdilo, ze je xyldza preferovanym zdrojem energie, jelikoZz méla nejvetsi
pocet naméfenych bunék pfisedlych ke sténé¢ zkumavky viz obr. 2 na strané 26 a 27. Proto bylo
navrzeno nahradit v kultivaénim médiu M. balamuthi vieobecné pouzivanou hexézu xylézou.

Dalsi vliv mohla mit na pohyb a velikost bun¢k doba kultivace; v této praci bylo pro
hodnoceni morfologie a fyziologie bun¢k provadéno meéteni po 24 h kultivace v petriho miskach.
Otédzkou zlstava, jakou by mély buiiky velikost a rychlost pohybu po dvojnasobné dlouhé pfip. jeste
delsi kultivaci.

V této praci byla také zkoumana schopnost encystace bunek M. balamuthi na rGznych
zdrojich energie. Z vyslednych dat vySlo najevo, Ze exkretované metabolity do média nemély vliv
na tvorbu sedimentu s pfipadnymi cystami. Sediment odebrany ze 7 dni starych kultur bun¢k byl dle
Wesela a kol. (2021) oSetfen 15 min v 0,1% sarkosylu a nasledné barven kalkofluorem. Kulaté
objekty byly po osetfeni sarkosylem pozorovany pouze u média s arabinozou, které vSak nebyly
barveny kalkofluorem. Po del§im pozorovani pod mikroskopem bylo na preparatu obarveno vse
vcetn¢ artefaktl.

Dale bylo vyzkouSeno barveni sedimentu kalkofluorem ze 21 dni starych kultur bunck
M. balamuthi v médiu s glukdzou a arabindzou. Ani v jednom ptipadé nedoslo k nabarveni kulatych
objektl, byly obarveny pouze artefakty. Nasledné byly barveny kalkofluorem dvé kultury bunék
fixovanych formaldehydem; ty se barvily modie. Dalsi kultura bunék nebyla fixovana, ale pouze
barvena kalkofluorem pfidanym do média. U této kultury byla pozorovana zména vzhledu bunék.
Bunky byly zakulaceny a zifejmé zaCaly postupné odumirat. Tyto buiiky se posléze zacaly barvit
modrfe. V butikach M. balamuthi se pravdépodobné vyskytuji zdsobni polysacharidy ¢i dalsi
slouceniny obsahujici f-1,3 a B-1,4 vazby, na které je kalkofluor schopen se navazat a barvit je.

V dalsim kroku bylo testovano, zdali se kalkofluorem budou barvit zivé buiiky, ptipadné
cysty v kultufe. Do nove pteockovanych kultur bun¢k M. balamuthi byl ptidan kalkofluor ve findlni
koncentraci 0,001% dle Harringtona a Hageage (2003). Tteti den byly kultury bunék zkontrolovany
pod mikroskopem, barveni potencialnich cyst nebylo pozorovano, a proto bylo pfidano znova stejné
mnozstvi kalkofluoru. Kultivace probihala celkem 7 dni. V obou ptipadech byly obarveny
pravdépodobné bunééné pozistatky nebo umirajici buiky. Nebylo pozorovano barveni cyst
kalkofluorem, a pokud ano, nachazely se ve shluku na obr. 20 strana 43. Za podminek pouzitych
v této praci nebyla piipadna chitinova bunééna sténa barvena.

Chavez a kol. (1986) pozorovali tvorbu cyst ve starych kulturach bunék M. balamuthi
péstovanych v PY médiu, které je oproti PYGC médiu chudsi na organické slou¢eniny. Tyto cysty
byly rezistentni vii¢i ptipravku Vagisec a tvorba cyst se zvySovala s ibytkem Zzivin. Excystaci bylo
mozné vyvolat pfenesenim cyst do Cerstvého média (Chavez et al., 1986). V této praci bylo celou
dobu pouzivano PYGC médium, které je bohatSi na organické slouceniny a glukéza byla
nahrazovana jinym sacharidem nebo nebyla pfidana. Kromé organicky chudsiho PY média byly ve

studii Chavez a kol. (1986) ptiddvany do média bakterie E. coli. Tyto dva aspekty mohou mit
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vyznamny vliv na tvorbu cyst. V médiu, které bylo pouzivano v této praci nebyly zahrnuty. Stafi
bunéénych kultur, bohat$i médium a axenicka kultivace by mohly byt diivody, pro¢ nebyly v nasem
ptipadé€ barvenim kalkofluorem potvrzeny cysty.

