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Abstrakt

V poslednich dvaceti letech probihal intenzivnikgm v oblasti ABC transportér Zajem o
tyto membranové transportéry je gmeén predevsim tim, Zedkteré ABC transportéry hraji
roli v rezistenci rakovinnych bk a patoget vici pouzivanym l&ivam. Tento |ékésky
aspekt ABC transportétyl ve vyzkumu pochopitetnvyrazré uprednosiiovan. Z pohledu
obecnych fyziologickych funkci a evoluce byly paB® transportéry fehlizeny. V této praci
se proto zartuji na evoluci eukaryotickych ABC transpofigpiehled ABC transportér
parazitickych protist a na mitochondrialni ABC tsportéry, které jsou nejkonzervaté@imi
eukaryotickymi ABC transportéry.

Kli¢ova slova: ABC transportér, paraziticka protozoa|ece, mitochondrie, Fe-S centra

Abstract

In the past twenty years there has been a lotsefareh done on ABC transporters. This group
of membrane transporters was recognized as higipgitant due to its ubiquity in living
organisms and due to the involvement of some oABE€ transporters in multidrug

resistance of cancer cells and pathogens agaiestatherapeutics. This medical aspect of
ABC transporters was naturally the most importaré for the majority of researchers. On the
other hand, the biological aspects and evolutiomafiy ABC transporters remained
untouched. In this work | give an overview of AB@rsporters of parasitic protozoa and
focus on the evolutionary aspect of eukaryoticgpamters and on mitochondrial ABC

transporters, which are the most conserved ones@edkaryotic ABC transporters.
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1 Uvod

ABC transportéry jsou membranové proteiny schopaéstokovat Siroké spektrum latek (od
anorganickych iorit az po peptidy, lipidy a jiné velké molekuly). Vyak ABC transportér
probihal od 70. let na systémech transportu amiselky u gramnegativnich bakterii. Berger
et al. vi¢lenil komponenty importu, které&ipno vyZaduji ATP pro svoji funkci a jsou
senzitivni wici osmotickému stresu (Berger and Heppel, 1974)gidiyet al. publikoval
kompletni sekvenci operonu importu histidinu hisJ®MS. typhimurium (Higginset al.,
1982), nasledovala sekvence komponenty malt6zotrahseportéru malK &. coli (Gilsonet
al., 1982b). Homologie mezi hisP a malK (coz jsou atpé domény bakterialnich ABC
transportér) vedla k hypotéze spaleého evolaniho pivodu této skupiny protein(Gilson

et al., 1982a). Prvni charakterizovany eukaryoticky AB&hsportér byl lidsky exportér P-
Glycoprotein/MDR1 (Grost al., 1986), ktery byl jiz @ive popsan jako efektor rezistence
rakovinnych buk vaci nekterym amfifilnim cytotoxickym l&ivam (Juliano and Ling,

1976). Pojem ABC transportér pak vznikl v roce 1§8® zkratka pro "ATP-binding
cassette” (Hydet al., 1990). Recentni genomové projekty ukazuji, Zeaete ABC proteit
(resp. sekvence jejich atpazovych domeén) jsou jedmgjkonzervovatSich proteinovych
sekvenci, které nachazime u vSech&unogich organism. Diky tomu se dokonce dostaly do
z4jmu teoretickych astrobiolédlsenbargeet al., 2008).

V této préaci se po obecném uvodu Z&m na evoluci eukaryotickych ABC
transportéi. Pro giblizeni problematiky rezistenciivi raznym xenobiotikm uvedu pipad
rezistenceP. falciparum, pri které hraje roli pra¥ ABC transportér. Dale se budénovat
mitochondrialnim transporté&m a tomu, co o nich mohou prozradikteti prvoci. Nakonec
zminim zajimavy relikt po endosymbiotickérfegku mitochondrie — transportéry skupiny
CCM.

2 Klasifikace eukaryotickych ABC transportér 1

ABC transportéry jsou integralni proteiny, kterésk&daji ze dvou domén vazicich
nukleotidy (nucleotide binding domain, NBD) a dwoansmembranovych domén
(transmembrane domain, TMD) (Obr. 1). NBD jsou pj@smatické domeény, které piato
velké skupiny "p-loop" atpaz, od jejichz zbytkua#iSuji specifickym ABC motivem (ABC
signature). NBD obsahuji konzervativni Useky, ksgétastni vazby a lytického cyklu ATP

a interakce s transmembranovymi doménami. Transmérabé domény jsou variabilni



membranové domény obsahujici 5etBelixt a odliSuji se mezi skupinami ABC transpaoiitér

sekvern¢ i organizacid&chto domén.

