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1. Uvod

1.1. Vznik eukaryotni buniky

Vznik mitochondrie byl vyznamnou udalosti v evoluci eukaryotické buiiky, ke které
doslo pted vice nez 1,5 mld let. Mitochondrie se patrné€ vyvinuly endosymbiézou

v hostitelské bunce (Margulis a Bermudes, 1985; Margulis, 1996). Studium
mitochondridlniho proteomu a fylogenetické analyzy mitochondrialniho genomu
odhalilo, Ze endosymbioticky predek je patrné a-proteobakteridlniho ptivodu (Gray et
al., 1999). Prozatim v§ak neni zcela jasné, jestli hostitelska burika byla podobna
dne$nim archebakteriim anebo zdali se jednalo jiZ o ¢aste¢né vyvinutého eukaryota,
ktery mél jadro, cytoskelet a jednoduchy endomembréanovy systém (tzv. archezoon)
(Dyall et al., 2004). Béhem vyvoje endosymbiontli v autonomni organely doslo

k pfenosu genetické informace do jadra hostitelské buriky a vzniku specializovanych
transportéru, které zajisSt'ovaly pifenos metabolitl a transport proteinit kodovanych
jadrem zpét do organel.

Podle ox-tox hypotézy ziskal archezoon endosymbiotického pfedka mitochondrie
jako moznou selekéni vyhodu proti stoupajici koncentraci kysliku v zemské atmosféfe.
Metabolicka aktivita endosymbionta chranila hostitele pred oxidativnim stresem
patrné pfeménou kysliku na vodu. V pribéhu evoluce se hostitel naucil vyuzivat ATP
produkovanou oxidativnim metabolismem pre-mitochondrialniho endosymbionta
(Kurland a Andersson, 1999).

Podle archezoalni hypotézy se z archezoona, ktery endosymbionta nikdy neziskal,
vyvinuli dne$ni amitochondrialni eukaryota, tzv. Archezoa (Cavalier-Smith, 1986,
1989) (obr. 14). Mezi Archezoa patfily diplomonady, trichomonady, mikrosporidie a

archaméby. Fylogenetické analyzy SSU rRNA malé ribosomalni podjednotky a



elongaénich faktorti EF-1a a EF-2 podpotily pfedpoklad, Ze diplomonady,
trichomonady a mikrosporidie jsou starobyla eukaryota, ktera se oddélila od
eukaryotni linie jesté pfed endosymbidzou mitochondridlniho ptedka (Gray et al.,
1999).

Podle vodikové hypotézy doslo v anaerobnim prostfedi k endosymbidze mezi o-
proteobakterii, ktera produkovala vodik a oxid uhli¢ity a metanogenni archebakterii,
ktera tyto metabolity potiebovala pro sviij energeticky metabolismus (obr. 1B). Po
zméné ve sloZeni plynl v zemské atmosféie se metanogenni archebakterie stala na a-
proteobakterii zcela zavisla. Potlaeni nebo ztrata anaerobniho metabolismu vedla
v aerobnim prostiedi ke vzniku mitochondrie, ztrata respirace smérovala vyvoj
endosymbionta v anaerobnim prostfedi ke vzniku hydrogenosomu (viz. nize)
(Martin a Miiller, 1998). Vodikova hypotéza tedy predpoklada, Ze na prvopocatku
vSech eukaryot byla endosymbidza mezi archebakterii a ptedkem mitochondrie.
Neptimym dikazem vodikové hypotézy je intraceluarni syntrofie mezi
metanogennimi bakteriemi a hydrogenosomy u volné Zijicich nélevnikl Trimyema sp.
a Plagiopyla frontata.

Pfitomnost proteint mitochondridlniho typu u amitochondrialnich eukaryot, jako
napt. valyl-tRNA syntetazy nebo proteint tepelného Soku u diplomonad a
trichomonad a dale fylogenetické analyzy tubulinu a RNA polymerazy IT u
mikrosporidii naznacily, Ze diplomonady, trichomonady, mikrosporidie a archaméby
se mozna oddélily od eukaryotni linie az po endosymbioze a ze béhem evoluce patrné
doslo ke druhotné ztraté¢ mitochondrie (Gray et al., 1999).

U amitochondrialnich eukaryot se v prub¢hu evoluce vyvinuly organely
ohrani¢ené dvojitou membranou a to hydrogenosomy produkujici vodik a ATP nebo

nedavno objevené mitosomy. Studium biogeneze hydrogenosomi a mitosomt



naznacuje, Ze mitochondrie, hydrogenosomy a mitosomy se bud’to vyvinuly ze
spole¢ného endosymbionta a-proteobakteridlniho piivodu anebo hydrogenosomy a
mitosomy predstavuji redukovanou formu mitochondrie (Embley et al., 2003; Dyall et

al., 2004; Dolezal et al., 2005).
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Obr. 1. Alternativni hypotézy vzniku eukaryotni bunky
A. Vznik eukaryotni buiiky podle archezoalni hypotézy. Endosymbioticka teorie ( SET, serial endosymbiotic theory )
predpoklada, ze endosymbiéza mezi archebakterii a gram-negativni bakterii vedla pfedevsim ke vzniku jadra a

cytoskeletu archezoona ( Margulis, 1996 ). B. Vznik eukaryotni buriky podle vodikové hypotézy.

1.2. Hydrogenosomy a mitosomy

Hydrogenosomy nachazime u prvoku a niz$ich hub, které Ziji v anaerobnim nebo
mikroaebnim prosttedi. Poprvé byly objeveny u trichomonad, parazitickych prvok
kmene Parabasala (Lindmark a Miiller, 1973; Cerkasovova et al., 1976). V soucasné
dob¢ je zname také u volné zijicich anaerobnich néalevnikti Plagyopyla frontata,

Trimyema sp., Sonderia sp., dale bachorovych nalevnika Dasytrichia ruminantium,

Isotricha sp., Dasytricha sp., Entodinium sp., ndlevnika Nyctotherus ovalis ze



zazivaciho traktu $vaba amerického, bachorovych symbiotickych chytridiomycet
Neocallimastix frontalis, Piromyces sp. a améboflagelata Psalterinomonas lanterna
(Yarlett et al., 1981, 1986; van Bruggen et al., 1984; Paul et al., 1990; Fenchel a
Finlay, 1991; O Fallon et al., 1991; Marvin-Sikkema et al., 1994; Hackstein et al.,
1999; Boxma et al., 2005). Hydrogenosomy se u jednotlivych evoluéné vzdalenych
skupin anaerobnich protist lisi jak strukturou tak 1 metabolickymi drahami. To
naznacuje, Ze hydrogenosomy vznikly v pribéhu evoluce u jednotlivych skupin
nezavisle na sob¢ jako dasledek adaptace v prosttedi chudém na kyslik

(Miiller, 1993). Spole¢nym rysem vSech hydrogenosom je produkce vodiku, dvojita
membrana, produkce ATP substratovou fosforylaci a absence DNA. Hydrogenosomy
nalevnika Nyctotherus ovalis jsou jedinym znamym piikladem hydrogenosomalni
DNA. Vnitini membréna téchto hydrogenosomu vytvéaii kristy a obsahuje kardiolipin.
Nekteré geny hydrogenosomalni DNA jsou homologni se svymi protéjsky
mitochondridlniho genomu volné zijicich aerobnich nalevniki. P¥itomnost aktivity
mitochondrialniho respira¢niho komplexu I a I spole¢né s produkci vodiku naznacuji,
ze hydrogenosomy Nyctotherus ovalis ptedstavuji mezistupen ve vyvoji mezi
mitochondrii a hydrogenosomem (Boxma et al., 2005).

Nejlépe jsou prozkoumané hydrogenosomy u parazitického prvoka Trichomonas
vaginalis, ktery zpusobuje lidské infekéni onemocnéni urogenitalni trichomondzu a u
Tritrichomonas foetus, vyznamného patogena skotu. Hydrogenosomy Trichomonas
vaginalis jsou organely o velikosti 0,5-1,5 pm ohrani¢ené dvéma tésné ptiléhajicimi
membranami, které netvofi kristy a uzaviraji granulosni hydrogenosomalni matrix.
Matrix postradd DNA a obsahuje amorfni elektrondensni nitro. V nékterych mistech
dochazi k oddéleni dvojice membran za vzniku mezimembranovych méchytku

s vysokou koncentraci vapenatych kationtli (obr. 2) (Benchimol et al., 1982;



Benchimol a De Souza, 1983). Hydrogenosomy se déli podobné jako mitochondrie
segmentaci a pficnym délenim (Benchimol et al., 1996). Hydrogenosomy
Trichomonas vaginalis maji centralni Glohu v metabolismu karbohydrata

(Miiller, 1993). Malat a pyruvat slouzi jako substrat pro reakce prodlouzené glykolyzy
v hydrogenosomech. [4Fe4S] pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza (PFOR) katalyzuje
oxidativni dekarboxylaci pyruvatu na acetyl-CoA a CO, Uvolnéné elektrony pienasi
[2Fe2S] ferredoxin mitochondrialniho typu na [Fe] hydrogenazu, kde slouZzi k syntéze
vodiku. Makroergni vazba acetyl-CoA se vyuZziva pro syntézu ATP na tGrovni
substratové fosforylace (Miiller, 1993). NAD(P) jableény enzym katalyzuje oxidativni
dekarboxylaci malatu na pyruvat (Drmota et al., 1996). Elektrony uvolnéné z NADH
prenasi na [2Fe2S] ferredoxin katalytické podjednoteky komplexu I mitochondrialniho
typu (Hrdy et al., 2004). Koncovymi produkty hydrogenosomalniho metabolismu je
acetat, CO,, vodik a ATP. Oproti mitochondriim neobsahuji hydrogenosomy
cytochromy ani enzymy Krebsova cyklu a nevykazuji ani FFy ATPazovou aktivitu.
Oxidativni dekarboxylaci pyruvatu katalyzuje namisto multimerniho
pyruvatdehydrogenazového komplexu (PDH) PFOR (Wiliams et al., 1987; Dyall a
Johnson, 2000). Hydrogenosomy Trichomonas vaginalis katalyzuji syntézu Fe-S
center a maturaci Fe-S proteint in vitro (Sutak et al., 2004). Fylogenetické analyzy
gent pro IscS (viz. nize) ukazaly, Ze IscS homology anaerobnich protist jsou blizce
ptibuzné svym a-proteobakterialnim protéjskim

(Tachezy et al., 2001; Emelyanov., 2003). Hydrogenosomy dale obsahuji chaperony
mitochondrialniho typu Hsp70, Hsp60 a Hsp10 a membranovy protein Hmp31, ktery

je vzdalené ptibuzny s ADP/ATP transporéry vnitini mitochondridlni membrany



(Dyall a Johnson, 2000). Proteiny kodované jadrem se transportuji v pritomnosti ATP
do hydrogenosomalni matrix posttranslatné a to podobnym zpusobem, jako je tomu u

mitochondrii (Bradley et al., 1997; Dyall et al., 2000, 2003; Dolezal et al., 2005a).

Obr. 2. Hydrogenosomy Trichomonas vaginalis

B. fluorescenéni mikroskopie.
Detekce primarni a-HA protilatky proti

hydrogenosomalnimu jable¢nému enzymu

A. elektronova mikroskopie.

Vysvétlivky: cr, elektrondensni jadro; DAB, mezimembranové (viz. metodika).

méchyrky s Ca*".

Mitosomy (také kryptom) predstavuji vysoce redukované, kryptické formy
mitochondrie. Mitosomy byly popsany u améby Entamoeba histolytica a diplomonady
Giardia intestinalis (obr. 3) (Tovar et al., 1999; Tovar et al., 2003). Pfitomnost
mitosomi byla predpovézena u mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi a poté
nalezena u microsporidie /rachipleistophora hominis (Katinka et al., 2001; Williams
et al., 2002). Organela s podobnou charakteristikou byla identifikovana také u
zastupce apikomplex Cryptosporidium parvum (Riordan et al., 2003). Mitosomy
ohranicuje dvojice membran, neobsahuji DNA a narozdil od mitochondrii a
hydrogenosomu neprodukuji ATP. Jedinou doposud znamou funkci mitosomu
Giardia intestinalis je de novo syntéza Fe-S center a maturace Fe-S proteint (Tovar et
al., 2003). Mitosomy /<ntamoeba histolytica a Cryptosporidium parvum obsahuji
chaperon mitochondrialniho typu Hsp60, mitosomy 7rachipleistophora hominis a

Cryptosporidium parvum obsahuji homolog mitochondrialniho chaperonu Hsp70



(Tovar et al., 1999; Riordan et al., 2003). Cryptosporidium parvum kdduje nékteré
proteiny biosyntézy Fe-S center a to IscS, IscU a [2Fe2S] ferredoxin s predpokladanou

signalni sekvenci pro transport do mitosomu (LaGier et al., 2003).

Obr. 3. Mitosomy Giardia intestinalis

A. Elektronova mikroskopie.

Detekce primarni a-HA protilatky proti B. Konfokalni fluorescenéni mikroskopie.
rekombinantnimu GiiscU. Sipky oznaduji Detekce primarni a-HA protilatky proti rekombinantnimu
dvojitou mitosomalni membranu (Dolezal GiiscU (Dolezal et al., 2005).

et al., 2005).

2. Biogeneze Fe-S proteini

Fe-S centra jsou prostetické skupiny rady esencialnich proteint, které se podileji
predevs§im na regulaci genové exprese, enzymové katalyze a na pfenosu elektronti v
elektron-transportnich systémech (Lill a Miillenhof, 2005). Doposud zname tfi hlavni
systémy, které se podileji na syntéze Fe-S center u bakterii. NIF systém je zodpovédny
za syntézu Fe-S centra nitrogenazy u bakterii, které fixuji dusik. ISC systém se podili
na syntéze Fe-S center a maturaci fady esencialnich proteinti. SUF systém syntetizuje
a opravuje Fe-S centra predevsim pii oxidativnim stresu a pii nedostatku Zeleza (Lill a
Miillenhof, 2005). Systém proteinii podilejicich se na tvorbé Fe-S center

v mitochondriich je obdobny s ISC systémem syntézy Fe-S center u bakterii (Zheng et
al., 1998). Syntéza Fe-S center a biogeneze Fe-S proteint je esencialni funkci

mitochondrie.



2.1. Biosyntéza Fe-S center v mitochondriich

Soucasny model biosyntézy Fe-S center v mitochondriich je zaloZeny na poznatcich
ziskanych pfedevs$im na kvasince Saccharomyces cerevisiae a na lidskych tkanovych
kulturach (obr. 4) (Lill a Miillenhof, 2005; Tong et al., 2003).

Biosyntézu Fe-S center katalyzuji proteiny mitochondrialni matrix'. Pyridoxal-5-
fosfat-dependentni cystein desulfuraza IscS (Nfsl) katalyzuje produkci L-alaninu a
elementalni siry z L-cysteinu (Schwartz et al., 2000). Vznikla sira se po uvolnéni
z IscS transportuje na IscU, kde dochazi k vazbé redukovaného Zeleza a vzniku
ptechodného Fe-S centra. Zdrojem Zeleza je pravdépodobné frataxin (Yfhl) (Yoon a
Covan, 2003). Frataxin vaze a ptenasi zelezo na IscU in vitro, in vivo interaguje s IscU
nebo s IscS/IscU komplexem v pfitomnosti Zeleznatych kationti (Gerber et al., 2003).
Deficience frataxinu ma za nasledek naruSeni biogeneze Fe-S proteint, akumulaci
Zeleza v mitochondrii, pokles hemu a oxidativni stres, u lidi zptisobuje
neurodegenerativni nemoc Fridreichovu ataxii (Lange et al., 2004; Puccio a Koenig,
2002). Pro biosyntézu Fe-S center je nezbytna redukce elementalni siry (S°) na
persulfid (S*), ktery tvofi Fe-S centra :
2Fe’ +28° + 2 ——» [2Fe28]*

Dva elektrony poskytuji Zeleznaté kationty, pivod dalSich dvou je prozatim nejasny
(Krebs et al., 2001). Pravdépodobné je v§ak poskytuje redukovany ferredoxin

(Yahl), ktery ziskéava elektrony z NADH ferredoxin reduktazy (Arh1) (Miillenhof et
al., 2002; Lill a Miillenhof, 2005). Absence Yahl v kvasinkach ma za nasledek
vyrazny pokles maturace mitochondridlnich a extramitochondriélnich proteint (Lange

et al., 2000; Li et al., 2001).

