Abstrakt

Zelezo je nepostradatelnym prvkem téméf pro viechny organismy. Nejéastéji je v buiice
pritomné jako soucast zelezitosirnych (FeS) klastri a hemu. Diky témto kofaktorim mayji
proteiny schopnost katalyzovat enzymatickou reakci, pfenaset elektrony a plyny a nebo
detekovat signdl. Mnoho FeS a hemovych proteini se ucastni dobie prostudovanych drah,
jako je fotosyntéza nebo dychaci fetézec. Nicméné o syntéze FeS klastrii v rGznych
buné¢nych kompartmentech nebo o roli nové objevenych FeS nebo hemo-proteint se stale
mnoho informaci nevi. Velmi malo je zndmo piedevs§im o tom, jak jsou u anaerobné zijicich
protistt FeS klastry formovany nebo jak je vyuzivan hem. V téchto organismech se totiz
drahy dychaciho fetézce ¢i fotosyntézy nevyskytuji. Rozhodli jsme se proto zamétit na zelezo
obsahujici kofaktory u anaerobniho parazita Giardia intestinalis. Tento organismus proSel
dramatickou reduktivni evoluci, jejimz vysledkem je vznik jednoho z nejmenSich
eukaryotickych genomi a nejvice redukované formy mitochondrie - mitosomu.
Charakterizovali jsme n¢které komponenty mitochondridlni (ISC) a cytoplasmatické (CIA)
FeS klastrovaci drahy. Pomoci proteomické analyzy jsme nejprve detekovali komponenty
drahy ISC v mitosomu. Poté jsme analyzovali pfitomnost a buné¢nou lokalizaci CIA proteint.
V genomu G. intestinalis jsme identifikovali pouze nékteré komponenty drahy CIA (Nbp35,
Narl, Cial, Cia2 a dva geny podobné Tah18). Pro nékteré z nich jsme navic ukazali, Ze maji
duélni cytoplasmaticko-mitosomalni lokalizaci. Tyto proteiny by mohly umoziovat spojeni
ISC a CIA dréhy.

Mezi zndmé hemo-proteiny u G. intestinalis patii pouze flavohemoglobin a ¢&tyfi
cytochromy bs. Ukazali jsme, Ze cytochromy bs v G. intestinalis (gCYThs) patii do prozatim
necharakterizované skupiny proteint (Cytbs typ Il). Nemaji typickou transmembranovou
doménu na C-konci a obsahuji specifickou aminokyselinovou sekvenci v okoli esencialnich
histidind, které vazi hem. Navic jsme zjistili, Ze cytochromy bs typu Il jsou u eukaryot
vSudypiitomné na rozdil od typickych cytochromi bs (typ 1), které se vyskytuji pouze v
aerobnich eukaryotickych bunkach. Ukazali jsme, ze jsou vSechny paralogy gCytbs proteini
pritomné v cytoplasmé G. intestinalis a Ze rekombinantni gCytbs proteiny vazi hem in vitro.
Navic jsme jeSté prokazali, Zze je G. intestinalis schopna importovat hem z extracelularniho
prostiedi a zabudovavat ho do cytoplasmatického gCYTbs—IV. Drfive se predpokladalo, ze
anaerobni prvoci Ziji zcela bez hemu. NaSe experimenty poprvé prokazaly, Ze je hem
pfitomen a vyuzivan anaerobnim protistem Giardia intestinalis a pravdépodobné i dal$imi

anaeroby majicimi cytbs proteiny.
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