Obr. 1: Krystalové strukturysiterych ABC transportér (A) exportér Sav1866 ze
Sabphylococcus aureus (Dawson and Locher, 2006) (B) importér ButCBszherichia coli
(Locheret al., 2002), NBD¢erverg, TMD Zlute

ABC transportéry roztlujeme na importéry a exportéry a dale pak podiditektury domén
na prokaryoticky typ a fazované transportéry (Dass& Bouige, 2001). Exportéry
transportuji substrat z cytoplasmy ven zlkunebo do endomembranovych kompartrent
piipack mitochondrialnich transporiése jedna o transport z mitochondrialni matrix do
mezimembranového prostoru. Jednotlivé ftmildomény ABC transportéiprokaryotického
typu lezi na separatnich polypeptidech. Fizovan€ &Bnsportéry jsou exportéry s TMD a
NBD na jednom polypeptidovéretézci. Mozné varianty architektur fGzovanych ABC
transportéi mohou byt vyjateny takto: NBD-TMD, (NBD-TMD), TMD-NBD, (TMD-



NBD), (Obr. 2). Pokud u fazovanych ABC transpaitieZi na jednom polypeptidu jedna
NBD a TMD, nazyvame tyto transportéry "poléwimi” (half). Pokud spolu na polypeptidu
lezi dw nukleotid vazici domény a &transmembranové domény, jedna se o tzv. "cely"
transporteér (full-length). V prokaryotickych genotheobvykle nachazime velké mnozstvi
importéf prokaryotického typu, ale i zastupce fuzovanychCABansportér. U eukaryot se
vyskytuji pouze fuzované ABC transportéry. Vyjimkotohoto pravidla jsou ccmAB
transportéry prokaryotického typdastnici se maturace cytochromu C, které nachazime
kédované v mitochondrialnich genomeckkterych rostlin a exkavatnich prviokviz.

kapitola "Transportéry skupiny CCM").

cytosol

Obr. 2: Schematizované architektury ABC transp@rt@k) prokaryoticky typ, (B) fuzovany
transportér, polo¢ni (half), (C) fuzovany transporteér, cely (full-igth), NBD Sed, TMD

tmaw

NejrozStengjsi jednotna klasifikace eukaryotickych ABC trandpai je zaloZena na systému
lidskych ABC proteifi, ktery je rozdluje na zaklad sekverni podobnosti NBD do sedmi
skupin A-G (Dearet al., 2001). Tato klasifikace zarovelolre vystihuje podobnosti ve
funkcich a architekturach eukaryotickych ABC traors@iti. Krome transportér skupin A, B,
C, D a G, jsou v této klasifikaci zahrnuty proteskupin E a F, které nemaji
transmembéanové domény a nekonaji funkci transpigraée &astni seiznych jinych

proces obvykle souvisejicich s rekombinaci nebo translacami zastupci skupin ABCE a
ABCF jsou nap. proteiny RLI (RNAse-L inhibitor) a SMC (Structufdaintenance of
Chromosomes). Podrogjgi analyzy eukaryotickych ABC transpoiitgrozdji potvrdily tuto
klasifikaci jako spravnou a jeSpridaly skupinu H, ktera jeifbuzna skupi& G a vyskytuje se

u rekterych nematod a hmyzu.



3 Evoluce eukaryotickych ABC transportér 0

VSechny skupiny eukaryotickych ABC transpoiitéraji wtSi ¢i mensi afinitu k bakterialnim
sekvencim (ve smyslu prokaryota bez archaebaktegijimkou je konzervovany zastupce
ABC proteini skupiny E nazyvany RLI, ktery je jednozna archaebakterialnihaigodu.
Podle evoldnich minulosti I1ze rozdit eukaryotické ABC transportéry na skupiny "BCIA,
a G (Obr. 3).

Béhem evoluce eukaryotickych ABC transpoiitgg patrny posun v sekvenci,
architektute i funkci, ke kteréemu doslatbem vzniku eukaryotické lily. Fyleticka
distribuce eukaryotickych ABC transpotiige nkterymi nazyvana "dynamicky koherentni"
(Shepst al., 2004) — pi fylogenetickych rekonstrukcich pozorujeresté genove duplikace
a ztraty, ale zastoupeni skupin ABC transparjémxitom fylogeneticky porérné stabilni.
Tuto vlastnost Ize vystlit Sirokou substratovou specifitou mnoha eukaicfoich ABC

transportél, ktera miZze snizovat selekci proti genové z¥at

3.1 Skupina "BCD"

ABC transportéry skupin B, C a D ttf;ma zéklad sekverni podobnosti spot&ou skupinu.
Tuto "BCD" skupinu Ize charakterizovat davnou flis¥D-NBD, ke které doSlo ied
nejkonzervativeyjsi transportéry této "BCD" skupiny jsou transpoytgkupiny B. Diky tomu
Ize predpokladat, Ze ABC transportéry skupiny Bigqani polovéni TMD-NBD
architekturou pedstavuji archetypalni zastupce "BCD" a ostatriupae ABCC a ABCD lze
nahliZet jako derivované.