' Pokud neni uvedeno jinak, v zavorkach jsou napsané homology bakterialnich proteinti v kvasince.



Disociaci a pienos ptechodného Fe-S centra z IscU (Isul) na Fe-S apoproteiny
pravdépodobné umoziuji chaperony Hsp70 (Ssql), chaperony tzv. typuJ (Jacl) a
Mgel. Jacl stimuluje ATPazovou aktivitu Ssql, ktery se po hydrolyze ATP vaze na
specifickou oblast IscU (Isul) (Dutkiewitz et al., 2004). Vyména ADP/ATP vyZaduje
piitomnost faktoru Mgel a vede k disociaci Ssql z IscU (Isul). Homologni bakterialni
systém Hsc20 (Jac1) / Hsc66 (Ssql) vzhledem k nizsi afinité chaperonu Hsc66 k ADP
zfejmé zadny faktor (bakterialni homolog GrpE) k vyméné ADP/ATP nepotiebuje
(Lill a Miillenhof, 2005). Dalsim ¢lankem v biosyntéze Fe-S center je IscA (Isal,
[sa2). IscA (Isal, Isa2), podobn¢ jako IscU (Isul) slouzi jako leSeni pro tvorbu
prechodného Fe-S centra (Kaut et al., 2000; Lill a Kispal., 2000). Dalsi hypotéza
predpoklada, ze IscA je v prostiedi chudém na Zelezo schopné pienaset a poskytovat
mononuklearni Zelezo IscU pro biosyntézu Fe-S center

(Ding et al., 2004). Delece gent kodujicich Isal/Isa2 proteiny mé za nasledek naruseni
biogeneze de novo a ztraty aktivit nékolika mitochondridlnich proteini (Kaut et al.,
2000; Pelzer et al., 2000). Dalsim doposud objevenym proteinem, ktery se ucastni
biosyntézy Fe-S center v mitochondrii je Nful. Pfedpoklada se, ze Nful vytvaii
alternativni leSeni pro prechodna Fe-S centra. Delece Nful neni pro buriku letalni,
delece Nful spole¢né s Isul vsak ano. To vysvétluje doplriujici, dodate¢nou funkci
Nful k Isul v biosyntéze Fe-S center (Schilke et al., 1999). Zajimavosti je homologie
Nful k C-terminalni a homologie IscU (Isul, Isu2) k N-terminéalni doméné
bakteridlniho NifU (Yuvaniyama et al., 2000). NifU se Gcastni tvorby Fe-S centra
nitrogenazy jako souc¢ast NIF systému bakterii, které fixuji dusik v podobé amoniaku
(Reeds a Howard, 2000). Mitochondrialni dréha je zapotiebi pro maturaci nejen
mitochondrialnich, ale 1 cytosolickych a jadernych Fe-S proteina (Kispal et al., 1999).

Zpisob, jakym se Fe-S centra transportuji z mitochondrialni matrix do cytosolu je



prozatim ne zcela jasny. Doposud byly identifikovany tfi komponenty : Atml, Ervl a
glutation, které se podileji na tomto procesu. Atml je jediny doposud znamy ABC
transportér v mitochondriich kvasinek. ABC transportéry hydrolyzuji ATP

v kompartmentu odkud probiha export. Protoze ATP-vazebna oblast Atm1 sméruje do
matrix, mize Atml transportovat Fe-S centra z matrix do cytosolu (Kispal et al.,
1999). V mezimembranovém prostoru mitochondrie je lokalizovana sulfhydryl
oxidaza Ervl. Ervl je nezbytna k maturaci extramitochondrialnich Fe-S proteint.
Zpusob, jakym se podili na transportu Fe-S center je prozatim nezndmy

(Lange et al., 2001). Tripeptid glutation jako hlavni zdroj redukéni sily chrani burnku
pted oxidativnim stresem. Jeho delece ma za nasledek, kromé¢ inhibice ristu,
akumulaci Zeleza v mitochondrii a inaktivaci extramitochondrialnich Fe-S proteind.
Predpoklada se, Ze gluthation slouzi jako cheldtor a tim stabilizuje Fe-S centra béhem

transportu do cytosolu (Sipos et al., 2002).

2.1.1. Cytosolicka draha maturace extramitochondridlnich proteint

Doposud tii identifikované cytosolické faktory se podileji na maturaci cytosolickych a
jadernych Fe-S proteint (Roy et al., 2003). Cfd1 a Nbp35 jsou homologni s tzv.
solubilnimi ,,P-loop* ATPazami a blizce pfibuzné Mrp proteinim, které se podileji na
tvorbé Fe-S center u bakterii (Roy et al., 2003; Hausmann et al., 2005). AZ na N-
terminalni doménu Nbp35, kterd obsahuje Fe-S centrum, jsou si Cfdl a Nbp35
strukturné velice podobné. Jejich delece mé za nasledek vyrazné sniZzeni aktivit
cytosolickych a jadernych Fe-S proteint, metabolismus Zeleza v mitochondrii je bez
defektu. Prozatim posledni objeveny cytosolicky faktor podilejici se na maturaci
extramitochondrialnich Fe-S proteint je Narl. Narl je Fe-S protein homologni s [Fe]

hydrogenazami, ale neprodukuje ani nespotiebovava vodik (Balk et al., 2004). Je
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zajimavé, ze tyto proteiny byly nové identifikovany také v jadie. Je otazkou, kde
dochazi k maturaci jadernych proteint, zdali ziskaji Fe-S centrum jiz v cytosolu nebo

az v jadre.

Cfd1, Nbp35, Nar1
}
A
gluthation

Cytosol Ervi Extramitochondrialni

@] Fe-S proteiny

Mitochondrie

Mge1 . . £ bt
m j Mitochondrialni
€ >

chaperon typu J Fe-S proteiny

<
. “J glutaredoxin
Fe

Ala

’ \ « Fix @— NADHFdxred g— NADH

Cys

2
Fe”*

Obr. 4. Model maturace mitochondrialnich a extramitochondrialnich Fe-S proteint u eukaryot.
Vysvétlivky: Fdx, ferredoxin; NADH Fdx red, NADH frredoxin reduktaza. Pfesnéa funkce IscA a Nfu neni znama.

2.2 Biogeneze Fe-S proteini u Trichomonas vaginalis a Giardia intestinalis

K tvorbé Fe-S center dochazi u 7richomonas vaginalis v hydrogenosomech. Systém
proteind, které katalyzuji de novo syntézu Fe-S center v téchto organelach je
homologni s mitochondridlnim syst¢émem. (Tachezy et al., 2001; Sut’ak et al., 2004).
Homology IscU (TviscU), IscA (TviscA), [2Fe2S] ferredoxinu (Tvfdx), frataxinu,

IscS (TviscS-2), Hsp70, Saql, Mgel a Isd11 a obsahuji ptedpokladané kratké N-
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koncové sekvence pro transport do hydrogenosomalni matrix. Hydrogenosomalni
lokalizace je experimentalné ovéfend u vysSe zminénych proteind s vyjimkou IscA,
Saql, Mgel aIsd11 (Dolezal et al., 2005a; Dolezal et al., 2005b; Tachezy, nepub.
data). Homology Atm1, Ervl a glutationu, které se v mitochondriich patrné podileji na
transportu Fe-S center do cytosolu nejsou u trichomonad doposud objevené. V
genomu Trichomonas vaginalis jsou ptitomné homology proteinti Narfl a Nbp35,
které se v cytosolu kvasinek podileji na biogenezi extramitochondrialnich proteini.
Biogeneze Fe-S proteind odehravajici se v cytosolu trichomonad neni doposud znama
(Dolezal, nepub. data). Na rozdil od mitochondrie Trichomonas vaginalis koduje
homology bakterialniho HYD systému, ktery je nezbytny pro biogenezi specifického
Fe-S centra (tzv. H centrum) [Fe] hydrogenaz (Putz at al., 2006; Forestier et al., 2003).
Jedinou doposud zndmou funkci mitosomt Giardia intestinalis je de novo syntéza
Fe-S center a maturace Fe-S proteind in vitro (Tovar et al., 2003). Homology IscU
(GiiscU), [2Fe2S] ferredoxinu (Gifdx), glutaredoxinu a IscA (GiiscA) obsahuji
podobné jako hydrogenosomalni homology pifedpokladanou kratkou N-koncovou
signalni sekvenci pro transport do mitosomi (Tab. 3). Homology IscS (GiiscS) a
Hsp60 (GiHsp60) sméruji do mitosomu patrné prozatim neidentifikované interni
signaly. Mitosomalni lokalizace je experimentalné ovétend u vyse uvedenych
s vyjimkou GiiscA a glutaredoxinu (Tachezy, nepub. data; DoleZal et al., 2005a;

Regoes et al., 2005).

12



3. Transport proteini do mitochondrii

Sou¢asny model transporu proteinti do mitochondrii je zaloZeny pfedevsim na
poznatcich ziskanych na kvasince Saccharomyces cerevisiae, na plisni Neurospora
crassa a na lidskych tkanovych kulturach. Mitochondrie kvasinek obsahuji ptiblizné
800 a lidské mitochondrie asi 1500 odli$nych proteint. Jaderna DNA kdduje ptiblizné
99 % vsech mitochondrialnich proteini. Mitochondridlni DNA kéduje u kvasinek 8 a
u lidi 13 proteinti (Sickmann et al., 2003; Taylor et al., 2003; Westerman a Neupert,
2003). Pocet identifikovanych mitochondrialnich proteini vsak s velkou
pravdépodobnosti neni koneény. Piivodni pfedpoklad se neshoduje se studiemi
mitochondridlniho proteomu, které zdaleka jesté nejsou u konce

(Rehling et al., 2004).

Mitochondrialni proteiny, které kdduje jadernd DNA, se syntetizuji v cytosolu na
volnych ribosomech. Proteiny se transportuji do mitochondrii na zaklad¢ specifickych
signald. Proteiny transportuji na misto urceni transportéry vnéjsi mitochondrialni
membrany TOM a SAM (syn. TOB) a transportéry vnitini mitochondridlni membrany
TIM22, TIM23, PAM a Oxal (obr. 5). TOM, TIM23 a PAM transportuji proteiny do
mitochondridlni matrix. TOM, TIM22, TIM23 a Oxaltransportuji proteiny do vnitini
mitochondrialni membrany, TOM a SAM (syn. TOB) transportuji proteiny do vnéjsi
mitochondridlni membrany.

Proteiny vnitini mitochondridlni membrany, které kdduje mitochondridlni DNA,
se syntetizuji na ribosomech v mitochondrialni matrix a do vnitfni mitochondrialni

membrany se transportuji komplexem Oxal (obr. 5).
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Obr. 5. Transport proteini do mitochondrii.

Po transportu prekurzoru do mitochondrialni matrix od$tépi jeho signalni sekvenci proteaza mitochondrialni matrix (
MPP ).

3.1. Cytosolické faktory

Po exportu mRNA mitochondrialniho prekurzoru do cytosolu za¢nou volné
cytosolické ribosomy s jejim piekladem. PfeloZené nascentni prekurzory (tzv. ¢asna
faze ptekladu) se za asistence molekularnich chaperont (Hsp70, Hsp90, MSF) a

v ptitomnosti ATP transportuji do mitochondrie post-translacné.

V tzv. pozdni fazi ptekladu vytvoii mRNA spolecné s ribosomy stabilni
polysomalni komplex, ktery se za asistence molekularnich chaperonti dostane do
kontaktu s mitochondridlnim povrchem a pravé syntetizované prekurzory za¢nou
vstupovat do mitochondrie ko-translaéné (Knox et al., 1998; Lithgow, 2000).

Kratké a hydrofilni prekurzory pravdépodobné asistenci chaperont pro transport

do mitochondrii nepotiebuji.

14



3.1.1. Transport proteini do mitochondrialni matrix
Vstupni branou do mitochondrie je transportér vnéjsi mitochondridlni membrany
TOM. Komplex tvoti 7 riznych podjednotek o celkové relativni molekulové
hmotnosti 450 kDa, které miizeme rozde¢lit podle struktury a funkce do ti skupin. Do
prvni skupiny patii receptory Tom20, Tom22 a Tom70, do druhé hlavni podjednotka
transportniho péru Tom40 a do tfeti malé strukturni proteiny TomS, Tom6 a Tom7
(Hill et al., 1998; van Wilpe et al., 1999). Proteiny urcené pro funkci
v mitochondridlni matrix nebo nékteré proteiny vnitini mitochondridlni membrany
s jednim transmembranovym usekem se syntetizuji v cytosolu jako prekurzory s N-
koncovou signalni sekvenci. Signalni sekvence jsou bohaté na basické aminokyseliny
arginin, lysin a na hydroxylované aminokyseliny serin a threonin. Kyselina
asparagova a kyselina glutamova se v sekvencich nevyskytuji (Hendrick et al., 1989).
N-koncova sekvence ma za fyziologickych podminek v burice kladny naboj a vytvari
amfipatické a-helixy. Hydrofobni ¢ast helixu rozeznava specifickou oblasti receptor
Tom?20, kladné€ nabitou ¢ast receptor Tom22 (Brix et al., 1999; Muto et al., 2000). Za
ucasti malé podjednotky TomS5 vstupuje prekurzor do transportniho kanalu (GIP).
Transportni kanal tvofi esenciélni podjednotka Tom40 a dale se na jeho struktuie
podileji receptory Tom20 a Tom22. B-struktura Tom40 vytvaii v membrané sudovity
kanal s hydrofobnim povrchem a hydrofilnim vnittkem (Hill et al., 1998; Model et al.,
2002). Mal¢é podjednotky Tom6 a Tom7 jsou nezbytné pro stabilitu a spravnou funkci
komlexu TOM (Model et al., 2001). Jakmile prekurzor vystoupi z transportniho
kanalu do mezimembranového prostoru, interaguje s jeho signalni sekvenci C-
koncova doména receptoru Tom22 (Ishihara et al., 1998).