Kromé barveni kalkofluorem byly sledovany nékteré ze znakl cyst u E. histolytica (Wesel
et al., 2021). Kulaty tvar a mensi velikost jsou viditelné na neékterych utvarech z mikroskopickych
snimkt; odolnost vii€i detergentu byla prokdzand pouze u cyst z média s arabinézou, nedoslo vSak
k nabarveni chitinové stény kalkofluorem; posledni uvedny znak, vicejadernost cyst, nebyla v této
praci sledovana.

Dalsi cast této prace byla zamétena na inhibici karbamat kindzy, klicovy enzym v poslednim
kroku ADH drahy. Jak bylo zjisténo ve studii Novak a kol. (2016), jedna se o relativné rozsitenou
metabolickou drahu mezi eukaryoty, véetné M. balamuthi. Galkin a kol. (2014) ukazali, Ze enzym
CK z G. intestinalis je nezbytny pro preziti trofozoitd a jeho aktivita muze byt z 50 % inhibovana
disulfiramem pii koncetraci 0,64 uM a rist bun¢k je ovlivnén pfi koncentracich 0,75-3,1 uM.

V této praci byl vyzkouSen ucinek inhibitoru disulfiramu na mastigaméby v médiu bez
sacharidu, v némz by mohly byt zavislé na aktivité karbamat kindzy v porovnani s mastigamébami
péstovanych na glukdze, které by mély ziskat vétSinu ATP z glykolyzy. Byla zjisténa nejprihodné;si
koncentrace disulfiramu a vliv jeho riznych koncentraci na rtst bunék M. balamuthi péstovanych
ve vySe zminénych médiich. Disulfiram mél ve vétsin€ piipadd vliv jak na buiiky v médiu bez
sacharidu, tak i na bunky péstované na glukdze, kde byl pozorovan stimula¢ni efekt. Pro sedmidenni
rustovou analyzu v biologickych triplikatech v médiu bez piidavku sacharidu byla vybrana
koncentrace 250 uM. Tato koncentrace vSak neinhibovala rtst bun€k, proto bylo dale rozhodnuto
nepokracovat s touto chemikalii do dalSich experimentl. Jeden z diivodt, pro¢ inhibice ristu bun¢k
disulfiramem nebyla uspésna, by mohl spocivat v pfitomnosti dradhy degradace threoninu. Gill a kol.
(2007) prokazali, ze M. balamuthi ma minimaln€ 2 ze 4 enzymil této drahy. Kone¢nym produktem
této drahy je pyruvat, ktery se pak miize u€astnit dal§iho metabolismu a buiiky tak mohou produkovat
ATP ptes prodlouzenou glykolyzu, aniz by vyuzivaly ADH drahu. Disulfiram je vsak
schopen inhibovat desitky dalsich drah (viz https://www.brenda-

enzymes.org/ligand.php?brenda_ligand id=986). Jeho ucinek v této praci byl zcela odlisny od
vysledkt Galkin a kol (2014), kde uspésné inhiboval rist trofozoitd G. intestinalis. Namisto hledani
vhodného inhibitoru bylo vyvinuto definované médium, ve kterém by bylo moZzné manipulovat
s jeho jednotlivymi slozkami v€etn€ mnozstvi argininu a threoninu.

Z dtvodu piitomnosti L-argininu jako nedilné soucasti PYGC média a ve svétle dat
z experimentu s inhibitorem karbamat kinazy, bylo v této praci vyvinuto definované médium, ve
kterém by bylo moZzné manipulovat s jednotlivymi slozkami a studovat biologickou odpovéd
M. balamuthi na rizné zdroje energie. Pfechod bun¢k M. balamuthi z PYGC média na DFM byl
uskutecnén postupnym fedénim PYGC média DFM. Rychlost ristu byla zpocatku velmi mala,

a proto bylo upraveno mnozstvi esencialnich a neesencialnich aminokyselin a byly ptidany mastné
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kyseliny a vitaminovy mix. Za téchto podminek se rychlost ristu postupné zvySovala a stabilizovala.
Bunky M. balamuthi se dlouho adaptovaly (11 mésicii), a z tohoto divodu nebyly uskutecnény
experimenty s timto médiem. Experimenty, které mohly byt provedeny s DFM médiem jsou rtustové
analyzy na riznych zdrojich energie jako je gluk6za, arabindza, xyl6za, bez ptidaného sacharidu, bez
ptidaného sacharidu s odebranym argininem, bez ptidaného sacharidu s odebranym threoninem a bez
pfidaného sacharidu s odebranym argininem i threoninem, kde by mohl byt piedpokladan zanik
kultury bun¢k M. balamuthi. Pokud by bunky M. balamuthi rostly v DFM bez pridaného sacharidu
a bez threoninu, mohla by se opét vyzkouset optimalni koncentrace disulfiramu pro inhibici bunék
zavislych na aktivité karbamat kinazy v ADH draze. Tim by piipadn¢ bylo overeno, zdali a jak moc
bunky M. balamuhti vyuzivaji ADH drahu k zisku ATP. Dalsi pokusy by mohly byt zaméfeny na
porovnani velikosti a tvaru bunék, po¢tu jader a rychlost pohybu bunék na riznych zdrojich energie,
kde by bylo vice kontrolované, jaky zdroj energie je vyuzivan. Opét by bylo mozné provést analyzu
koncovych metabolickych produktd metabolismu bunék M. balamuthi, ptipadn€ i ovéfeni tvorby
cyst pfidanim ryZzového prasku a bakterii E. coli do organicky chudsiho PY média v porovnani
s DFM médiem.