Piitomnost ABCD transportérmu nekterych proteobakterii a cyanobakterii naane,
Ze k od&tpeni této skupiny doslo jéSpied vznikem eukaryot. Eukaryotické ABCD
transportéry jsou konzervatigmsociovany s peroxisomy a chybi hapwtsiny apikomplex,
u kterych skuténé peroxisomy chybi. Naopakipomnost sekvenci homolognich k ABCD
proteinim v genomuMastigamoeaba balamuthi (volné Zijici piibuznyEntamoeba histolytica
ze skupiny Archamoebae) naZoge, Ze by tento prvok mohl mit peroxisomy, coaby
anaerobniho prvoka bylo velice neobvyklé. U ABCansportér nedochazelo k dalSim
fuzim, takZze maji pouze TMD-NBD architekturu. Jak@ad u ¥tSiny biologickych pravidel
v3ak i zde existuje vyjimka — suchozemské rostiimaji skupinu D velice zmnoZenou a v
nékolika pipadech u nich nalézame (TMD-NBLDjrchitekturu (naip NP_568072.1 u
Arabidopsis thaliana).



Proteiny skupiny C se zdaji byt jedémé pro eukaryota a jsou charakterizovany fazi
dvou TMD-NBD jednotek za vzniku (TMD-NBR)architektury. Na rozdil od mnoha jinych
podobnych fuzi, ke kterym doSlo v evoluci eukargiofch ABC transportér, se v tomto
piipact jedna o jedingnou fuzi, ke které doslored roz@lenim hlavnich eukaryotickych
skupin. Ri fylogenetickych rekonstrukcich jednotlivych NBOBEC proteirt je dolie patrna
vyrovnana koevoluce mezi N- a C- terminalnimi NB@hnami. Transportéry skupiny C
dnesnich eukaryot nachazime v plasmatické meralm@oo v iznych¢éstech
endomembranového systému, hae vakuolach a lysosomech.

Skupina B obsahuje eukaryotické ABC transportésre maji jednozri@é ortology
mezi alfaproteobakterialnimi transportéry. Mezotytansportéry péti mitochondriélni
ATM (viz. kapitola "Mitochondridlni ABC transportg ATM"). Fylogeneticka rekonstrukce
proteini skupiny B odhaluje, Ze eukaryotické ABCB proteigtvdi monofyletickou
skupinu a zZe k roaereni hlavnich skupin ABCB transportédoSlo ged vznikem Eukaryot.
Pozdji pak u eukaryotickych ABCB transportédoSlo rékolikrat nezavisle ke vzniku

T4

rychlejsi evoluci, ale i snadj$i ztrag v SirSich evoltnich netitkach.

3.2 SkupinyAaG

Evoluni pavod skupin A a G neni jednozitgy. Ke vzniku transportérskupiny A muselo
dojit pred od@lenim hlavnich eukaryotickychétvi, pricemz doSlo k fuzi TMD-NBD,
podobr jako tomu je u skupiny "BCD". Nasledlipak podob# jako skupiny B dochazelo k
dalSim fuzim za vzniku (TMD-NBDR)architektur. Transportéry skupiny A nachazime
obvykle v membranach endomembranového systémuasmnptické membr&n

Na rozdil od zbytku eukaryotickych ABC transpaiitér vzniku skupiny G byla fuze
obracend, které vedla k architetddNBD-TMD. V praci, ktera se zabyva bakterialnimi
koreny eukaryotickych ABC transportéivedla autory fitomnost proteifi skupiny G u
nekterych bakterii skupiyanobacteria a Actinobacteria k zawru, Ze se jedna o horizontalni
pienos z eukaryot (Igarasétial., 2004). Autdi dale argumentovali tim, Zetkteré tyto
bakterialni homology maji na N-konci doménu FHArKEd head-associated), ktera je znama
hlavre z eukaryot, kde vaze fosforylované peptidy. NynvsSak jevi jako prawgodobrgjsi,
Ze ke vzniku skupiny ABCG doSldgrd vznikem eukaryot a Ze pozorované fyletické
rozlozeni &chto proteiri je vysledkem ztrat uskterych skupin recentnich bakterii. FHA

doména neni u bakterii ve skéesti nijak zvlag vyjimecna a u Zadnych eukaryotickych



ABCG proteirti ji nenajdeme. Horizontalni genové transfery z eydado bakterii jsou velmi
vzacné a scénprenosu ABCG do bakterii by se neobeSel bgwlika takovych penos..
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4 Struktura ABC transportér