Transportér vnitini mitochondridlni membrany tvofi transmembranovy komplex

TIM23 a k nému smérem z matrix asociovany komlex PAM (Mokranjac et al.,
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2003a,b; Chacinska et al., 2005). Tim21 interaguje za asistence Tim17 s C-koncovou
doménu receptoru Tom22. Timto zptisobem piidrzuje Tim21 komplex TOM v tésném
kontaktu s komplexem TIM23 a napomahé transportu prekurzori do dalSich
mitochondridlnich oddili (Chacinska et al., 2005). C-koncova doména Tim50, ktera je
v tésném kontaktu s TOM komplexem sméruje prekurzory z Tom22 do transportniho
kanalu Tim23 (Truscott et al., 2001a,b). N-koncova doména transportniho kanalu
slouzi jako receptor pro signdlni sekvence mitochondridlnich prekurzord, C-koncova
doména tvofi transportni kanal o priméru ~ 13A (Truscott et al., 2001a,b). Transport
proteintl vyZaduje transmembranovy elektrochemicky potencial Ay ustanoveny skrze
vnitini mitochondridlni membranu. V mezimembranovém prostoru je kladny, v matrix
zaporny. Membranovy potencial ovliviiuje strukturu transportniho kanalu a déle
funguje jako hnaci sila pro transport amfipatickych a-helixd, které prostupuji ptes
transportni kanal do mitochondrialni matrix (Hill et al., 1998; Truscott et al., 2001a,b).
Komplex PAM slouzi béhem translokace jako molekularni motor, ktery za
hydrolyzy ATP pohani transport prekurzori do mitochondridlni matrix. Komplex tvoii
nékolik podjednotek, které zahrnuji Hsp70 chaperon mitochondrialniho typu a protein
tzv. DnalJ typu, Pam18 (syn. Tim14). Pam18 je integralni membranovy protein. Po
uvolnéni Tim21 interaguje kratky N-koncovy usek Pam18 s integralni podjednotkou
Tim17 a tim funkéné propojuje TIM23 komplex s PAM komplexem (Chacinska et al.,
2005; Perry a Lithgow, 2005). J-doména Pam18 je homologni s Dnal proteiny bakterii
a obsahuje specifiky HPD motiv (histidin, prolin, asparagova kyselina). HPD motiv
Pam18 je esencialni pro stimulaci ATPazové aktivity mtHsp70 smérem k hydrolyze
ATP (Liu et al., 2003; Truscott et al., 2003b). Pam16 (syn. Tim16) ma C-koncovou
oblast homologni k J-doméné Pam18. Narozdil od Pam18 postrada J-doména Pam16

HPD motiv. Degenerovana J-doména Pam16 interaguje s J-doménou Pam18 a
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umist'uje ji do tésné blizkosti transportniho kanalu (D’Silva et al., 2005). Stabilni
interakce mezi Pam16, Pam18 a mtHsp70 je esencialni pro import proteind. Ke
stabilizaci komplexu Pam16/Pam18/mtHsp70 a k jeho interakci s komplexem TIM23
pfispiva integralni membranovy protein Pam17 a periferni membranovy protein
Tim44 (D’Silva et al., 2004; Laan et al., 2005; Perry a Lithgow, 2005). MtHsp70 je
homologni s bakterialnimi DnaK proteiny. N-koncova doména vaze a hydrolyzuje
ATP, C-koncova doména komunikuje s peptidy. Cyklus navazani, hydrolyzy a
disociace ATP u mtHsp70 je nezbytny pro transport prekurzori. ATP hydrolyzu
stimuluje Pam18, vyménu ADP za ATP zprostiedkuje Mgel (bakteridlni homolog
GrpE) (Ostermann et al., 1990; Scherer et al., 1990; Hartl, 1996; Bukau a Horwich,
1998; Liu et al., 2003; D’Silva et al., 2004). Zim17 (Tim15) sice neni soucasti PAM
komplexu, ale interaguje s mtHsp70 a zabraiiuje jejich agregaci (van der Laan et al.,
2005). Po uspésném transportu prekurzoru do matrix oddisociuje PAM komplex

z Tim17 a uvolni misto pro Tim21 (Perry a Lithgow, 2005).

Po transportu prekurzoru do mitochondrialni matrix odstépi jeho N-koncovou
signalni sekvenci proteaza mitochondrialni matrix (MPP) (Wiedemann et al., 2004).
MPP je dimer. Podjednotka B-MPP vaze do aktivniho mista zine¢naté kationty,
podjednotka a-MPP vaze signalni sekveci prekurzoru. Katalytickou aktivitu protedzy
mé podjednotka B-MPP (Brown et al., 2004).

Proteiny s mnohacetnymi transmembranovymi useky se dale transportuji do
vnitini mitochondrialni membrany Oxal komplexem, proteiny mitochondridlni matrix
se za asistence chaperonti mtHsp70, Hsp60, Hsp10 a hydroyzy ATP sbali do

funkéniho stavu (Schatz, 1996).
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3.1.2. Proteiny vnitini mitochondriialni membrany

3.1.2.1. Proteiny vnitini mitochondrialni membrany kédované mitochondrialni
DNA
Mitochondrialni DNA (obr. 6) kdéduje vysoce hydrofobni podjednotky komplexi
respiraéniho fetézce, jako napft. cytochrom b podjednotku cytochrom bc; komplexu,
Cox1, Cox2 a Cox3 podjednotky cytochrom ¢ oxidazy nebo nékteré podjednotky F,F,
ATPazy (Stuart, 2002). Proteiny transportuje z matrix do vnitini mitochondriélni
membrany komplex Oxal. Oxal komplex vaze C-koncovou hydrofilni oblasti
v matrix aktivni ribosomy a zprostfedkovava ko-translaéni transport proteint (Stuart,
2002). Ko-transla¢ni transport brani hydrofobnim proteiniim asociovat v hydrofilnim
prostfedi matrix do multiproteinovych komplext a zaroven vytvati hnaci silu pro
jejich vlozZeni do vnitini membrany (Stuart, 2002).

Cox2 podjednotka cytochrom c oxidazy se syntetizuje v matrix jako prekurzor
s N-koncovou hydrofobni sekvenci (pCox2). Transport hydrofilnich oblasti pCox2
s negativnim nabojem vyZaduje dostate¢ny membranovy potencial Ay ustanoveny
skrze vnitini mitochondrialni membranu. N-koncovou hydrofobni sekvenci odstépi
v mezimembranovém prostoru za asistence chaperonu Cox20 proteaza Imp1/Imp2
(Nunnari et al., 1993; Stuart, 2002). Podjednotky Cox1, Cox3 nebo cytochrom b
transportuje komplex Oxal do vnitini membrany 1 bez pfitomnosti membranového
potencialu Ay (Stuart, 2002).

Proteiny, jako napfi. cytochrom b nebo Su6 podjednotka F\Fy ATPazy se
transportuji do vnitini membrany odli$nou, alternativni cestou, ktera pro transport
proteint nutné funkéni Oxal komplex nepotiebuje (Preuss et al., 2001; Truscott et al.,

2003a).
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U prokaryot transportuje proteiny do vnitini membrany SecYEG transportér
(Sec-zavisly transport) nebo YidC transportér (Sec-nezavisly transport). Oxal
podjednotka je homologni spole¢né s Albino3 (Alb3) proteinem thylakoidni
membrany chloroplastli a s YidC homology gram-pozitivnich a gram-negativnich
bakterii, s kterymi tvofi evoluéné¢ homogenni skupinu proteinti. Prapfedek Oxal
komplexu byl tedy patrné bakteridlniho pivodu a zastaval kli€ovou ulohu v biogenezi
budouci mitochondrie a plastidi (Samuelson et al., 2000; Stuart a Neupert, 2000;
Stuart, 2002).

SecYEG transportér je homologni s Sec61afy transportérem endoplasmatického
retikula eukaryot. SecY/Sec61a podjednotka vytvaii v mémbrané kanal, skrze ktery
jsou proteiny transportovany do periplasmy bakterii nebo do lumen
endoplasmatického retikula. Proteiny s transmembranovymi useky se zac¢lenu;ji pii
prichodu transportérem SecYEG/ Sec61afy do lipidové dvojvrstvy ptislusnych
membran. Bakterie vyZaduji pro transport proteint ATPazu SecA a membranovy
potencial ustanoveny skrze vnitfni bakterialni membranu. SecA specificky interaguje
s N-koncem polypeptidu a s podjednotkou SecY transportéru SecYEG. N-konec
polypeptidu je béhem transportu specificky navazany na ATPazu SecA a podjednotku
SecY. Prekurzor se transportuje za hydrolyzy ATP ATPazou SecA skrze kanal SecY
do periplasmy ve sméru od N k C-konci transportovaného polypeptidu. Nakonec
disociuje N-konec polypeptidu z SecA/SecY a prekurzor je uvolnén periplasmy.
Prekurzory jsou transportovany do endpolasmatického retikula ko-translaéné nebo
post-translaéné. Béhem kotransla¢niho transportu interaguje v cytosolu N-konec praveé
piekladaného polypeptidu s SRP (signal recognition particle) a s transportérem
Sec610fy. Hnaci silu pro transport poskytuji aktivni ribosomy, které jsou navazané na

povrch transportéru Sec61afy. Prekurzor je podobné jako u bakterii transportovan do
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lumen endoplasmatického retikula ve sméru od N k C-konci transportovaného
polypeptidu. Nakonec disociuje N-konec polypeptidu z transportéru Sec61afy a
prekurzor je uvolnén do lumen endoplasmatického retikula. Pfi post-translaénim
transportu je prekurzor po syntéze v cytosolu udrzovany cytosolickymi chaperony

v nesbaleném stavu. N-konec polypeptidu navaze transportér Sec61afy. Prekurzor je
¢aste¢né transportovan Seca kanalem do lumen endoplasmatického retikula, kde

s transportovanym polypeptidem prekurzoru interaguji chaperony BiP. Chaperony se
za hydrolyzy ATP pevné vazou na polypeptidivy fetézec transportovaného prekurzoru.
Vyména ATP za ADP zplsobi uvolnéni chaperonti z polypeptidu. Cyklus hydrolyzy a
vymény ADP za ATP vede k transportu polypeptidu do lumen endoplasmatického
retikula. Ko-transla¢ni ani post-transla¢ni transport nevyZaduji membranovy potencial
ustanoveny skrze membranu endoplasmatického retikula. Homology podjednotek
SecY/Sec6la a SecG/Sec61y jsou pritomné u archebakterii, eubakterii a eukaryot.
Podjednotka SecE/Sec61f chybi u eubakterii. Narozdil od podjednotek Seca a Secy
neni podjednotka Secf u kvasinek esencidlni pro transport proteini. Fylogenetické
analyzy homologt podjednotek transportéru SecYEG/ Sec61afy jsou nezbytné pro
pochopeni, jakym zptisobem se predek tohoto transportéru podilel na vyvoji vznikajici

eukaryotni buriky (Osborne et al., 2005).

3.1.2.2 Proteiny vnitini mitochondridlni membrany kédované jadernou DNA
Doposud zname tti hlavni cesty transportu proteint do vnitini mitochondrialni
membrany, které kdduje jaderna DNA (obr. 6). Proteiny s N-koncovou signalni
sekvenci nasledovanou jednim transmembranovym usekem se zaélefiuji do vnitini
mitochondridlni membrany béhem transportu TIM23 komplexem (viz. niZe) (Stuart a

Neupert, 1996). Proteiny s N-koncovou signalni sekvenci nasledovanou nékolika
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Obr. 6. Transport proteinu do vnitini mitochondrialni membrany.

transmembranovymi useky se transportuji do mitochondridlni matrix. Po odstépeni
signalni sekvence protedzou mitochondrialni matrix (MPP) se proteiny transportuji do
vnitini membrany komplexem Oxal. Hydrofobni membranové proteiny s nékolika
transmembranovymi Useky se transportuji do vnitini mitochondridlni membrany na

zaklad¢ internich signalti komplexem TIM22.

3.1.2.2.1. Transport proteinu do vnitini mitochondrialni membrany komplexem
TIM22

Proteiny, jako napi. ADP/ATP transportéry, pienasece fosfatu, podjednotka Tim23
komplexu TIM23, podjednotky Tim17 a Tim22 komplexu TIM22, se transportuji do
vnitini mitochondridlni membrany komplexem TIM?22.

Predcasnému sbaleni a agregaci prekurzord v hydrofilnim prostedi cytosolu brani
cytosolické chaperony Hsp70, popt. Hsp90 (Hsp90 je homodimer, obé podjednotky
maji ATPé4zovou aktivitu) (Young et al., 2003). Komplex prekurzoru s navazanymi
chaperony rozpozna receptor TOM komplexu Tom70 (Rehling et al., 2001). Tom70

obsahuje dvé vazebna mista. Jedno pro interni signaly prekurzoru, druhé pro
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cytosolické chaperony. Je zajimavé, ze az tfi dimery Tom70 jsou zapotiebi pro
rozpoznani prekurzoru (Meisinger et al., 1999). Nésledny transport vyZaduje
ptitomnost ATP pro disociaci prekurzoru od receptoru a navazanych chaperonti
(Rehling et al., 2004). Prekurzor pti priachodu dvéma kandly Tom40 vytvoii dvojitou
vlasenku (obr. 7). Oba jeji konce sméruji do cytosolu, cipy vlasenky sméruji do
mezimembranového prostoru. Tim9-Tim10 komplex okamzité rozpozna hydrofobni
useky vlasenky jakmile se objevi v mezimembranovém prostoru a nasledné
transportuje prekurzor k TIM22 komplexu vnitfni mitochondridlni membrany
(Rehling et al., 2001). Tim9-Tim10 komplex tvofi tfi Tim9 a tfi Tim10 podjednotky.
Strukturné a funkéné podobny Tim8-Tim13 komplex je zapottebi pro transport Tim23
podjednotky TIM23 komplexu do vnitini membrany (Koehler et al., 1998; Rehling et
al., 2004). Tyto tzv. malé Tim proteiny vytvaieji motiv zinkového prstu. Je otazkou,
jakym zpisobem se motiv podili na funkci malych Tim proteinti a tim padem i na
biogenezi mitochondridlnich proteini (Rehling et al., 2004).

TIM22 je hlavnim transportérem proteint vnitini mitochondrialni membrany.
Komplex TIM22 tvofi tfi transmembranové podjednotky Tim18, Tim22 a Tim54 a
smérem z mezimembranového prostoru pevné navazana mala Tim12 podjednotka o
celkové relativni molekulové hmotnosti 320 kDa. Tim22 podjednotka vytvafi priichozi
kanal o dvou otvorech, kazdy o priméru 16A. To odpovida predpokladu, Zze podobné
jako Tom40 je Tim22 schopny transportovat zaroven dva a-helixy najednou a ze
prekurzor miiZze v kanalu vytvaret strukturu dvojité vlasenky (Rehling et al., 2003).
Membranovy potencial Ay je jedinym zdrojem vnéjsi energie pro transport prekurzor
do vnitini mitochondridlni membrany. Za fyziologickych podminek ma membranovy

potencidl ustanoveny skrze vnitini mitochondridlni membranu hodnotu mezi 150-180
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mV (Kovermann et al., 2002). Soucasna predstava o funkci TIM22 komplexu vychazi
predevsim ze studii in vitro transportu proteini do mitochondrii kvasinek

(obr. 8). Transportovany prekurzor s navazanym Tim9-Tim10 komplexem vstupuje do
mezimembranového prostoru, kde pfi nulovém membranového potencialu asociuje na
zakladé hydrofobnich interakci s Tim12 podjednotkou TIM22 komplexu. Pfi malém
membranovém potencialu (60 mV) dojde k ¢astecnému transportu prekurzoru do
prvniho kandlu TIM22 komplexu. Nékteré pozitivné nabité ¢asti prekurzoru se
dostanou pusobenim elektroforetické sily do negativni matrix, polypeptid vytvori

v kanalu vlasenku a malé Tim proteiny disociuji do mezimembranového prostoru.
Dostate¢né velky membranovy potencial (150 mV) a také ptitomnost interniho signalu
vyvola strukturni zmény v TIM22 komplexu, které vedou k uzavieni prvniho kanalu a
otevieni druhého. To umozni transportovat dal$i hydrofobni a-helixy prekurzoru. Ke
vloZeni prekurzoru do vnitini mitochondridlni membrany je zapotiebi, aby se oba
kanaly spojily v jeden. Nésledné se vznikly kandl na zaklad€ naruseni van der
Waalsovych interakei laterdln€ otevie a uvolnény prekurzor se za asistence TIM22
komplexu postupné vlozi do vnitini mitochondrialni membréany

(Rehling et al., 2004).

Cytosolicky
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Obr. 7. Transport proteint do vnitini membrany komplexem TOM.
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Obr. 8. Transport proteinti do vnitfni membrany komplexem TIM22.

Interni signal je pro orientaci zvyraznény cervené (podle Rehling et al., 2004).