Dalsi metodou, kterou byl zkoumén vliv riiznych zdroji energie na bunky M. balamuthi,
byla analyza koncovych metabolickych produktii metabolismu bunék M. balamuthi v zavislosti na
riznych zdrojich energie. Méfeni probihalo v pentaplikatech a byla testovana pfitomnost
nasledujicich metabolitii: pyruvatu, laktatu, citratu, sukcindtu, acetatu, etanolu, glutaminu, glutamatu
a prolinu. Sukcinat, citrat a glutamin nebylo mozno naméfit, nebot’ se jejich mnozstvi pohybovalo
pod hladinou detekce. U detekovatelnych koncovych metabolitl pyruvatu, laktatu, glutamatu,
etanolu, acetatu a prolinu mély statisticky vyznamné rozdily pyruvat, laktat, glutamat a etanol. Acetat
a prolin se napfi¢ riznymi zdroji energie statisticky vyznamné neliSily. Sukcinat a citrat jsou
produkty v Krebsové cyklu. Absence jejich hladin pfi méfeni by mohla napovidat tvrzeni ze
studie Gill a kol. (2007), ze M. balamuthi pravdépodobné nema funkéni Krebsuv cyklus, pouze jsou
pfitomny nekteré enzymy, které vSak pro svou nedostateCnou provazanost nemohou tvofit cely
Krebstv cyklus. Dalsi roli mohl hrat enzym nalezeny v genomu M. balamuthi — citrat lyaza, jenz
zpracovava citrat na oxalacetat a CoA.

Z vysledkli metabolomické analyzy (obr 21. strana 44) je patrné, Ze na riznych zdrojich
energie dosahovaly buitky M. balamuthi rozdilné koncentrace koncovych metabolickych produkti
alisila se i jejich celkova dosazena hladina. Rozdil v celkové dosazené hladiné koncovych
metabolickych produktd by mohl byt odiivodnén rychlejsim zpracovavanim glukozy oproti ostatnim
zdrojiim energie, nebo i nizsi sekreci metabolitl do okolniho prostfedi. Dalsi mozné vysvétleni by
mohlo zahrnovat fakt, ze M. balamuthi ma dalsi koncové metabolické produkty, které nebyly méfeny

v této praci a které produkuje v nepfitomnosti glukozy.
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Bunky M. balamuthi péstované v médiu s glukézou mély nejvys$i naméfené hladiny
metabolith pyruvatu a etanolu, u média s xylozou to byl laktat a u média bez ptidaného sacharidu,
kdy buiiky vyuzivaji aminokyseliny jako zdroj energie, mél nejvyssi hladinu metabolit glutamat
(obr. 22 a 23 strana 45,46). Arabin6za neméla statisticky vyznamny detekovany metabolit, ktery by
vyznamné prevySoval hladinu ostatnich. Po detailni klastrové analyze (obr. 24 strana 46)
z prumérnych hodnot pentaplikdti vyslo najevo, ze je arabindza nejvice podobnd médiu bez
pridaného sacharidu. Piekvapivé si zde pentdzy nejsou podobné, i kdyz se zapojuji do stejné drahy.
Dochazi tedy pravdépodobné k jiné signalizaci, pripadné jsou enzymy, které vedou na spolecny
metabolit, jinak aktivni. To nasvédCuje tomu, Ze arabindza pravdépodobné neni preferovanym
zdrojem energie pied xylozou ¢i glukozou, které zaujimaji vyssi podil v hemiceluloze, ze které je
M. balamuthi schopna Cerpat energii diky ziskanym geniim pro degradaci rostlinné bunécné stény.