Strukturnich informaci o ABC transportérech done@anebylo mnoho. Roku 2001 byla
publikovana prvni struktura celého ABC transportésbA zE. coli (Chang and Roth,
2001). Za pomoci této struktury pak byla stejnoupskou utena dalSi struktura MsbA z
Vibrio cholerae (Chang, 2003). AZ roku 2006 se dalSi skagiavedlo vykrystalizovat
piibuzny transportér Sav1866 Smphylococcus aureus (Obr. 1A) (Dawsoret al., 2006).
Tato krystalova struktura &fa lepSi rozliSeni (3.0 A) neZgxichozi (4.5 A) a prokazala jejich
chybnost. Nasledovalo pakkolik dalSich strukturalnich studii ABC transpoitér
molybdatovy importér ModABC Archaeoglobus fugidus (Hollensteinet al., 2007b),
importér vitaminu B12 BtuCD Escherichia coli (Obr. 1B) (Hvorupet al., 2007) a mysi
exportér MDR1 (Alleret al., 2009). Struktura transportéru MsbA byl&lpodnocena ve s&tle
poslednich poznaiika krystalovych struktur s lepSim rozliSenim nely by piredchozi (Ward
et al., 2007). Vysledkem byla dobra strukturni podobmdsbA s transportérem Sav1866.

4.1 Funk éni cyklus ABC transportér a

Vyvoj v poznani struktur ABC transportéved| k vytvaeni modelu jejich funéniho cyklu
(Hollensteinet al., 2007a). Zakladni myslenkou této hypotézy je&ranstawu
transmembranovych domén - ven nebo davtilhward-facing", "outward-facing"), ktera je
spojena s lytickym cyklem ATP a se &mou @istupnosti vazebnych mist pro substrat (Obr.
4).

10



A Open Apo Closed Apo Nucleotide Bound

Obr. 4: Konformani zmeny MsbA. (A) Vybrané helixy TMD. (B) ZjednoduSenyouhel
konformanich zngn. (C) Detail NBD. pevzato z (Wardt al., 2007)

Exportér s nenavazanym ATP se nachazi ve dpkaly jsou od sebe NBD vice méns
vzdaleny a translokai tunel je oteten "dovnit", coZ umo#uje vazbu translokovaného
substratu na specificka vazebné mista. Po navadanidojde k ¢snému piblizeni NBD, coz
zpasobi geklopeni translokmiho tunelu a jeho otéeni snérem ven. Bhem této zrény se
zmeéni mista interagujici se substratem a ten je néskedblnén na opané stra membrany.
Tento model poukazuje na to, jakl€Zité jsou pro uteni substratové specificity a m

transportu transmembranové domény.
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5 ABC transportér jako p Fi€ina nebo modulator
rezistence k chemoterapeutik am

Vyznam ABC transport@rpii vzniku rezistence (multidrug resistance - MDRg&vam byl
prokazan u celéady parazitickych prvak(Sauvaget al., 2009). Jedna s&gvazrie o "celé"
transportéry (full-length) skupin B, C a Gi¢Rled zastoupeni skupin ABC transpaiter
vybranych prvolt viz. tabulka 1.) Jako mozné efektory rezistenagaziti vici xenobiotikim
se udavaji tyto mechanismy: aktivni vypuzovani, peng [¥ijem, modifikace cile daného
xenobiotika, modifikace, ukladani a kompetice (doaed George, 2005). Typicky zastupce
MDR proteini je lidsky P-Glykoprotein (syn. MDR1, ABCB1). Tent@nsportér rize
komplikovat I&€bu riznych typi rakovin tim, Ze je schopen exportovat Siroké spekt
cytotoxickych latek. V #kterych jinych pipadech se vSak ukazuje, Ze ABC transportéry

mohou zfisobovat rezistenci i jinymi mechanismy nez pouhymogtem xenobiotika.

ABCA |ABCB |ABCC|ABCD |ABCG
Entamoeba histolytica 2 12 12 0 1
Cryptosporidium parvum |0 2 15 1 2
Plasmodium falciparum |0 8 2 0 1
Leishmania major 20 9 16 3 6
Trypanosoma brucei 4 7 6 3 4
Giardiaintestinalis 14 2 0 1
Trichomonas vaginalis 47 33 0 2 0
Cryptococcus neoformans |0 9 18 2 15
Encephalitozoon cuniculi |0 5 0 0 5

tabulka 1: Zastoupeni skupin ABC transpartérezi vybranymi parazitickymi prvoky.