3.1.3. Transport proteini do mezimembranového prostoru
Neexistuje jednotny zpisob transportu proteinii do mezimembranového prostoru.
Cytochrom ¢ nebo malé Tim proteiny (Tim8, Tim9, Tim10, Tim12, Tim13) se
syntetizuji v cytosolu bez N-koncové signalni sekvence. Prekurzory se délkou
polypeptidového fetézce schoduji s velikosti maturovanych proteinti (Mr < 20 kDa)
(Lutz et al., 2003; Chacinska et al., 2004). Malé¢ Tim proteiny nevyZzaduji pro transport
do mezimembranového prostoru membranovy potencial Ay ani pfitomnost ATP
(Lutz, 2003). Prekurzory nespecificky prochazeji TOM komplexem ve velice slabé
sbaleném stavu a v mezimembranovém prostoru interaguji s proteinem vnitini
mitochondridlni membrany Mia40. Mia40 je esencidlni pro kompletni transport
prekurzoru do mezimembranového prostoru a déle je zapotiebi pro sbaleni malych
Tim proteind (Chacinska et al., 2004). Prekurzory obsahuji cysteiny, které jsou
usporadané do specifické oblasti polypeptidu a poskytuji volné thioly pro navazani
zineCnatych kationtd nebo vytvareji disulfidické mustky. Navazani zine¢natych
kationtd a vytvofeni disulfidickych mistki je zapottebi pro spravnou funkci malych

Tim proteina (Lutz, 2003; Koehler, 2004). Tento zpiisob transportu by mohly vyuZivat
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1 podobné strukturované proteiny mezimembranového prostoru. Vyjimkou je
cytochrom c. Nesbaleny prekurzor cytochromu ¢ (apocytochrom ¢) prochazi TOM
komplexem do mezimembranového prostoru. Stejnou cestou se apocytochrom ¢
navraci usnadnénou difuzi zpatky do cytosolu. Maturovany cytochrom c s navazanou
hemovou skupinou jiz nemuaze do cytosolu z mezimembranového prostoru TOM
komplexem prochazet (Diekert et al., 2001; Lutz et al., 2003).

Proteiny o relativné vysoké molekulové hmotnosti, jako napf. cytochrom b, nebo
cytochrom bs reduktaza se syntetizuji v cytosolu s N-koncovou signalni sekvenci
nasledovanou hydrofobnim a-helixem. N-koncova sekvence sméruje polypeptid do
mitochondridlni matrix, hydrofobni a-helix zakotvi transportovany prekurzor do
vnitini mitochondrialni membrany béhem transportu TIM23 komplexem. Prekurzor od
transmembranového a-helixu ods$tépi Impl protedza vnitini mitochondrialni
membrany (Haucke et al., 1997).

Jiné vysokomolekularni proteiny, jako napt. adenylat kindza nebo cytochrom ¢,
hem lyaza, se transportuji do mezimembranového prostoru nezavisle na ptitomnosti
ATP a membranovém potencidlu Ay. Adenylat kindzu sméruje do
mezimembranového prostoru dlouhd N-koncové sekvence a prozatim neurceny interni
signal. N-koncova sekvence postrada kladny ndboj a pravdépodobné nevytvari
strukturu ampfipatického a-helixu, béhem transportu nedochazi k jejimu odstépeni.
TIM23 komplex se na transportu nepodili, hnaci silou je mozna samovolné sbaleni
prekurzoru probihajici smérem od N-konce polypeptidu pii prichodu TOM

komplexem (Steiner et al., 1995; Schricker et al., 2002).
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3.1.4. Transport proteini do vnéjsi mitochondrialni membrany
Transmembranové proteiny vné€j$i mitochondridlni membrany tvoti amfipatické,
antiparalelni B-fetézce, které jsou vzajemné propojené smyckami o rizné velikosti.
Prozatim zname u kvasinek nékolik proteint tohoto typu: podjednotku Tom40
komplexu TOM, B-porin, Mdm34 (Mmmz2), Mdm10 a Sam50. B-porinem prostupuji
malé metabolity usnadnénou difuzi, Mdm34 (Mmm?2) spole¢né¢ s Mdm10 v pribéhu
burie€ného cyklu udrzuji spravny tvar mitochondrii, Mdm10 se déle podili na
biogenezi TOM komplexu a Sam50 na biogenezi transmembranovych proteint vnéjsi
mitochondridlni membrany (Youngman et al., 2004; Paschen et al., 2005). N¢které
proteiny vnéjsi mitochondrialni membrany, jako napf. podjednotka Tom20 komplexu
TOM, maji transmembranovou ¢ast tvofenou hydrofobnimi a-helixy (Pfanner et al.,
2004; Paschen et al., 2005).

Prekurzory proteinii vnéj$i mitochondrialni membrany rozeznavaji nejprve
receptory komplexu TOM: Tom20/Tom70 a nasledné Tom22. Prekurzory
s transmembranovymi a-helixy se za asistence komlexu TOM postupné vlozi do
vnéj§i membrany, prekurzory s amfipatickymi B-fetézci prochazeji kanalem Tom40
smérem do mezimembranového prostoru, kde za Gcasti malych Tim proteint
interaguji s komplexem SAM (Paschen et al., 2005).

Transmembranové proteiny, které tvoii tvoii amfipatické a antiparalelni B-fetézce,
jsou schopné se po denaturaci opét slozit do piivodniho tvaru a zaclenit do lipidové
dvojvrstvy in vitro bez asistence vnéjSich faktort (Tamm et al., 2004). Jde v$ak o
pomaly a neorientovany proces. Rychlé a specifické vloZeni prekurzoru do vnéjsi
membrany vyZaduje ptitomnost funkéniho komplexu SAM. Komplex SAM (syn.
TOB komlex) tvofi transmembranové podjednotka Sam50 a smérem z cytosolu

navazané podjednotky Sam35 a Sam37 o celkové relativni molekulové hmotnosti 250
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kDa. Sam35 se podili podobné jako Sam37 na biogenezi a stabilité komplexu SAM.
Sam37 navic napoméha vloZeni prekurzorti do vnéj$i membrany (Paschen et al.,
2005). ProtoZe malé Tim proteiny nejsou pro transport prekurzoru esencialni a
prozatim také neni prokdzand piima interakce mezi TOM a SAM komplexem, je
mozné predpokladat, Ze hydrofilni N-koncova oblast Sam50 interaguje

v mezimembranovém prostoru s transportovanymi prekurzory a prenasi je z TOM

k SAM komplexu. Experimentalni dikaz vSak stale chybi (Ellis, 2003; Paschen et al.,
2003; Sanchez-Pulido et al., 2003). C-koncovd doména Sam50 vytvéii v membrané
kanal o priméru n€kolika nanometrt, ktery by mohl slouzit jako leSeni pro vytvoteni
optimalni struktury prekurzoru vhodné pro vloZeni do vnéj$i membrany. N-koncova
oblast Sam50 by mohla béhem tohoto procesu plnit funkci chaperonti (Kozjak et al.,
2003; Gentle et al., 2004; Pfanner et al., 2004; Habib et al., 2005; Paschen et al.,
2005). Je pravdépodobné, ze sbaleny prekurzor nejdtive opusti kanal komplexu SAM
a poté se nasledné zacleni do vnéj$i mitochondridlni membréany. Laterdlni otevieni a
opétovné uzavieni kanalu by totiZ mohlo narusit jeho stabilitu a také by tento postup
byl energeticky velice naro¢ny. Naproti tomu transmembranové podjednotky
komplexu TIM23 a TIM22 tvoii a-helixy. Lateralni otevieni kandlu a nasledné
uvolnéni a-helixu prekurzoru smérem do vnitini membrany se v tomto ptipadé
uskutec¢niuje na zakladé disociace van der Waalsovych interakci (Rapaport, 2002;
Johnson a Jensen, 2004; Paschen et al., 2005).

Sam50 podjednotka je homologni s proteinem vnéjSi membrany gram-negativnich
bakterii Omp85. Zachovanou C-koncovou oblast Sam50 nachazime od bakterii aZ po
¢loveka (Paschen et al., 2003). Omp835, podobné jako komplex SAM, transportuje
proteiny s transmembranovymi antiparalelnimi B-fetézci do vnéjs$i membrany bakterii

(Voulhoux et al., 2003). Bakterialni prekurzory se dostanou do periplasmy
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transportérem SecYEG. Periplasma a mezimembréanovy prostor jsou hydrofilnim
prosttedim, kde hydrofobni ¢asti prekurzort stabilizuji chaperony. Zic¢astnéné
bakterialni Skp a Sur chaperony sice nejsou s malymi Tim proteiny homologni,
princip transportu je vsak stejny. ProtoZe se komplex TOM vyvinul az v eukaryotni
burice, je mozné se domnivat, zZe predchiidce podjednotky Sam50 zastaval klicovou

ulohu v biogenezi vznikajici mitochondrie (Paschen et al., 2005).

4. Transport proteini do hydrogenosomu

4.1. Proteiny hydrogenosomalni matrix

Prekurzory hydrogenosomalnich proteini se syntetizuji v cytosolu s kratkou N-
koncovou signalni sekvenci, ktera je odStépena po transportu proteinu

v hydrogenosomalni matrix (Tab. 1, 2)%. Signalni sekvence, podobné jako je tomu u
mitochondrii, za¢inaji vétSinou methioninem a leucinem, popf. methioninem,
leucinem a serinem. Mutace leucinu v druhé pozici od N-konce signalni sekvence za
glycin narusi transport ferredoxinu do hydrogenosomui Trichomonas vaginalis
(Bradley et al., 1997). Obdobné jako v pfipadé mitochondrialnich signalnich sekvenci
ma vétSina hydrogenosomalnich prekurzori arginin ve druhé pozici nebo ve tieti
pozici smérem k N-konci signalni sekvence od mista $tépeni (Tab 1, 2). Arginin,
leucin a serin jsou hojn¢ zastoupené v signalnich sekvencich mitochondrialnich a u
vétSiny hydrogenosomalnich prekurzorti. N-koncové oblasti prekurzorti maji potencial

vytvaret amfipatické a-helixy (Bradley et al., 1997).

? Pristupové kody k jednotlivym proteiniim jsou uvedeny na konci pfilohy.
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Tab. 1. Experimentalné ovéfené N-koncové hydrogenosomalni signalni sekvence

Hydrogenosomaini protein Signalni sekvence V' N-konec maturovaného proteinu
Tv | PFO 1 MLRNF SKRV (Hrdy a Muller, 1995)
Tv |PFO2 MLRSF GKRI (Hrdy a Mdiller, 1995)
Tv | B-sukcinyl-Coa syntetaza MLSSSFARN FNIL (Johnson et al., 1993)
Tv | a- sukcinyl-Coa syntetaza 1 MLAGDFSRN LKOP (Lahti et al., 1994)
Tv | a- sukcinyl-Coa syntetaza 2 MLSSSFERN LHQP (Lahti et al., 1994)
Tv | a- sukcinyl-Coa syntetaza 3 MLSSSFERN LHQP (Lahti et al., 1994)
Tv | Adenylat kinaza MLSGVSRN AART (Lange et al., 1994)
Tv | Jable¢ny enzym A MLTSSVSVPVRN ICRA (Hrdy a Muller, 1995)
Tv | Jableény enzym B MLTSSVNFPARE LSRN (Dyall et al., 2000)
Tv | Jableény enzym C MLTSVSYPVRN ICRS (Hrdy a Muller, 1995)
Tv | Jableény enzym D MLTSVSLPVRN ICRS (Dyall et al., 2000)
Tv | Hsp60 MSLIEAAKHFTRAF AKAR (Bui et al., 1996)
Tv | Ferredoxin 1 MLSQCSPLRF GSVT (Johnson et al., 1990)
VTv- | Hmp3{7 - - - MAQPAE;(VQVIL}AT SPKP (Dyall ét al., 2000) -
Tf | ferredoxin MALSFPSQSFRRF GSIV (Suchan et al., 2003)
Nf | Jable¢ny enzym MLLAPIQTIARPVSSILPATGALAAKRT FFAP (van der Giezen et al., 1997)
Nf | B-sukcinyl-Coa syntetdza MLANVTRSTSKAAPALASIAQTAQKRF LSVH (Brondijk et al., 1996)
Pl | Ferredoxin MVSGVSRN AART (Brul et al., 1994)

Vysvétlivky : Tv, Trichomonas vaginalis; Tf, Tritrichomonas foetus, Nf, Nyctotherus frontalis; P\, Psalterinomonas lanterna.
Symbol ¥ oznacuje N-konec maturovaného proteinu a tedy i misto odstépeni signaini sekvence. Modrou barvou je oznaceny
leucin ve druhé pozici od N-konce signélni sekvence, &ervenou je oznageny arginin ve druhé pozici od C-konce signainf

sekvence.

Tab. 2. Pfedpokladané N-koncové hydrogenosomalni signalni sekvence.

Tv | Ferredoxin 2 MLSQVCRF|GTITAVKG |0,5227 |(Dolezal etal., 2005)
Tv | IscS-2 MLGSVSRSlY FKGHYLD | 0,1271 |(Tachezy etal., 2001)
Tv | IscU MLAAVSRS | SALNMMKP | 0,3377 | (Dolezal et al., 2005)
Tv | NuoF MLAAYGHR FlQTKE‘LDPK 0,1465 (Hrdy et al., 2004)

Tv | NuoE MI..ASVNTSRFARLlNKKSVLIQ 0,9702 (Hrdy et el., 2004)

Tv | aMPP MDCVSSVLPNGIHLKLMKGPRG|VCSIGAVE |0,2329 | (Dolezal etal., 2005)
Tv | B MPP MSIISRYAVPQISKLSNGVRV|ATIPVIGE |0,8202 | (Dolezal etal., 2005)

Vysvétlivky : Tv, Trichomonas vaginalis. Symbol | ozna&uje pfedpokladané misto §tépeni podle programu PSORT |i

( http://psort.nibb.ac.jp ). Modrou barvou je oznaceny leucin ve druhé pozici od N-konce signalni sekvence, &ervenou je
oznaceny arginin ve druhé pozici od C-konce signalni sekvence predpokladaného mista St&peni. Predpokladané signaini
sekvence podie programu MITOPROT ( htpp://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html ) jsou zvyraznény tuénym pismem, &islo udava
pravdépodobnost transportu do mitochondrie. NuoE a NuoF, katalytické podjednotky komplexu | mitochondriainiho typu.
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Patrnym rozdilem mezi hydrogenosomalnimi a mitochondridlnimi sekvencemi je
jejich délka. Hydrogenosomalni signalni sekvence jsou kratké, jejich délka se
pohybuje mezi 5-14 aminokyselinami (Tab 1). Naproti tomu mitochondridlni sekvence
maji obvykle mezi 20-80 aminokyselinami. Hydrogenosomalni signalni sekvence
membranového proteinu Hmp31 Trichomonas vaginalis a jablecného enzymu
Nyctotherus ovalis jsou dostacujici pro smérovani proteini do mitochondrii kvasinek
in vivo (van der Giezen et al., 1998; Dyall et al., 2000).

Transport proteind do mitochondrii vyZaduje cytosolické chaperony, které
inaktivuje N-ethylmaleimid ( NEM ) (Murakami et al., 1988). Pfitomnost N-
ethylmaleimidu v cytosolické slozce in vitro transportniho systému Trichomonas
vaginalis zabrani v transportu ferredoxinu do hydrogenosom (Bradley et al., 1997).
Zdali se na hydrogenosomalnim transportu proteind podileji cytosolické faktory
podobnym zptisobem, jako je tomu u mitochondrie, je vSak prozatim nejasné.

Piitomnost ATP je nezbytna pro stabilizaci pravé piekladanych prekurzort
v nesbaleném, transportnim stavu, uvolnéni chaperont od transportovaného
polypeptidu, popi. od membranovych receptori, transport pies biomembrany a
spravné sbaleni prekurzoru v organele. Velmi nizka koncentrace, popt. absence ATP
je dostacujici pro specifické navazani hydrogenosomalniho nebo mitochondrialniho
prekurzoru na povrch organely, pro transport prekurzori je v§ak zapottebi koncentrace
ATP mnohem vyssi (Goldfrab, 1992; Bradley et al., 1997).