V genomu M. balamuthi byl nalezen Siroky soubor enzymi a transportérti metabolitd
potiebnych pro rozklad a vyuZiti polymerit rostlinné bunééné stény (Zarsky et al., 2021). Jedna se
pravdépodobné o adaptaci, kterd umoznuje zivit se rostlinnymi zbytky v anoxickych sedimentech,
ve kterych by se M. balamuthi mohla vyskytovat. Pfibuzné voln¢ zijici Archamoebae miiZeme nalézt
ve sladkovodnich i mofskych sedimentech, stojatych vodach anebo v bahnitém substratu na okrajich
rybnikt a ek (Page, 1970; Jacob & Patterson, 1990; Bernard et al., 2000; Frolov et al., 2004). M.
balamuthi byla nalezena ve volné pfirod¢ pouze jednou, a to ve studni v zapadni Africe. Pfitomnost
enzymi pro degradaci bunécné stény rostlin by mohla naznacovat, ze preferovanym biotopem je
vodni zdroj obklopeny flérou, v jehoz anaerobni vrstvé vyuzivd M. balamuthi pentdzy jako zdroj
energie. Xylany jsou nejrozSifené€j$i hemicelulozou ve drevé listnatych stromi. Jejich podil
predstavuje 17,4% suché vahy dieva, ve srovnani s glukdzou, nejcastéj$im sacharidem, ktery tvori
50% (Jeffries, 1983). Tvrzeni, ze je xyloza preferovanym zdrojem energie koreluje s mnozstvim
xylozy ve drevé, kde je arabindza ve srovnani s xylézou mnohem méné zastoupena. Celul6za ma
vSak nejvétsi celkové zastoupeni v bunééné sténé rostlin, ktera je slozena z gluk6zovych podjednotek
spojenych glykosidickou vazbou B-1,4. Po vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdili z této prace
vychazi najevo, Ze glukoéza se zda byt méné preferovanym zdrojem energie, a to i pies nejhojnéjsi
vyskyt v porovnani s pentdézou xylézou. Do budoucna by se mélo zvazit nahrazeni glukézy

v kultivaénim médiu preferovanou xyldzou.
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7 Zaver

V této diplomové praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o zivotnim cyklu, metabolismu a zdrojich
energie, které je schopna M. balamuthi vyuzivat k produkci ATP.

Prakticka ¢ast této prace si kladla za ukol ovéfit ziskané informace z genomu M. balamuthi, a to
konkrétné jeji schopnost metabolizovat pentozy a piipadné zjistit, ktery zdroj energie je preferovany.
Pomoci kultivace bun€k M. balamuthi na riznych zdrojich energie a sérii experimentl zahrnujicich
hodnoceni bunééné morfologie a fyziologie, byla zjiSténa preference pentozy xylozy, jako zdroje

energie pro M. balamuthi.
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8 Seznam pouzitych zkratek

Acetyl-P
Ack
ACS
ADH
ADI
ADP
AKL
APSK
AS
ATP
CBD
CK
CoA
DAPI
DFM
DMSO
Fd
Gal/GalNAc
GCS
Hyd
LDH
ME
NAD*
NADH
NADP+
NADPH
OTC
PDH
PFL
PFO

Pi

PNO
PPi

Acetylfosfat

Acetat kinaza

Acetyl-CoA syntetaza

Arginin dihydroldzové draha
Arginin deiminaza
Adenosindifosfat
a-amino-B-ketobutyrat CoA ligaza
Adenosin-5-fosfosulfat kinaza
Sulfurylaza

Adenosintrifosfat

Chitinové vazebné domény bohaté na cystein (chitin-binding domain)

Karbamat kindza

Koenzym A

4,6-diamidin-2-fenylindol

Definované médium pro kultivaci bunék M. balamuthi
Dimethylsulfoxid

Ferredoxin

Galaktdza/N-acetylgalaktosamin

Metabolismus pro Stépeni glycinu (glycine cleavage system)
Hydrogenaza

Laktat dehydrogenaza

Jable¢ny enzym (malic enzyme)

Oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
Redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
Oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
Redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
Ornitinkarbamoyl transferaza
Pyruvatdehydrogenazovy komplex

Pyruvatformat lyaza

Pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza

Anorganicky fosfat

Pyruvat:NADP" oxidoreduktaza

Pyrofosfat
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PY médium

PYGC médium

SHMT
TCA
TMD
XfP

Organicky chuds$i médium pro kultivaci bun¢k M. balamuthi
(proteose peptone-yeast extract)

M¢édium pro kultivaci bunék M. balamuthi

(proteose peptone-yeast extract-glucose-cysteine)

Serin hydroxymetyltransferaza

Krebstv cyklus (tricarboxylic acid cycle)
Transmembranova doména (transmembrane domain)

Bifunk¢ni fosfoketolaza xyluloza-5-fostat/fruktoza-6-fostat
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