5.1 Priklad rezistence k 1é ¢ivum u Plasmodium falciparum

e

nejnebezpingjSi formu lidské malérie. Vétyricatych letech minulého stoleti secab
pouzivat antimalarikum chlorochin, ktery se ¥ityrch pripadech pouziva dodnes. Jednou z
nejwetSich komplikaci I&by je rezistencedkterych kmei, ktera se z&la objevovat v
raiznychéastech séta (BOXet al., 1963; YOUNGet al., 1963). Rezistende. falciarum vaci
chlorochinu se zdala byt podobna MDR &af rakovinnych buk. Bylo prokazano, ze

rezistentni bikky akumuluji méa chlorochinu a Ze Ize obnovit citlivost verapamilesoz je
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znamy inhibitor MDR transportériKrogstadet al., 1987). (vice o antimalarikach viz.
rameek Antimalarickd léiva)

GenomP. falciparum nese na patém chromosomu gen podobny lidskému
MDR1/ABCB1 zvany PfABCBL. Protein PfABCBL je lokativany v parazitické potravni
vakuole (¢inném mist vétSiny antimalarik) a v menSi bei pak také na plasmatické
membrag (Cowmanet al., 1991). U gkterych izolah rezistentnich k chlorochinu jsou
nekteré alelické varianty tohoto genu amplifikovafpéteet al., 1989). Pomociikzeni
rezistentnich kmenbylo ale zjiS¢no, Ze alela, ktera jefijpno zodpo¥dna za rezistenci
k chlorochinu, lezi na chromosomu 7 (Welleehal., 1990). Poz¢gi byla tato alela
identifikovana jako gen pro transportér CRT (chéprime resistance transporter), ktery je
lokalizovan v membranparazitické potravni vakuoly a jehoZz mutacésqbuji rezistenci
vigi chlorochinu (Fidoclet al., 2000). Uloha PfABCB1 se tedy v tomttiglads ukéazala byt
pouze moduléni.

Vzhledem k rozmahajici se rezistengéichlorochinu se zsly nasazovat nove Iéky,
jako je nap. meflochin nebo artemisin. Uloha PfABCBIi pnizené citlivosti protigmto
lékam byla jednoznén¢ prokazana. Ndjklad u thajskych izoldtje amplifikace PTABCB1
spolehlivym molekularnim markerem meflochinové seance a mutace v PFABCB1 genu
vedou ke zvySené citlivosti k meflochinu (Preteal., 2004). Je zajimave, hevitro
navozena rezistence k meflochinu zarogeysuje rezistenci k artemisinu, ale naopak z\e/Suj
citlivost k chlorochinu (Sidhet al., 2006;Wilsoret al., 1993).

Ukazuje se, Zze PTABCB1 ma Sirokou substratovowifipe ktera mize byt
modulovana mutacemi v tomto genu. PABCBL je uloZzewakuolarni membrértak, Ze
jeho NBD jsou v cytoplas#éa je tedy schopen transportovat substraty z cgsopy do
vakuoly (Karczet al., 1993). V tomto fipadt Ize uvaZzovat dva mozné mechanisniggbeni
PfABCB: bud’ pfimo transportuje va do vakuoly, nebo do vakuoly transportuje jiné
molekuly, které mohou modulovatiéo pog. jeho toxické produkty. Eseje s fluoreséein
barvou Fluo-4 ukazaly, Ze mutace v PfABCB1, ktezdou ke snizené citlivosti
k meflochinu, jsou asociovany se zvySenou akumuéoibarvy v potravni vakuole
(Rohrbactet al., 2006). To by nazrgavalo, Ze pi této mutaci nedochazi ke snizeni miry
transportu, ale naopak snad k jeho zvySenf.gapznéné substratove specifity. Neni tedy
vylouc¢eno, Ze jednim ze substrt&fABCBL je nap. glutathion, ktery pak fZe ve vakuole

modulovat oxidativni stres, ktery nepochylprovézi @éinek antimalarik.
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ramecek: Antimalaricka Ié ¢iva

Chinin (quinine) je nejstarSi antimalarikum zndmé proaziin s¥t, které je jako celéada
ostatnich derivatem aromatického chinontitd@inim zdrojem chininu jetka pivodre
jihoamerickych k& roduCinchona ze skupinyRubiaceae. Chinin byl pouzivan jako hlavni
antimalarikum az do 40. let minulého stoleti, k¥ Zaveden chlorochinoi©€hlorochinon
(chloroquinone) byl az donedavna nejpouz@é@&m antimalarikem, &i kterému v dsledku
masivniho uzivani zaly v riznych oblastech vznikat rezistentni kmeny. Chlomoah je
schopen diky své hydrofobigitifundovat membranami do napadenyehvenych krvinek a
pak dale do parazitické digestivni vakuoly. V kgselprostedi vakuoly je chlorochinon
protonovangimz se zabrani Zmée difuzi ven z vakuoly. Chlorochinon se pak vAaehem a
zabraiuje jeho krystalizaci (coz jeitezity krok pro detoxifikaci hemu). Toxicky volnyem a
komplex chlorochinu a hemu nakonetspbi lyzu a smrt hiky parazita (Slater, 1993).
Halofantrin (halofantrine) je dalSi derivat chinonu, u kter@yta diskutovana zrtad rizika
vedlejSich dinki, jako je nap. kardiotoxicita nebo arytmie srdddeflochin (mefloquine) je
lék vyvinuty kEhem valky ve Vietnamu. Dnes se pouziva u rezisteintkmeri obvykle v
kombinaci s derivaty artemisinArtemisin (artemisinine) je nejstarsi dokumentované
antimalarikum, jehoz dinky byly v ¢inskeé literatiie prokazatelkpopsany v polovi&
¢tvrtého stoleti. Mechanismusiaku artemisinu neni vyjagny. Jedna z hypotéz
predpoklada reakci redukovaného Zeleza usmdho degradaci hemu s artemisinem. Redukce
intramolekularni peroxidové vazby artemisinu spredikalovou kaskadu vedouci k produkci
toxickych reaktivnich forem kysliku (Olliaret al., 2001).