Hydrogenosomy trichomonad vytvareji maly membranovy potencial Ay
(Humphreys et al., 1994) . Transport proteinti do hydrogenosomu a do mitochondrii
vyZaduje membranovy potencial Ay (Bradley et al., 1997). Hydrogenosomy narozdil
od mitochondrii postradaji mitochondrialni respira¢ni fetézec a FFy ATPazovou

aktivitu. Mutanty kvasinek, které nemaji funk¢ni respiraci ani F\Fy ATPazu, vytvareji
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maly membranovy potencial pravdépodobné vyménou ATP/ADP mezi
mitochondrialni matrix a mezimembranovym prostorem (Schatz a Mason, 1974).
Hydrogenosomalni membranovy protein Hmp31 je vzdalené homologni

s mitochondrialnimi ATP/ADP transportéry, je vSak otazkou, jestli se podili na
vytvofeni malého membranového potencialu podobné jako je tomu u vySe zminénych
mutantt kvasinek (viz. kap. 4.2) (Bradley et al., 1997).

Neékteré podjednotky TOM a TIM komplexd, jako napt. Tom22, Tom7 a Tom40
nebo Tim22 vznikly v prvopocatku vyvoje budouci mitochondrie jesté pied oddélenim
hlavnich eukaryotnich linii (Hermann, 2003; Macasev et al., 2004). Trichomonady
transportuji do hydrogenosomui funkéni homolog Pam18 (TvPam18) podjednotky
komplexu PAM . Pfitomnost Pam18 v hydrogenosomech naznacuje, Ze nékteré
podjednotky transportni masinerie proteind u téchto organel a mitochomdrii maji
spole¢nou evoluéni historii (Dolezal et al., 2005a).

Po transportu prekurzoru do hydrogenosomu dojde k odstépeni signalni sekvence
a maturaci polypeptidového tetézce (Bradley et al., 1997). Trichomonas vaginalis
koduje homology a a B podjednotky MPP (a-HPP a B-HPP) s pfedpokladanou N-
koncovou signalni sekvenci pro transport do hydrogenosomi. Podjednotka $-HPP,
ktera obsahuje charakteristicky His-X-X-Glu-His motiv, se transportuje do téchto
organel in vivo (Brown et al., 2004; DolezZal et al., 2005a). Rekombinantni
podjednotka B-HPP u¢inné a specificky $té€pi signalni sekvence hydrogenosomalnich
prekursord in vitro (Brown et al., 2004). Hydrogenosomy obsahuji homology
mitochondridlnich chaperont Hsp10, Hsp60 a Hsp70. Predpoklddana N-koncova
signalni sekvence je experimentalné ovéfena u Hsp60 (Dyall a Johnson, 2000). Jestli
se chaperony trichomonad podileji na maturaci proteini v matrix hydrogenosomu

obdobnym zptisobem jako je tomu u mitochondrie, je prozatim nejasné.
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4.2. Membranové proteiny

Vyznamnym pfedpokladem vyvoje endosymbionta v organelu bylo zajisténi
komunikace mezi burikou a organelou. V ptfipadé organely produkujici ATP se jednalo
ptedevsim o vyménu ATP za cytosolicky ADP. Hydrogenosomalni membranovy
protein Hmp31 Trichomonas vaginalis je vzdéalené piibuzny s mitochondrialnimi
ATP/ADP transportéry
(AAC). Fylogenetické analyzy ukazuji, Ze Hmp31 a mitochondrialni ATP/ADP
transportéry maji spole¢ny pivod. Hmp31 se ucinné transportuje za asistence Tim9-
Tim10 komplexu do mitochondrii kvasinek a naopak mitochondridlni AAC se u¢inné
transportuji do hydrogenosomii. ATP/ADP transportér Neocallimastix frontalis dokéze
ucinné obnovit pfenos ATP u mutantnich kmenti kvasinek s vlastnim nefunk¢nim
ACC (van der Giezen et al., 2002). Hmp31 a jeho homology sméruji na misto uréeni
interni signaly. U mitochondrialnich AAC nachézi na dvou odhadovanych mistech
proteinu (Pfanner a Neupert, 1987; Smagula a Douglas, 1988a,b). Maturovany Hmp31
postrada N-koncovou sekvenci, ktera sice neni pro transport do hydrogenosomu
nezbytna, pravdépodobné vSak zvysuje jeho ucinnost (Dyall et al., 2000). ProtozZe
ATP/ADP transportéry nemaji doposud Zadné znamé a-proteobakterialni nebo
archebakterialni homology, je velice pravdépodobné, ze piedkové ATP/ADP
transportéru vznikly aZ de novo v Casné fazi vyvoje budouci organely, kterd by mohla
piedstavovat spole¢ného predka dne$nich mitochondrii a hydrogenosomu (Dyall et al.,
2000).

Dal$im hojné zastoupenym hydrogenosomalnim membranovym proteinem
Trichomonas vaginalis je 300 kDa oligomerni komplex Hmp35. Hmp35 by se mohl

podilet na transportu proteini nebo na ptenosu metaboliti, protoze jeho
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transmembranové antiparalelni B-fetézce vytvareji v hydrogenosomalni membrané
ptedpovézenou strukturu sudovitého tvaru podobné jako nékteré proteiny ve vnéjsi
membrané gram-negativnich bakterii, mitochondrii nebo plastida (viz. kap. 3.1.4.)
(Dyall et al., 2003). Hmp35 nema Zadné znamé eubakterialni, archebakterialni ani
eukaryotni homology (Dyall et al., 2003). Kvasinky vSak dokazou u¢inné
transportovat Hmp35 do mitochondrii. To naznacuje, Ze predek Hmp35
pravdépodobné vznikl u ptedpokladného spole¢ného endosymbiotického predka
hydrogenosomi a mitochondrii de novo. U mitochondrii patrné doslo béhem evoluce

k jeho ztraté.

5. Transport proteini do mitosomu

VétSina proteinli mitochondrialniho typu u Giardia intestinalis, Cryptosporidium
parvum a u Entamoeba histolytica ma N-koncové oblasti napadné podobné N-
koncovym signalnim sekvencim hydrogenosomalnich a mitochondrialnich proteint.
N-koncové oblasti jsou bohaté pfedevsim na serin a arginin, maji schopnost vytvaret
amfipatické a-helixy a obsahuji s vysokou pravdépodobnosti ptedpovézené misto pro
odstépeni signalni sekvence mitochondrialni peptidazou (MPP)
(LaGier et al., 2003). N-koncové oblasti IscS a IscU Cryptosporidium parvum
(CpiscS a CpiscU) sméruji proteiny do mitochondrii kvasinek (LaGier et al., 2003).
Piedpokladana N-koncové signalni sekvence IscU Giardia intestinalis (GiiscU) je
pravdépodobné zapotiebi pro transport do mitosomu (Tovar et al., 2003).

Mitochondrialni homology Hsp70 Trachipleistophora hominis, Hsp60 a IscS
Giardia intestinalis (Gicpn60 a GiiscS), podobné jako nékteré proteiny

mitochondridlni matrix (viz. diskuze), sméruji do matrix organel na misto urceni zatim
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neidentifikované signaly (Tachezy et al., 2001; Williams et al., 2002; Sickmann et al.,

2003; Regoes et al., 2005).
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6. Cile prace

V zadani diplomové prace jsem dostal za ukol:

= Zjistit, zda vytypované proteiny G. intestinalis mitochondrialniho typu mohou byt
transportovany do hydrogenosomu 7. vaginalis.

= Urcit, zda tyto proteiny vyuzivaji k transportu N-koncové nebo interni signalni

sekvence.
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7. Material a Metodika

7.1. PouZité organismy

7.1.1. Trichomonas vaginalis

Axenicka kultura Trichomonas vaginalis kmen T1 (J.H. Tai, Taiwan) byla pouZzita pro
nize uvedené studie transportu proteinti do hydrogenosomu. Axenicka kultura byla
udrzovana v médiu TYM s agarem pH 6,2 pti 37 °C. Pro kryoprezervaci

experimentalnich linii trichomonad byl pouzit roztok 5 % DMSO (Merck).

7.1.2. Giardia intestinalis
Za ucelem izolace genomové DNA poskytl prof. Jaroslav Kulda (Pif UK, Praha)
kulturu Giardia intestinalis kmen HP-1 X2118.

7.1.3. Escherichia coli

Pro namnozeni rekombinantnich plasmida se pouzival bakteridlni kmen Escherichia
coli XL-1 blue. Transformace bun€k se provadéla tepelnym Sokem podle standartniho
protokolu (Qiagen). Bakterie byly kultivovany v médiu LB s pfisluSnym antibiotikem

(podle typu plasmidu) pro selekci pozitivnich klont.

7.1.4 Pouzité roztoky a média

Médium TYM, pH = 6,2: 10 g kaseinového hydrolyzatu; 5 g kvasinkového
autolyzatu; 2,5 g maltézy; 0,1 g kyseliny askorbové; 0,5 g L-cysteinu; 0,4 g KH,POu;
0,4 g K;HPOy; 0,25 g agaru; 450 ml dest. H,O; po sterilizaci pti 120 °C a 20 minutach
ptidat 50 ml inaktivovaného kotiského séra (57 °C 30 minut).

Médium LB: 2,5 g kvasinkového autolyzatu; 5 g kaseinového hydrolyzatu; Sg NaCl;
7,5 g agaru; 500 ml dest. H,O; pH = 7; sterilizovat.

STET pufr: 8 % sachardza; 5 % Triton X-100; 50 mM EDTA, pH = §, 50 mM Tris,
pH = 8.

Lysozym: 10 mg/ml.

RNAaza: 10 mg/ml. Pfed pouzitim inaktivovat pfitomné DNA4zy pti 100 °C po dobu 5
minut.

Merlin I: 50 mM glukéza; 25 mM Tris, pH = 8; 10 mM EDTA pH = 8; povafena

RNA4za o koneéné koncentraci 10pg/ml.
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Merlin II: 0,2 M NaOH; 1 % SDS.

Merlin II1: 3 M CH3;COOK, pH = 5,5. Na ptipravu 500 ml roztoku rozpustit 61,35 g
CH;COOK a 35,70 ml ledové kyseliny octové v dest. H,O do kone¢ného objemu 500 ml.
Merlin IV: Na piipravu 200 ml roztoku rozpustit 133,68 guanidin hydrochloridu v 66,67
ml Merlinu III a 40 ml dest. H,O. Rozpoustét za mirného zahtivani, ¢ast guanidin
hydrochloridu vytvofi nerozpustny precipitat; pH upravit 10 mM NaOH do hodnoty 5,5.
Merlin V: Pfidat 30 g kiemeliny (Sigma, D5384) do 200 ml Merlinu IV.

Merlin VI: 200 mM NaCl; 20 mM Tris, pH = 7,5; 5 mM EDTA; 50 % ethanol.
Fyziologicky roztok: 9 g NaCl; destil. H,O 1000 ml.

Izolaéni médium: Sacharéza 77,00 g; KH, PO4 1,36 g; Tris 2,42 g; KC11,49 g; 0,5 M
MgCl; 10 ml; 0,1 M EDTA 10 ml; destil. H,O do 1000 ml; pH = 7,2.

Zasobni roztoky inhibitoria proteaz: Tosyl-lysin-clorometylketon (TLCK) 25 mg/ml,;
leupeptin 5 mg/ml.

2 x ST médium: 250 mM Sacharéza 85,60 g; 10 mM Tris 1,20 g; 0,5 mM KC1 0,04 g;
destil. HO do 500 ml; pH = 7,2.

45 % Percoll: 2 x ST 18 ml; Percoll (Sigma) 16,2 ml; destil. H,O 1,8 ml.

Trypsin: 5 mg/ml (Sigma).

Séjové inhibitory trypsinu: 250 mg/ml (Sigma).

Blotovaci pufr: 10 x SDS pufr 50 ml; methanol 100 ml; dest. H,O 350 ml.

10 x SDS puftr: Glycin 30,3 g; SDS 144 g; dest. H;O do 1000 ml.

Blokovaci pufr, Western blot: Nizkotu¢ny sunar 10 g; PBS 100 ml; pH = 7,2.
Promyvaci pufr: Nizkotu¢ny sunar 10 g; Tween20 (0,5 %) 500 ul; PBS 100 ml; pH = 7,2.
PBS: NaCl 8 g; KCL 0,2 g; Na,HPO4 1,53 g; Dest. H,O do 1000 ml; pH = 7,2.
Blokovaci pufr, fluorescence: 0,25 % BSA (hovézi albumin) a 0,25 % Zelatina

(Sigma, #G2500) v PBS, pH =7,2.

7.2. Priprava konstruktu

Podle sekvenci (viz. Tab. 4) byly navrZzeny priméry pro amplifikaci a klonovani
pozadovanych usekiit DNA do vektorti pGEM®-T easy nebo pCR®2,1-TOPO®
(Invitrogen). Priméry pro naslednou amplifikaci a klonovani do expresniho vektoru
Master-Neo obsahuji restrikéni mista pro restriktazy Ndel a Acc651. Templat pro

amplifikaci ptislusného genu pro GiiscU, GiiscS a TviscS poskytl doc. Jan Tachezy
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(Pif UK, Praha), rekombinantni Gifdx zaklonovany do vektoru Master-Neo poskytla
Mgr. Zuzana Zubacova (Pif UK, Praha) a genomova DNA Giardia intestinalis
poslouzila jako piedloha pro amplifikaci Gi-atubulinu.

Nukleové kyselny byly smichany se vzorkovym pufrem (Fermentas) a
analyzovany horizontalni elektroforézou v 1 % agar6zovém gelu a TAE pufru pfi
napéti cca. 8V/ cm délky gelu. Nukleové kyseliny byly detekovany ethidium
bromidem pomoci UV zaieni. Na extrakci DNA z agar6zového gelu byl pouzivan

Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen).

Tab. 4. Pristupové kédy k jednotlivym
sekvencim ( www.pubmed.com ).
GiiscU AAM14634

Gifdx AAL95709

GiiscS AAK39427
TviscS AF321006
Gi-atubulin AY 145881

7.2.1. PCR

Piislusné sekvence byly pro dalsi pouziti amplifikovany metodou PCR (Kary Mullis,
1983).

7.2.1.1. GiiscU

Priméry:

Restrikéni mista pro Ndel nebo Acc651 jsou oznacena podtrZzenim.
GiiscU Ndel 5" TTAgACCATATGACAAGCCTTCAgG 3~

GiiscU Acc651 5" CATCGAGGTACCAGARGACTTTGATAC 3~

Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykli:

1. | denaturace 94°C 5 min. H.O 35,2 pl

2. | denaturace 94°C 1 min. 10 x PCR Pufr | 5l

3. | renaturace 50°C 2 min. dNTP 1ul

4. | syntéza 72°C 2 min. MgCL; 5l

krok ¢. 2 az 4 35x DNA 1ul

5.| syntéza 72°C 10 min. Primér1 1l
15°C = Primér2 1l

Taq/Pfu 1:1 0,8 pl

7.2.1.2 AnGiiscU
Priméry:

AnGiiscU Ndel 5" ATTgACCATATGCTCACAAAGAAGACC 3
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GiiscU Acc651 5" CATCgAGGTACCAgAAGACTTTGATAC 3~

Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykla jako u GiiscU.

7.2.1.3. GiiscS

Priméry:

GiiscS Ndel 5" TTAGACCATATGATTTACCTGgAC 3’
GiiscS Acc651 5" CATCgAggTACCgTCATGCTTCCACTC 3’

Slozeni PCR reakce, pocet a délka cyklu:

1. | denaturace 94°C 5 min. H.0 35,2 pl

2. | denaturace 94°C 1 min. 10 x PCR Pufr | 5 pl

3. | renaturace 50°C 30 sek. dNTP 1ul

4. | syntéza 72°C 2 min. MgCL, 5ul

krok ¢. 2 az 4 35 x DNA 1l

5.| syntéza 72°C 10 min. Primér1 1ul
15°C L Primér2 1ul

Taq/Pfu 1:1 0,8 ul

7.2.1.4. ANGiiscS, ANGiiscS 2

Zékladni schéma a popis delece nukleotidl internich sekvenci metodou PCR je
znazornéno na obr. 9.

Priméry:

GiiscS R1 5" CTTCAggAggTCCTG 3’

GiiscS F1 5" CAgCTCCAggACCTCCTGAAGTCGAAGgTggCCATTgTgAGC 3’

GiiscS Ndel 5" TTAGACCATATGATTTACCTGgAC 3’

GiiscS Acc651 5" CATCgAggTACCgTCATgCTTCCACTC 3’

ANGiiscS Y2 Acc651 5" CATCgAggTACCCAgGATCAATCTTgTC 3’

Slozeni PCR reakce, pocet a délka cyklu:

1 denaturace 94°C 2 min. H.O 33,2 pl
2. | denaturace 94°C 15 sek. 10 x PCR Pufr | 5l
3. | renaturace 55°C 30 sek. dNTP 1l
4. | syntéza 72°C 2 min. MgCL, 5 pl
krok €. 2 az 4 3x DNA 1ul
5. | denaturace 94°C 1 min. Primér1 1l
6. | renaturace 50°C 30 sek. Primér2 1pl
7. | syntéza 72°C 2 min. Pfu 0,8 ul
Krok ¢. 5az 7 27 x
8.| synteza 72°C 10 min.

15°C =

7.2.1.5. ACGiiscS, ACGiiscS 2
Priméry:

GiiscS R2 5" TggAAACggCCCATT 3’
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GiiscS F2 5 AggCTTATTgggCCaTTTCCAAAGCGCATTCTTAACAACATG 3°
GiiscS Ndel 5" TTAGACCATATGATTTACCTGGAC 3

GiiscS Acc651 5" CATCgAggTACCGTCATgCTTCCACTC 37

ACGiiscS 2 5" gCAATTCATATgAgTCTCTCgggg 3

* Slozeni PCR reakce, pocet a délka cyklu stejna jako u ANGiiscS.

5
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Obr. 9. Zakladni schéma pro deleci nukleotidii metodou PCR.
Po dvou oddélené probihajicich PCR reakcich Ndel/F1 a R1/Acc65l smichat oba produkty ve

vhodném poméru. V poéateénich cyklech PCR reakce asociuji komplementarni useky obou

produktl a tim slouZi jako priméry pro syntézu komplementarnich DNA fet&zcu. Pro AT-
klonovani je nezbytné dosyntetizovat dATP na 3" konce DNA.

7.2.1.6. AGiiscS
*  Priméry:
GiiscS R1 5" CTTCAggAggTCCTG 3’
GiiscS F1 5' CAgCTCCAggACCTCCTGAAGTCGAAGYTggCCATTGTgAGC 3
GiiscS R2 5" TggAAACggCCCATT 3
GiiscS F2 5" AggCTTATTgggCCgTTTCCAAAGCGCATTCTTAACAACATY 3
GiiscS Ndel 5" TTAGACCATATGATTTACCTggAC 3
GiiscS Acc651 5" CATCgAGgTACCGTCATGCTTCCACTC 3

* Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykli stejna jako u ANGiiscS.
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7.2.1.7. TviscS

Priméry:

TviscS Ndel 5" CTAGACCATATGTTAggATCAGTC 3

TviscS Acc651 5" CATCgAggTACCCTggATCCATTCgAC 3’
SloZeni PCR reakce, pocet a délka cykli:

1. | denaturace 94°C 5 min. H.0 33,2 4l
2. | denaturace 94°C 1 min. 10 x PCR Pufr | 5yl
3. | renaturace 50°C 2 min. dNTP 14l
4. | syntéza 72°C 2 min. MgCL. 5 pl
krok ¢. 2 az 4 31 x DNA 1l
5.| syntéza 72°C 10 min. Primér1 1l
15°C = Primér2 1ul
Taq/Pfu 1:1 0,8 pl
DMSO 4 % 2 ul

7.2.1.8. AnTviscS

Priméry:

AnTviscS Ndel 5" TCAGATCATATGTACTTCAAGggCCAT 3’
TviscS Acc651 5" CATCgAggTACCCTggATCCATTCgAC 3’

Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykll jako u TviscS.

7.2.1.9. Gia-tubulin

Priméry:

Giatubulin Ndel 5" TTAGACCATATgCgTgAgTgCATCTCG 3°
Giatubulin Acc651 5" CATCgAggTACCgTAggCgTCgTCCTC 3°

SloZeni PCR reakce, pocet a délka cykli jako u GiiscS.

7.2.1.10. 5°-GiiscU. a-tubulin

Restrikéni mista pro Ndel, Acc651 a Ncol jsou oznacena podtrZzenim.

Konstrukt byl sestaveny s restrikénim mistem pro Ncol na vektoru pGEM®-7Zf(+)
( Promega ).

Priméry:

5°-GiiscU. atubulin NcolF 5" CATATCCCATggATgCgTgAgTgCATC 3°

5’-GiiscU. atubulin NcolR 5" CTTgTCCCATggACTggTCTTCTTTT 3’

GiiscU Ndel 5" TTAGACCATATGACAAGCCTTCAG 3~

Giatubulin Acc651 5" CATCgAggTACCgTAggCgTCgTCCTC 3°

Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykld pro GiiscU N-koncovou signalni sekvenci

jako u GiiscU, pro atubulin jako u GiiscS.
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Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykll pro GiiscU N-koncovou signalni sekvenci

jako u GiiscU, pro atubulin jako u GiiscS.

7.2.1.11. Uréeni pozitivnich klonu metodou PCR
Kolonie testované na ptitomnost jednotlivych konstrukti byly resuspendovany v 10 pl
dest. H,O a poté podstoupily niZze uvedenou teplotni reakci. Vznikla smeés

denaturovanych bungk byla nasledn€ pouzita pro jednotlivé PCR reakce ptislu§nych

konstrukta.

1. | 96°C 5 min.

2. |50°C 1 min. 30 sek.
3.1 96°C 1 min. 30 sek.
4. | 45°C 1 min.

5. | 96°C 1 min.

6. | 40°C 1 min.

7. | 4°C 2 min.

7.2.2. Priprava expresniho vektoru Master-Neo

Po vlozeni &asti ptisluiné DNA do vektorii pro AT-klonovani pGEM"-T easy nebo
pCR"2,1-TOPO" byly pisluiné konstrukty pro kontrolu sekvenovéany. Po ovéfeni
spravnosti vlozenych sekvenci byly konstrukty vystépeny a viozeny pies restrikéni
mista pro Ndel a Acc651 do expresniho vektoru Master-Neo pro transfekci

trichomonad (obr. 10).

SCS 5" UTR .
5,°_S_['_“‘>{ Ndel | vioseny isek DNA | Acc6Sl STop L.GSCS 3 UTR T

aTuB 5°UTR

“ aTuB 3'UTR neo

Obr. 10. Zkracena mapa expresniho vektoru Master neo

Vysvétlivky: aSCS UTR, regula¢ni promotorova oblast sukcinat thiokinazy. Ndel, Acc65I, restrikéni mista pro
vloZeni pfislusné DNA. Ndel obsahuje ATG kterym za&ina translace. HAHA, hemagglutinin pro znaceni
primarni protilatkou na C-konci rekombinantniho proteinu. Stop, stop kodény pro ukonéeni translace. Neo,
gen pro neomycin fosfotransferazu, kterd je u pfijemce zodpovédna za rezistenci vuéi geneticinu G 418.

Sipky oznaéuji smér prepisu DNA.

7.2.3. Minipreparace rekombinantnich plasmidi
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Narostlou bakteridlni kulturu centrifugovat pti 4 °C 9000 x g 10 minut.
Sediment resuspendovat ve 360 pl pufru STET.

Pridat 40 pl lyzozymu, vortexovat 1 sekundu a okamzité povafit 1 minutu.
Centrifugovat pii 4 °C 13000 x g 15 minut.

Odebrat sediment a k supernatantu ptidat 0,6 objemu izopropanolu, promichat.
Centrifugovat ptfi 4 °C 13000 x g 10 minut.

Odebrat supernatant, sediment promyt 70 % ethanolem.

Promyty sediment vysusit a rozpustit v 50 pl H,O (s 20 pg/ml RNAazy).

7.2.4. 1zolace rekombinantnich plasmidi metodou ,, Merlin maxiprep “

Pro transfekci trichomondd je zapotiebi vétstho mnozstvi plasmidové DNA o vysoké
koncentraci (cca. 1 az 5 mg/ml).

Pracovni postup:

Bakterialni kulturu centrifugovat pti 4 °C a 9000 x g 10 minut.

Sediment resuspednovat v 10 ml Merlinu 1.

Pfidat 10 ml Merlinu II, opatrné michat po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté.

Pfidat 10 ml Merlinu III, zamichat a nechat stat v ledové lazni 30 minut.
Centrifugovat pti 4°C a 9000 x g 30 minut. Supernatant odebrat do nové zkumavky.
Ptidat 0,6 objemu isopropanolu, dobfe promichat a centrifugovat pii 4 °C a 9000 x g 1
hodinu. V tomto kroku je mozné postup zastavit, tzn. po pfidani isopropanolu nechat
DNA pfi -20 °C do druhého dne vysrazet.

Po centrifugaci odebrat supernatant, sediment DNA vysusit.

Sediment DNA rozpustit ve 2 ml HPLC H,0.

Pfidat 15 ml Merlinu IV a 5 ml Merlinu V. Merlin V pied pouzitim dostate¢né protiepat.
Opatrn& michat 20 minut, nanést na kolonu (Econo-Pac®, Biorad) a odsat vyvévou. 2 x
promyt 20 ml Merlinu V, po poslednim pfidani a odsati veskerého promyvaciho pufru a
po vysuSeni kiemeliny nechat bézet vyvévu 5 minut naprazdno (timto zplisobem se
odstrani posledni zbytky ethanol).

Kolonu odpojit od vyveévy a nanést 1,5 ml 80 °C HPLC H,O. Centrifugovat pti
laboratorni teploté 9000 x g 5 minut, 3 x opakovat.

DNA vysrazet 2,5 objemem ethanolu.

Centrifugovat pii 4 °C, sediment vysusit a rozpustit v 0,5 ml HPLC H,0.
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7.3. Vypocet optimalni koncentrace DNA pro transfekci trichomonad

Optickou densitu (OD) DNA zméfit spektrofotometricky pii vinové délce 260 nm.

Ze ziskanych udaji vypocitat vyslednou koncentraci rekombinantniho plasmidu podle
vzorce:

¢ (ug/ml) = 50 x Aje x fedéni vzorku

Pro elektroporaci pouzit 50 pg DNA.

7.4. Transfekce trichomonad expresnim vektorem Master-Neo

Pracovni postup:

. Sterilné centrifugovat 1 litr trichomonéd pti 4 °C a 1000 x g 15 minut. VZdy pracovat na
lede !.

. Zvazit pelet a na kazdy gram piidat 0,5 ml média TYM 6,2 bez agaru s amikacinem (250
U/ml) a penicilinem (1000 U/ml).

. Suspenzi trichomonad 4 x resuspendovat ptes G 23 jehlu.

. Do 4 mm kyvety (4 MM Gene pulser Cuvette, Biorad) ptidat 300 pl bunék a 50 ug DNA
0 maximalnim objemu 50 pl.

. Elektroporovat pii casové konstanté 175 ms a napéti 350 V nebo pii kapacitanci 975 pF a
napéti 350 V.

. K bunkdm okamzité ptidat vytemperovany TYM 6,2 bez agaru s amikacinem a

s penicilinem a po 4 hodinach kultivace pti 37 °C pfidat geneticin o vysledné koncentraci
100 pg/ml.

. Poté, co je kultura dobte narostla, odstranit pelet a centrifugovat pti 4 °C a 1000 x g 15
minut. Odebrat hornich 45 ml média a sediment resuspendovat v TYM médiu 6,2

s agarem a s antibiotiky (geneticin 100 pg/ml, amikacin 250 U/ml, penicilin 1000 U/ml).
. Kulturu udrzovat v TYM médiu 6,2 s agarem nebo bez a pro selekci pozitivnich

transformantd pouzivat geneticin o vysledné koncentraci 100 pg/ml.

7.5. Detekce rekombinantnich proteinii v burice

Transfekované trichomonady, které exprimovaly pfislusné proteiny, byly
analyzovany imunofluorescenéni metodou anebo byly rozdéleny na buné¢né frakce a
to na celkovy bunéény lyzat, cytoplasmu a hydrogenosomy. Pro odstranéni
nespecificky i specificky navazanych proteinli navazanych na povrch hydrogenosomi

bylo zapotiebi osetfit hydrogenosomalni povrch trypsinem. Proteiny byly rozdéleny na
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zakladé svych molekulovych hmotnosti na SDS PAGE a preblotovany na
nitrocelu6zovou membranu.
Jednotlivé rekombinantni proteiny byly detekovany primarni a-HA protilatkou a

ptislusnou sekundarni protilatkou.

7.5.1 Priprava bunecnych frakci diferencialni centrifugaci

Kulturu trichomonad v logaritmické fazi riistu centrifugovat pii 4 °C a 1000 x g 10 minut.
Sediment buné¢k od této chvile drzet neustale na ledové 1azni.

Sediment bunék 2 x promyt fyziologickym roztokem a 1 x IM pii stejné teploté a otackach.
Sediment bun¢k resuspendovat v IM a pridat inhibitory proteaz do vysledné konventrace:
TLCK 50 pg/ml, leupeptin 10 pg/ml.

. Buné€nou suspenzi probublat 5 minut mirnym proudem dusiku.

. Bunéénou suspenzi sonikovat tfikrat 1 minutu pii amplitudé 40 a délce pulzi 1 sec. Po
kazdé sonikaci promichat a provést kontrolu pod mikroskopem.

. Burnky po sonikaci centrifugovat pti 4 °C a 500 x g 10 minut. Sediment tvoii frakci jader a
celych buné¢k, supernatant I. obsahuje hydrogeosomy, lysozomy a cytosol.

Supernatant I. centrifugovat pii 4 °C a 14000 x g 30 minut. Sediment tvofi
hydrogenosomalni a lysozomalni frakci, tzv. LGF (,,large granule fraction*). Supernatant
[1. obsahuje mikrosomy. Stted LGF obsahuje nahnédlé hydrogenosomy, okraj LGF
obsahuje bilé lysozomy. Lysozomy manualné oddélit savi€kou a pasteurovou pipetou od
hydrogenosomi. Hydrogenosomy 2 x promyt IM s inhibitory proteaz pti 4 °C a 14000 x g
5 minut. Sediment tvofi relativné ¢istou hydrogenosomalni frakci bez vétsi kontaminace
lysozomy.

Supernatant II. centrifugovat pti 4 °C a 100000 x g 30 minut. Sediment tvoti mikrosomalni

frakci, supernatant III. cytosolickou frakci.

7.5.2. Priprava buneénych frakei izopyknickou centrifugaci

Ptipravit LGF frakci podle pfedeslého postupu, namisto IM pouzivat 1 x ST médium.
Cytosolickou frakei pfipravit podle piedeslého postupu.

. Do centrifugaéni zkumavky (Opti Seal 36,2 ml) pro vertikalni rotor Beckman VC-53
ptipravit 45 % percoll.

LGF resuspendovat v 1 ml 1 x ST. Suspenzi pfenést do centrifugaéni zkumavky s

percollem, pfidat inhibitory protedz. Vzniklou smés promichat.
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. Centrifugovat na centrifuze Beckman ve vertikalnim rotoru pti 4 °C a 30000 rpm 30 minut,
nepouzivat brzdu.
. Hydrosomalni frakci odsat pasteurovou pipetou, tfikrat promyt v 1 x ST s inhibitory

proteaz.

7.5.3. Odstranéni proteini z povrchu hydrogenosomii trypsinem

. Pripravit ¢isté hydrogenosomy izopyknicka centrifugaci podle protokolu kap. 7.5.1.

. K hydrogenosomélnimu sedimentu ptidat 1 x ST pufr s trypsinem o vysledné koncentraci
200 pg/ml. Peclivé resuspendovat.

. Cast ponechat na ledu a ¢ast inkubovat 30 minut pii 37 °C, piesné !.