6 Mitochondrialni ABC transportéry ATM

NejkonzervativgjSi eukaryoticky ABC transportér je poldwi transportér skupiny B
lokalizovany ve vnitni mitochondrialni membr&mazyvany Atm1 podle kvasinkového
zastupce Atm1 (ABC Transporter of the MitochondrRdavépodobre se také jedna o jediny
esencialni eukaryoticky ABC transportér. Ortologlydto proteinu nachdzime ve vSech
znamych eukaryotickych genomech s vyjimkeutarych anaerobnich prvokjako jsou
nag. Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis a Entamoeba histolytica.

Mutace v lidském homologu zvaném ABCB7igpbuji u mui vzacnou chorobu
zvanou XLSA/A (X-linked sideroblastic anemia anebaa), (i které dochazi ke zhorSené

produkci hemoglobinu a akumulaci Zeleza v krvink@shikmets et al., 1999) a nasledn
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narusené koordinaci pohybu pacienta. XLSA/AZze byt také zfisobena mutacemi v genu
pro frataxin, coz je mitochondrialni proteifilezity pro spravny metabolismus Zeleza a
tvorbu Fe-S center. (Pro vice informaci o Fe-Sarexh a jejich tvorbviz rame&ek
Biogeneze Fe-S center.)

Tradicnim modelem pro vyzkum metabolismu Zeleza a Fergce& mitochondrii je
kvasinkaSaccharomyces cerevisiae. Odstragni genu Atm1 v kvasince apobuje ztratu
cytochronii, neschopnost respirace a nestabilitu mitochomdhiélgenomu (Leighton and
Schatz, 1995). Dale bylo zj&to, Ze se v mitochondriatm1 kmei akumuluje Zelezo
(vyrazre vice nez u mutaftfrataxinu) a zarovese buika chova, jako kdyby #ta nedostatek
Zeleza, a stimuluje mechanismijmu Zeleza (Kispaét al., 1997).

Mitochondrie jsou centralni organelou pro tvorbuS-eenter a maturaci Fe-S protein
v celé buice. Pra¥ Atm1l se ukazal byt esencialni pro maturaci cytemplatickych Fe-S
proteini (Kispalet al., 1999), nikoliv vSak pro tvorbu mitochondrialniER-S proteid. DalSi
znamé mitochondrialni komponenty, které jsouglmé specificky pro tvorbu cytosolickych
Fe-S proteid, jsou Ervl (Langet al., 2001) a glutathion (Sipa# al., 2002). Ervl je
sulfhydryl oxidaza mezimembranového prostoru mitwchrie. Je znamo, Ze Ervl je gasti
importni drahy gkterych malych cysteinovych protémezimembranového prostoru
(napiklad malé TIM proteiny), ficemz dochazi k zavédi disulfidickych niistki do €chto
importovanych proteiin (Allen et al., 2005).

Co stale #stava otekenou otazkou, je povaha substratu, ktery je tramspén Atm1.
To, Ze se akumuluje Zelezo v mitochondrifdaim1 kvasinek, vedlogkteré dce k nazoru,
Ze Atm1 transportuje Zelezo. Tento pohled nejspédostoji vzhledem k vyzkumu na
homologu Atm1 VArabidopsis thaliana, nazvaném Stal nebo také AtAtm3. AtAtm3 byl
schopen plénahradit Atm1 wwatm1 kvasinek (Cheet al., 2007). Péliva analyza AtAtm3
mutanfi u A. thaliana vedla ke zji&ni, Ze u tohoto organismu je AtAtmaldzity pro
maturaci cytosolickych Fe-S proteinu, ale nedoch@&idnym dramatickym z&nam v
metabolismu Zeleza (Bernagtlal., 2009). To ukazuje, Ze rozvrat v metabolismu Zzelez
kvasinek a lidskych buik s naruSenym Atm1 je z#pinén regul&nim mechanismem, ktery
je prava@podobr zavisly na cytosolickych Fe-S proteinech. Nejeg@@imo o naruseni
exportu Zeleza z mitochondrie.