. 3 x promyt v 1x ST se s6jovymi inhibitory trypsinu o vysledné koncentraci 5 mg/ml
spole¢né s TLCK a leupeptinem. Pii kazdém promyti nechat inkubovat 5 minut s inhibitory
na ledu.

1 x promyt v 1 x ST spole¢né s TLCK a leupeptinem.

. Dlouhodob¢ skladovat piti -80 °C.

7.5.4. SDS page

Denaturované proteiny jednotlivych frakci rozdélit na zakladé molekulovych hmotnosti za
redukujicich podminek elektroforézou ve vertikalnim 12 % polyakryalamidovém gelu

s dodecylsulfatem sodnym. Pfed nanesenim na elektroforézu vzorky nejdfive rozmichat a
denaturovat po dobu 5 min. pii 100 °C v 1 x SDS-PAGE vzorkovacim pufru. Pro uréeni
relativni molekulové hmotnosti pouzit standart Sigma VII-L. Po elektroforéze detekovat

proteiny obarvenim gelu v roztoku Coomassie Brilliant Blue R.

7.5.5. Preblotovani proteini na nitrocelu6zovou membranu

Schéma pouziti polosuchého a mokrého blotu:

smér proudu 3 x filtra¢ni papir

_—_

[ = gel
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Po proteinové elektroforéze za denaturujicich podminek (SDS page) zméfit velikost gelu

a nastfihat 6 filtracnich papirQ a nitroceluézovou membranu o piesné stejné velikosti.

. Nitroceluézovou membranu ponofit na 5 min. do dest. H,O a potom spole¢né

s filtraénimi papiry ponofit na 5 min. do blotovaciho pufru.

. Nitrocelu6zovou membranu a filtra¢ni papiry spole¢né s gelem navrstvit podle

pfiloZzeného schématu do polosuchého nebo do mokrého blotu.

Blotovat v piistroji pro polosuché blotovani pii proudu 1,5 mA/cm? po dobu 1 hodinu a
30 minut. nebo blotovat v pfistroji pro mokré blotovani 1 hodinu pii proudu 350 mA.
Pteblotovani proteind ovéfit promytim membrany v roztoku ponceau S.

Po promyti v dest. H,O 1ze membranu skladovat pti 4 °C pted dal$im zpracovanim.

7.5.6. Detekce rekombinantnich proteinu na nitrocelu6zové membrané

. Nitrocelu6zovou membranu inkubovat s pteblotovanymi proteiny v blokovacim pufru 1

hodinu pii laboratorni teploté nebo pies noc pti 4 °C.

Membranu inkubovat s primarni monoklonalni mys$i a-HA (a-hemagglutinin) protilatkou
v blokovacim pufru po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Protilatku fedit v poméru
1:1000.

Membranu promyt 3 x 20 minut promyvacim pufrem pfti laboratorni teploté.

Membranu inkubovat se sekundéarni protilatkou konjugovanou s peroxidazou (1:1500)
nebo s alkalickou fosfatazou (1:1500) v blokovacim pufru po dobu 2 hodin pii
laboratorni teploté.

Membranu promyt 3 x 20 minut promyvacim pufrem bez nizkotu¢ného sunaru pti
laboratorni teploté.

Membranu promyt po dobu 5 minut PBS pufrem. Membranu inkubovat se substratem pro
peroxidazu (chemiluminiscence) nebo alkalickou fosfatazu (chromogenni reakce). Signal

z chemiluminiscence vyvolat na autoradiografickém papite.

7.5.7. Imunofluorescence

Priprava podloznich skel

Ocisténé podlozni sklo inkubovat 20 minut v 1 M HCL

Skla promyt mirnym proudem tekouci vody po dobu 30 minut.
Skla oplachnout v dest. H,O 2 x 5 minut.

Skla inkubovat 30 minut v acetonu.
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10.

Skla osusit a ponofit do 2 % roztoku 3-aminopropyltriethoxylanu (Sigma) v acetonu po
dobu 30 minut.

Skla promyt mirnym proudem tekouci vody po dobu 30 minut.

Skla oplachnout v dest. H,O 2 x 5 minut.

Skla zapéct pti 100 °C po dobu 60 minut.

PFiprava preparati

. Nechat vychladit aceton a methanol pfti -20 °C.

Narostlou kulturu trichomonad nachat pfilnout na pfipravena skla v inkubaéni komurce
pti 37 °C po dobu 15 minut.

Burnky fixovat ve vychlazeném methanolu 5 minut a potom permeabilizovat ve
vychlazeném acetonu.

Preparaty nechat uschnout.

Preparéty blokovat v blokovacim pufru 1 hodinu ve vihké komiirce.

Inkubovat v blokovacim pufru s primarni mySi monoklonélni protilatkou proti
hemagglutininovému znaceni na C-konci rekombinantnich proteini (protilatku fedit
1:250) a s primérni krali¢i protilatkou proti hydrogenosomalnimu jable¢nému enzymu
(protilatku fedit 1:500) 1 hodinu ve vlhké komurce.

Preparaty promyt 3 x 5 minut v PBS.

Inkubovat v blokovacim pufru se sekundarni protilatkou ALEXA FLUOR 488 proti mysi
monoklonalni primarni protilatce spolecné se sekundarni protildtkou ALEXA FLUOR
594 proti krali¢i primarni protilatce 1 hodinu ve vlhké komirce. Protilatky fedit 1:1000.
Preparaty promyt 3 x 5 minut v PBS.

Preparaty zalit médiem Vacta-shield s DAPI pro znaceni jaderné DNA (Vector
laboratories).

Analyza preparati

Preparaty byly analyzovany fluorescenénim mikroskopem (Leica) nebo konfokalnim
fluorescenénim mikroskopem (Leica). Obraz ziskany z fluorescenéniho a

konfokalniho fluorescené¢niho mikroskopu byl zpracovan programem Adobe

Photoshop ( Adobe ) a Image J ( http://rsb.info.nih.gov/ij/ ).
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8. Vysledky

8.1. Identifikace signalnich sekvenci pro transport do mitosomu a
hydrogenosomu

Amimokyselinové sekvence homologti mitochondridlnich proteini nalezené

v genomech ,,amitochondridlnich* prvok nesoucich mitosomy: IscU, [2Fe-2S]
ferredoxin, IscA, B-MPP, PAMI18 G. intestinalis, IscS, IscU a [2Fe-2S] ferredoxinu
Cryptosporidium parvum a Hsp60 Entamoeba histolytica byly analyzovany programy
PSORT II (http://psort.nibb.ac.jp) a MITOPROT (htpp://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html).
Tyto programy se pouzivaji na vyhledavani N-koncovych signalnich sekvenci, které
sméruji proteiny do matrix mitochondrii. Na zaklad¢ informaci poskytnutych
programy PSORT II a MITOPROT byly u vétSiny proteinl identifikovany
ptedpokladané N-koncové signalni sekvence, které by tyto proteiny mohly smérovat
do mitosomi (Tab. 3)*. Vyjimkou byl IscS G. intestinalis (GiiscS), u kterého nebyla
rozpoznana ptredpoklddana N-koncova signalni sekvence pro transport do organel.
Nalezené N-koncové signalni sekvence pro transport do mitosom jsou 4-35 AK
dlouhé, hojné obsahuji arginin a serin, maji schopnost vytvaret amfipatické a-helixy a
obsahuji arginin ve druhé pozici od pfedpokladaného mista $tépeni mitochondrialni
procesovaci protedzou (MPP). Sekvence zacinaji vétSinou methioninem a leucinem.
Podobnym zplisobem byla u hydrogenosomalniho proteinu TviscS rozpoznana
pifedpokladana N-koncova signalni sekvence pro transport do hydrogenosomi (Tab.
3). Sekvence je 8 AK dlouha, je bohaté na serin, ma potencial pro vytvofeni
amfipatického a-helixu a obsahuje arginin ve druhé pozici od ptedpokladaného mista
Stépeni proteazou MPP. Tato sekvence zacina, podobné jako vétSina ptedpokladanych

N-koncovych signalnich sekvenci pro transport do mitosomi, methioninem a

} Pristupové kody k jednotlivym proteintim jsou uvedeny v piiloze.
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leucinem.

Tab. 3. Predpokladané N-koncové signaini sekvence proteinti mitochondrialniho typu u amitochondrialnich prvoku.

Tv |IscS MLGSVSRS | Y FKGHYLDTQAT
Gi |IscS MIYLDNQATTAIDPRVLAKMV
Gi | IscU MTSLQLSSTSLLQSVARF | LTKKTSSDEVYS
Gi | IscA* MLPALITPLVRSLTKNGIKITDAAV
Gi | Ferredoxin 1 MDQINGGLFPKALALTRYASRG|LILGLISAAGAE
Gi | Glutaredoxin MDQINGGLFPKALALTRYASRG|LILGIISAAGAE
Gi | PAM18* MLRVLSENRFPLSLVAGVVAGFY
Gi |B-MPP MLIRD|IVPGALPSATVV
Cp | Hsp70 MSMIINSSFNGVVNSSGIAARILKRSLPLVFSRY | MSSKCEGKKSSN
Cp | IscS MIVHRYCRQWAPSVVRGISKLAFFSSMSSIAKKRP |AYFDYQATTPVD
Cp|IscU MLQOLRQLIDKRILIKKCVPICQRL|FYSDTVHDHFRN
Cp | Ferredoxin MVNNLIWRISRPISSRV|FS'***KRFFHSD
Eh | Hsp60°® MLSSSSHYNGKLLSLNIDCRE ¥NVLSGIKKVADA

Vysvétlivky : Tv, Trichomonas vaginalis, Gi, Giardia intestinalis; Cp, Cryptosporidium parvum; Eh, Entamoeba histolytica.
Symbol | oznacduje predpokladané misto §tépeni podle programu PSORT. Pfedpokladané signaini sekvence podle programu
MITOPROT jsou zvyraznény tuénym pismem. Cervenou barvou je oznageny arginin ve druhé pozici od C-konce signélini
sekvence pfedpokladaného mista Stépeni, modrou barvou leucin. * Symbol ¥ oznaéuje N-konec maturovaného proteinu a tedy
i misto od$tépeni signaini sekvence.

*UlscA a PAM18 byly pfedpokladané signaini sekvence vytypovany na zakladé porovnani homologu IscA a PAM 18.

8.1.1. Smérovani mitosomalnich proteini do hydrogenosomu na zikladé N-
koncovych oblasti

Pro ovéfeni, zda pfedpokladané N-koncové signalni sekvence mitosomalnich proteint
umoznuji jejich transport nejen do mitosomu, ale rovnéz i do ptibuznych organel,
hydrogenosomd, byly vybrany geny pro IscU a [2Fe-2S] ferredoxin Giardia
intestinalis (GiiscU, Gifdx). Jako kontrolni hydrogenosomalni protein byl vybran IscS
Trichomonas vaginalis (TviscS). Piclozené proteiny vybranych geni obsahuji N-
koncové sekvence, které jsou dlouhé 16 AK u GiiscU, 19 AK u Gifdx a 8 AK u

TviscS (obr. 11).
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IscU

G. intestinalis MTSLQLSSTSLLQSVARFLTKKTSSDEVYSELAMOHYRTPVNIGTLDDDDEHVGSGL
T. vaginalis MLAAVSRSSALNMMKPLGIMFYHENVNKHFKNPQNTGSLDMKAPDVGTGI
E. coli MAYSEKVIDHYENPRNVGSFDNNDENVGSGM
S. cerevisiae MLPVITRFARPALMAIRPVNAMGVLRASSITKRLYHPKVIEHYTHPRNVGSLDKKLPNVGTGL
H. sapiens MAAAGAFRLRRAASALLLRSPRLPARELSAPARLYHKKVVDHYENPRNVGSLDKTSKNVGTGL
Ferredoxin

G. intestinalis MSLLSSIRRFITFRVVQ. VEHTVSGAV
T. vaginalis MLSQVCRFGTITAVKGGVKKQLKFED
E. coli MPKIVILPHQDLCPDG--AVLEANS
S. cerevisiae MLKIVTRAGHTARISNIAA (AK,;) TTTTRFLPFSTSSFLNHGHLKKPKPGEELKITDGSQKTYEVCE
H. sapiens MAAAGGARLLRAAS (AK;3;) EASRSLSVSARARSSSEDKITVHDGETLTTKGKV
IscS

G. intestinalis MIYLDNQATTAIDPRVLAKMV
E. coli MKLPIYLDYSATTPVDPRVAEKMM
T. vaginalis - YFKGHYLDTQATSVLDPRVFDTMI
S. serevisiae MLKSTATRSITRLSQVYNVPAATYRACLVSRRFY (AK::) TYLDMQATTPTDPRVLDTMI
H. sapiens MLLRVAWRRAAVAVTAAPG PKPAAPTRGLRLRV (AK-:) LYMDVQATTPLDPRVLDAML

Obr. 11. Porovnani signalnich sekvenci N-koncovych oblasti homologti IscU, IscS a ferredoxinu.

55---161
61---152
42---128
74---165
6l---167
28---133
26---100
23---111
75---172
8l---184
23---433
26---404
34---411
121---497
80---457

Predpokladané signalni sekvence jsou podle programu PSORT Il ozna¢ené podtrzenim ( http://psort.nibb.ac.jp ) a podle

programu MITOPROT tuénym pismem ( htpp://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html ). Pfedpokladani signaini sekvence, které byly

testované v diplomové praci jsou zvyraznéné ¢ervenou barvou.

Geny koduyjici GiiscU, Gifdx a TviscS byly zaklonovany do vektoru Master-Neo,

ktery umoznuje expresi rekombinantnich proteinu s C-terminalnim HA-tagem v 7.

vaginalis. V trichomonadach byly rekombinantni proteiny detekovany

imunofluorescenci (obr. 12) nebo v bunétnych frakcich pomoci imunoblotingu (obr.

13). Ke studii byly pouzity nasledujici kompletni geny a geny zkracené o sekvence,

které koduji piedpokladané N-koncové signalni sekvence a dal$i konstrukty (viz.

ptiloha):

GiiscU: Kompletni IscU s pfedpokladanou signalni sekvenci pro transport do
organel.
AnGiiscU: IscU zkraceny o predpokladanou signalni sekveni pro transport do
organel.
Gifdx: Kompletni [2Fe-2S] ferredoxin s predpokladanou signalni sekvenci pro

transport do organcl.
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* AnGifdx: [2Fe-2S] ferredoxin zkraceny o pfedpokladanou signalni sekvenci pro
transport do organel.

* Gioe-tubulin: Homolog podjednotky a-tubulinu G. intestinalis jako negativni
kontrola pro transport proteinti do hydrogenosomu.

= 5°-GiiscU. a-tubulin: Homolog podjednotky a-tubulinu s pfedpokladanou N-
koncovou signalni sekvenci GiiscU.

* TviscS: Kompletni TviscS s pfedpokladanou signalni sekvenci pro transport do
hydrogenosomil.

* AnTviscS: TviscS zkraceny o ptedpokladanou signalni sekvenci pro transport do

hydrogenosomi.

GiiscU, Gifdx a TviscS byly u¢inn¢ transportovany do hydrogenosomu.
Imunofluorescence transformovanych trichomonad ukazala, Ze signal pro GiiscU,
Gifdx je patmy v drobnych kulovitych organeladch odpovidajicim hydrogenosomim
v blizkosti jadra a cytoskeletarnich struktur kosty a axostylu (obr. 12). Signal pro
GiiscU, Gifdx a TviscS kolokalizoval se signalem pro jable¢ny enzym, ktery je
typickym hydrogenosomalnim proteinem. Odstranéni pfedpokladanych signalnich
sekvenci zplsobilo u AnGiiscU vyrazné sniZeni a u AnGifdx uplné zastaveni
transportu téchto proteind do hydrogenosomt. Tyto proteiny byly detekovéany v
cytosolu. Cytoskeletarni protein Gia-tubulin, ktery neméa N-koncovou signalni
sekvenci pro transport do organel, zistal vyhradné v cytosolu.