NejjednodusSim vystlenim tedy niZze byt gimo transport Fe-S centra. Tento model
je vSak také problematicky, nabBe-S centra jsou malo stabilni a transport celého
holoproteinu s navazanym Fe-S centrem je vzhledghdkvelikosti jendZko predstavitelny.

Invitro eseje s Atm1 rekonstituovanym v proteoliposomedizaly, Ze atpazova aktivita
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transportéru je obeérstimulovana peptidy s volnymi thiolovymi skupina(fiuhnkeet al.,
2006). BEhem tchto pokugé nebyl bohuzel prokazariimo transportdchto latek, takze se
jedna pouze o dalSi niégmou indicii.

P uvaZzovani substratu Atm1 jgeba také uvazovat o tom, Ze Atm1 je veivit
mitochondrialni membré&na substrat se tedy neocitne v cytoplésate v mitochondrialni
periplasnd, kterd ma velice specifické chemické podminky poctybr jest skryvd mnoha
piekvapeni. Otazkou tedytrbe také byt, jestli se substrat Atm1 po translokiaci
mezimembranového prostoru nestava substratem Ervl.

Zajimavy aspekt, ke kterému jela také phlizet, je nepitomnost Atm1 ortolog u
anaerobnich prvak jakymi jsou nap Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis a
Entamoeba histolytica. V genomecH. vaginalis aE. histolytica jsou zachovany alespo
podobné transportéryipuzné mitochondrialnimu MdI1 & cerevisiae, jehoZ overexprese v
Aatm1 kvasinkackiasténé potlaiuje fenotyp tohoto mutanta (Chloupkostaal., 2003). V
piipack T. vaginalis aE. histolytica Ize tedy spekulovat, Ze tyto podobné ABC transpgrt
byly schopny v evoluci nahradit Atm1. Naprostouadtu je pak situace@. intestinalis, v
jejimz genomu lze najit jen jednoho zastupce tranég skupiny B, ktery je velmi
divergentni, takze neumidje preswdcivé priitazeni k gkteré uzsi skuphABC
transportéi. Pitom bylo prokazano, Ze centralni komponenty tvdeRyS center (IscU, IscS)
jsou konzervované i u.Gntestinalis a jsou targetované do jejich silredukované
mitochondrie (mitosomu) (Tova al., 2003). Co je tedy pojitkem mezi mitosomalni tvarb
Fe-S center a cytoplasmatickymi a nuklearnimi FeefeinyG. intestinalis, je nejasné.
Tento ipad naznéuje, Ze pimy prenos Fe-S centra pomoci Atm1 je malo pépediobny —
tuto funkci bychom pakdkavali i u mitosora G. intestinalis, ale vykonny protein by ndm
chykel.

ramecek: Biosyntéza Fe-S center

Fe-S centra jsou jednoduché anorganické kofakkbeyé se vazi na cysteiny cébily
dalezitych Fe-S protein Zelezo &chto center je schopnodmit oxidativni stav mezi +2 a +3,
Zname Fe-S proteiny jsou ragferredoxiny, NADH dehydrogenaza (komplex I), snét
dehydrogenaza (komplex Il), akonitaza, nitrogen&za,(ABC protein skupiny E) aj.
Nejjednodussi forma [2Fe-2S] vypada takto:

TN ST
I <N
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PrestoZze chemicka syntéza Fe-S center neni nijaktznvéaana, v buice se jedna o dosti
specializovany a regulovany proces. To je péaedobr dano tim, Ze volné redukované
Zelezo nize reagovat s kyslikem za vzniku toxickych reaktitarforem kysliku. U eukaryot
nachazime ISC systém pro tvorbu Fe-S center, ktd#dila po bakterialnim jedku
mitochondrie. VSechny komponenty tohoto systému Jekalizovany v mitochondrii.
Vyjimkami jsou rekteré isoformy lidského IscS, které lokalizuji waplasng a jadru (Land
and Rouault, 1998; Nakai al., 2001) a IscU z mikrosporidikrachipleistophora hominis,
ktery je pravdpodobrt lokalizovany v cytoplas(Goldberget al., 2008).

Zakladni komponentou tvorby Fe-S center je cysdesulfuraza IscS. IscS je
pyridoxal 5'-fosfat dependentni dimericky protditery katalyzuje konverzi L-cysteinu na L
alanin, gicemz vznika persulfid navazany na konzervovanéneaystém residuu (Mihara
and Esaki, 2002; Schwargzal., 2000). Sira se dalg¢gnasi na tzv. scaffold protein IscU
(Urbinaet al., 2001) na kterém dochazi ke koordinaci Fe-S ceRt@atuto reakci je ptebny
donor Zeleza frataxin (Babcoekal., 1997; Bulteawt al., 2004) a zdroj elektrdnpro
redukci $ persulfidu na 3, kterym je mitochondrialni ferredoxin a NADH deplentni
ferredoxin reduktaza (Jurgyal., 1999; Langet al., 2000). Pro dalSiipnos Fe-S centra z
IscU na apoproteiny jsou feba dalSi proteiny, mezi které pahitochondrialni Hsp70 (v
piipadt S cerevisiae Ssgl) a jeho cochaperon Jacl, kteryipht rodiny Hsp40/DnaJ
proteini (Lutz et al., 2001).

Fe2t
O
1 2 4 =
=i
/N 3 =
Cys Ala ¢

Schéma tvorby Fe-S center s nazvoslovim odvozerdyprateini S. cerevisiae: (1) cystein
desulfuraza - IscS1/Nfs1, (2) donor Zeleza - friatthl, (3) donor elektroin- feredoxin
Yahl a NADH dependentni feredoxin oxidoreduktaziliK4) scaffold - IscU, (5)ipnos
Fe-S centra do apoprotéin Ssql-Jacl.ipvzato z (Lill, 2009)

17



7 Transportéry skupiny CCM

ABC transportéry ccmAB (Cytochrome C Maturatiorgysexportéry prokaryotickéi typu
Ucastnici se maturace cytochromu c typu 1. Jedngseteiny slozené ze separatnich
podjednotek — CcmA kdéduje NBD, CcmB kdéduje TMDe@poklada se, Ze se transportér
ccmAB astni exportu hemu do periplasmatického prostamngegativnich bakterii pép
do mezimembranového prostoru mitochondriileité sogasti typického CCM systému
jsou dale ccmC - protein interagujici s hemem (hanegacting protein) a ccmF - hem lyaza.
V¢étSina eukaryot ma jiny systém maturace hemu tz\HIO8 (Hamelet al., 2009).

Proteiny pro CCM typ maturace hemu nalézame vahdadriich rostlin a ¢kterych
exkavatnich prvok U Arabidopsisthaliana je protein ccmA kdédovany v jé&l a ccmB
mitochondrialnim genomem, nicmé&mterakce podjednotek ccmA a ccmB byla
experimentald potvrzena (Rayapurast al., 2007). Geny ccmABCF si v mitochondrialnim
genomuReclinomonas americana zachovaly operonovou strukturu.Ntalawimonas
jakobiformis zistaly mitochondrialé kddované pouze geny ccmB a ccmC, nelze ale ¥iglou
transfer ccmA do jadra podobjako k tomu doslo u rostlin. V mitochondrialnimngenu
Naegleria gurberi zastaly pouze geny ccmC a ccmF. Prohledavani sekvaridearniho
genomu (Fritz-Layliret al., 2010) neodhalila Zadné dalSi ccmA nebo ccmB géidime zde
tedy celé spektrumizrné zachovanych drah CCM (viz. tabulka 2).

ccmA | ccmB | cemC| ccmF
Arabidopsisthaliana jadro | mito | mito | mito
Reclinomonas americana mito | mito | mito | mito
Malawimonas jakobiformis ? mito | mito | mito
Naegleria gruberi - - mito | mito

tabulka 2: Pehled CCM proteif u vybranych eukaryot. jadro: protein kédovany jagen

genomem, mito: protein kddovany v mitochondrialigemomu

Je zajimavé, Ze vyskytahto geri v organelarnich genomech korelujerggmnosti

n¢kterych podjednotek twin-arginin translokaz (ta®tpinového transportniho systému, ktery
nalézame v bakterialnich membranéach a ktery bys@op v thylakoidech chloropldst
nekterych vyssich rostlin (Chaddoekal., 1995). Snad je to z&pinéno tim, Ze je tat systém
dulezity pro maturaci &kterych z hydrofébnich membranovych prote{ocmB, ccmC) nebo

jese jinym zpisobem interaguje s matdrda masSinérii CCM.
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8 Zaver
Na pikladu evoluce eukaryotickych ABC transpoitémizeme pozorovatdkolik velice
zajimavych fenomén Jedna setpdevsim o fipady konvergentnich fuzi TMD a NBD u
vSech skupin eukaryotickych ABC transpoiitéiteré byly nasledovany dalSimi fizemi za
vzniku (TMD-NBD), architektur nebo architektury (NBD-TMPY pripads skupiny G. Déale
je u wtSiny skupin patrny skokovy posun v sekvencicmkii, ke kterému doSlochem
vzniku eukaryotické hiky. Poslednim reliktem, kterého se tyto udalostika netykaji, jsou
transportéry CCM systému maturace hemu, které aaoleékdédované v mitochondrialnich
genomech &kterych suchozemskych rostlin a exkavatnich péivok

Vyzkum podobnych dfich udalosti v evoluci eukaryot snad povede k hapsi

pochopeni vzniku eukaryot nebo nam aléspomize pochopit, protéto udalosti tak malo

rozumime.
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