Podobné vysledky ukazala analyza rekombinantnich proteini v bunéénych
frakcich T. vaginalis pomoci imunoblotingu (obr. 13). K analyze byly pouZzity vzorky
celkovych bunéénych lyzatl a frakei cytosolu a hydrogenosomi. Proteiny navazané

pouze na povrch hydrogenosomd, které nebyly transportovany do matrix organel, byly
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odstranény trypsinem. Signal pro GiiscU, Gifdx a TviscS je patrny

v hydrogenosomech, jejichZ povrch byl oSetien trypsinem. To znamena, ze GiiscU,
Gifdx a TviscS byly transportovany do matrix hydrogenosomti. Hydrogenosomalni
frakce GiiscU ukazuje dva signaly o velikosti 17 kDa a 20 kDa. Je pravdépodobné, Ze
signal o velikosti 17 kDa by mohl pfedstavovat maturovany GiiscU po odStépeni
predpokladané signalni sekvence protedzou v matrix hydrogenosomu. Zkraceny
AnGifdx byl zadrzen vyhradné v cytosolu. Zkraceny AnGiiscU byl zadrzen predevsim
v cytosolu avSak ¢aste¢né transportovan i do hydrogenosomii. Odstranéni signalni
sekvence u AnTviscS mélo nepatrny vliv na naruseni transportu do hydrogenosomtl.
Mala ¢ast AnTviscS byla smérovana do cytosolu, témeéf vSechen AnTviscS byl
transportovan do hydrogenosomi. Gia-tubulin bez N-koncové signalni sekvence
zlstal vyhradné v cytosolu. Pfidani N-koncové signalni sekvence GiiscU k N-konci
Gia-tubulinu zpiisobilo transport vyrazného podilu tohoto fiizniho proteinu do
hydrogenosomd.

Vyse uvedené vysledky potvrdily pifedpoklad, Ze N-koncové oblasti GiiscU a
Gifdx jsou schopné smérovat mitosomalni proteiny do hydrogenosomii a maji tedy
funkci signalnich sekvenci pro transport proteini do organel. N-koncova signalni
sekvence GiiscU navic dokaZze smérovat Gia-tubulin do hydrogenosom. Naproti
tomu predpokladana signalni sekvence TviscS méla nepatrny vliv na transport do
hydrogenosomu. Jeji odstranéni z TviscS nezpisobilo u AnTviscS téméf zadné
znatelné sniZeni transportu do hydrogenosomt a zptsobilo pouze nepatrné zadrZeni
tohoto proteinu v cytosolu. Je pravdépodobné, (i) Ze TviscS je transportovan do
hydrogenosomi na zakladé prozatim neidentifikovanych internich signali a (ii) Ze
predpokladana N-koncova signalni sekvence tohoto proteinu ma pouze pomocnou

funkeci.
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Obr. 12. Vliv N-koncovych signalnich sekvenci na transport mitosomalnich proteinu G.

intestinalis do hydrogenosomu T. vaginalis.

Kompletni proteiny (Gifdx, GiiscU) a proteiny bez N-koncové signaini sekvence (AnGifdx,
AnGiiscS, a-tubulin) byly produkovany v transformovanych trichomonadach s C-koncovym HA
tagem (zelena barva). Krali¢i polyklonalni protilatka proti hydrogenosomalnimu jableénému
enzymu byla pouzita pro znaceni hydrogenosom ( &ervena barva ). Jadra trichomonéd jsou
znacena DAPI (modra barva). DIC, nomarského diferencialni interferen&ni kontrast.
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Obr. 13 Detekce kompletnich a zkracenych rekombinantnich proteinu Gifdx, GiiscU a a-tubulinu

v transformovanych trichomonadach pomoci imunoblotingu.

Proteiny byly rozdéleny na SDS PAGE (A) a detekovany pomoci imunoblotingu (B). Signal pro rekombinantni proteiny byl
detekovan primarni monoklonalni mysi a-HA protilatkou a sekundarni protilatkou konjugovanou s peroxidazou nebo

s alkalickou fosfatazou. Ly, celkovy buné&ny lyzat. Cp, cytosol. Hy, hydrogenosomy. Hy(tr), hydrogenosomy o$etiené
trypsinem.
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8.1.2. Smérovani mitosomalnich proteini do hydrogenosomu na zakladé
predpokladanych internich sekvenci

Programy PSORT II a MITOPROT nerozpoznaly u mitosomalniho proteinu GiiscS
zadny predpokladany N-koncovy signal pro transport do organel. Porovnani nékolika
desitek eukaryotnich a bakteridlnich homologt GiiscS odhalilo pfitomnost dvou
vloZenych sekvenci, které nejsou pfitomny u IscS jinych organismi. Tyto sekvence
neobsahuji aminokyseliny, které se podileji na enzymatické aktivité¢ GiiscS (obr. 14)
(Tachezy et al., 2001). Pro zakladni analyzu 3D struktury GiiscS a zji§téni polohy
vloZenych sekvenci, byl pouZit program swiss-PdbViewer v 3.7 (obr. 15). Prvni
sekvence je 9AK dlouhd a nachazi se v N-koncové ¢asti proteinu (N-IS, N-koncovy
interni signal). Sekvence je bohata na kyselinu glutamovou a vytvari smycku, ktera
propojuje a-helix a B-fetézec polypeptidového fetézce GiiscS na povrchu tohoto
proteinu. Druha sekvence je dlouhd 23AK a nachazi se v C-koncové ¢asti proteinu (C-
IS, C-koncovy interni signal). Sekvence je bohata na basicky lyzin a jsou v ni hojné
zastoupeny kyseliny asparagova a glutamova. Sekvenci tvoii tfi B-fetézce, které jsou
vzajemné propojené dvéma smyckami na povrchu GiiscS. Kompletni oteviené ¢teci
ramce GiiscS nebo jejich ¢asti byly zaklonovany do vektoru Master-Neo, ktery
umoziuje expresi rekombinantnich proteind s C-terminalnim HA-tagem v T.
vaginalis. V trichomonadach byly rekombinantni proteiny detekovany
imunofluorescenci (obr. 16) nebo v buné¢nych frakcich pomoci imunoblotingu (obr.
17). Pro zjisténi, jakym zptisobem se tyto sekvence podileji na transportu GiiscS do
hydrogenosomi, byly pfipraveny nasledujici oteviené ¢teci ramce (viz. ptiloha):
GiiscS: Kompletni IscS s ptedpokladanymi internimi sekvencemi pro transport do do
organel.

ANGiiscS: IscS bez interni sekvence, ktera se nachazi v N-koncové ¢asti proteinu.
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ANGiiscS % : Prvnich 193 AK N-koncové ¢asti ANGiiscS.

ACGiiscS: Homolog IscS bez interni sekvence, ktera se nachazi v N-koncové ¢asti
proteinu.

ACGiiscS %2 : 240 AK smérem od C-konce ACGiiscS.

AGiiscS: IscS bez obou predpokladanych internich sekvenci pro transport do organel.

IscS
G. intestinalis N MIVLDNQATTAIDPRVLAKMY
E. coli N MKLPIYLDYSATTPVDPRVAEKNMM
T. vaginalis i MLGSVSRSYFKGHYLDTQATSVLDPRVEDTM.I
S. serevisiae 60 MLKSTATRSITRLSQVYNVPAATYRACLVSRRFY (AK, ) IYLDMOATTPTDPRVLDTML
H. sapiens 2% MLLRVAWRRAAVAVTAAPG PKPAAPTRGLRLRV (AK: ) LYMDVQATTPLDPRVLDAMI
G. intestinalis 23 PYMTTN--FANVHST-HRLGRSLRKVVEKAREQVAGAIGAAPGEIIFTSGATESNNIALK
E. coli 26  QFMTMDGTFGNPASRSHREGWQAEEAVDIARNQIADLVGADPREIVFTSGATESDNLAIK
T. vaginalis 34 PYETY--VHGNAHSKQHGFGQEAMAAVEKARKSVADLINAKPNEIIFTSGATECNNIAIK
S. serevisiae 121 KFYTG--LYGNPHSNTHSYGWETNTAVENARAHVAKMINADPKEIIFTSGATESNNMVLK
H. sapiens 80 PYLIN--YYGNPHSRTHAYGWESEAAMERARQQVASLIGADPREIIFTSGATESNNIATIK
G. intestinalis 8C GVCHEYGDD-KPHLAISRIEHKCVLESARKLESEGFKLHWIDVDDEGLVKLDQLQDLLK?Y
E. coli 86 GAANTYQKK-GKHIITSKTEHKAVLDTCRQLEREGFEVIYLAPQRNGIIDLKELEAAMRD
T. vaginalis 92  GAMGYLKNSGKKHVIVSSIEHKCVIESARALQKEGZDA QVGKDGRVDPKEVAKNIRP
S. serevisiae 179 GVPREYKKT-KKHIITTRTEHKCVLEAARAMMKEGFEVTFLNVDDQGLIDLKELEDAIRP
H. sapiens 138 GVARFYRSR-KKHLITTQTEHKCVLDSCRSLEAEGFQVTYLPVQKSGIIDLKELEAAIQP
N-IS
G. intestinalis 139 YYDLIEEEE. F AIVSIMAANNEIGTIQDLGAIGKVCEQYETLTHTDAAQALGKIPLDVVR
E. coli 145 DT--------- ILVSIMHVNNEIGVVQDIAAIGENMCRARGIIVHVDATQSVGKLPIDLSD
T. vaginalis 152 DT--------- GLVSCMLVNNEIGSINPVQEISKICKSKGVWZHTDAAQGTGKIPIDVKK
S. serevisiae 238 DT-=—--——-- CLVSVMAVNNEIGVIQPIKEIGAICRKNKIYZHTDAAQAYGKIHIDVNE
H. sapiens 197 DT--------- SLVSVMTVNNEIGVKQPIAEIGRICSSRKVYFHTDAAQAVGKIPLDVND
G. intestinalis 199 DKIDLMSLSGHKIYGPKGVGALYIKRTDEKRVHLDPVEFSGGGQEGGIRSGTLPVFLVVGM
E. coli 196 LKVDLMSFSGHKIYGPKGIGALYVRRKP--RVRIEAQMHGGGHERGMRSGTLPVHQIVGM
T. vaginalis 203 IGANFMSISGHKIHGPKGIGALYVSSRP--RSRVEPIINGGGQERNIRSGTLAVPLIVGL
S. serevisiae 289 MNIDLLSISSHKIYGPKGIGAIYVRRRP--RVRLEPLLSGGGQERGLRSGTLAPPLVAGF
H. sapiens 248 MKIDLMSISGHKIYGPKGVGAIYIRRRP--RVRVEALQSGGGQERGMRSGTVPTPLVVGL
C-Is
G. intestinalis 259 GEAAELAQKEMKKDALHYKSLFEIARE-KLLSLPSVRLNGPFI'E oFE
E. coli 254 GEAYRIAKEEMATEMERLRGLRNRLWN-GIKDIEEVYLNGDL-
T. vaginalis 26 GKAAEIAKREMKYDSPYIESLGKHLIEEVTKRIPYATVUNGS ------------—————--
S. serevisiae 347 GEAARLMKKESDNDQAHIKRLSDKLVK-GLLSAEHTTLNGSP------—-——————-—————
H. sapiens 306 GAACEVAQQEMEYDHKRISKLSERLIQNIMKSLPDVVMNGDP----=--------——————-
G. intestinalis 18 EPFIKKRILNNMNISFFGVEGESLMLGLDDAICMSSGSACTSQSLEPSHVLTALGLDPE
E. coli 293 ----EHGAPNILNVSZNYVEGESLIMALKDLAVSS-GSACTSASLEPSYVLRALGLNDE
T. vaginalis 30. ----EHRWSGCVYNISTEAVEGESLMATIPNFGVSS-GSACTSASLEPSYVLKGIGVGDE
S. serevisiae 386 ----DHRYPGCVNVSFAYVEGESLLMALRDIALSS-GSACTSASLEPSYVLHALGKDDA
H. sapiens 346 ----KHHYPGCINLSFAYVEGESLLMALKDVALSS-GSACTSASLEPSYVLRAIGTDED
G. intestinalis 379 FAHTAVRLGTSRETTEAESRRACDLIAKXVAHLRDLSPLWEMTQKGIDTKSIEWKHD
E. coli 450 LAHSSIRTSLGRETTTEEEIDYTIELVRKSIGRLRDLSPLWENMYKQGVDLNSIEWAHH
T. vaginalis 358 LAHTSLR SKFTTREEVDQTVELLEHAVKHLRDLSPLWENMKNMSGIDLSQVEWI Q-
S. serevisiae 443 LAHSSIRFGIGRFSTEEEVDYVVKAYVSDRVKFLRELSPLWENMVOEGIDLNSIKWSGH
H. sapiens 403 LAHSSIR®GIGAFTTEEEVDYTVEKCIQHVNRLREMSPLWENMVQDGIDLKSIKWIQH

Obr. 14. Porovnani predpokladanych signalnich sekvenci vybranych homologt IscS.
Predpokladané signalni sekvence jsou podle programu PSORT Il oznacené podtrzenim a podle programu MITOPROT tué¢nym
pismem. Specifické interni sekvence GiiscS jsou zvyraznéné modrouou barvou a podtrzenim. N-IS, N-koncovy interni signal.

C-IS, C-koncovy interni signal.
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B.

Intermi sekvence. ktera se Internt sekvence. ktera se
nachazi v N-koncove casti nachazi v C-koncove casti
GiiscS GiiscS

Obr.15. Model 3D struktury GiiscS a vliozenych internich sekvenci.

Model 3D strutury GiiscS (A). Aminokyselinové slozeni a 3D struktura vioZzenych sekvenci N-
IS a C-IS GiiscS (B). Model by vytvoien programem swiss-PdbViewer na zakladé udaju
ziskanych ze struktury krystalu IscS E.coli (1P3W, www.pubmed.com).
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GiiscS byl ucinné transportovan do hydrogenosomii. Imunofluorescence
transformovanych trichomonad ukazala, Ze signal pro GiiscS je patrny v organelach
odpovidajicim hydrogenosomim (obr. 13). Signal pro GiiscS kolokalizoval se
signalem pro jablecny enzym, ktery je typickym hydrogenosomalnim proteinem.
Odstranéni obou internich sekvencii zptisobilo u AGiiscS vyrazné naru$eni transportu
do hydrogenosomi. Vétsina AGiiscS byla detekovana v cytosolu.

Pro studium funkce vloZenych sekvenci N-IS a C-IS byla také pouzita detekce
rekombinantnich proteini v bunéénych frakcich pomoci imunoblotingu (obr. 14).

K analyze rekombinantnich proteini byly podobné jako v predeslé kapitole pouzity
vzorky celkovych bunéénych lyzatt a frakci cytosolu a hydrogenosomu. Proteiny
navazané pouze na povrch hydrogenosomd, které nebyly transportovany do matrix
organel, byly odstranény trypsinem. Signal pro GiiscS je patrny v hydrogenosomech,
jejichZ povrch byl oSetfen trypsinem. To znamenad, Ze GiiscS byl transportovan do
matrix hydrogenosomi. Odstranéni N-IS, ktera se nachazi v N-koncové ¢asti GiiscS
( ANGiiscS ) a odstranéni C-koncové poloviny ANGiiscS ( ANGiiscS 'z ) nenarusilo
Zadnym zptsobem transport do hydrogenosomt. Naproti tomu odstranéni C-IS, ktera
se nachazi v C-koncové ¢asti GiiscS ( ACGiiscS ), zpusobilo, Ze vyrazna ¢ast
ACGiiscS zustala v cytosolu. Cast ACGiiscS byla vsak také transportovana do
hydrogenosomt. Odstranéni N-koncové poloviny ACGiiscS ( ACGiiscS %2 )
zpusobilo, ze signal pro ACGiiscS Y je patrny pouze v celkovém bunééném lyzatu a
v hydrogenosomech, jejichz povrch nebyl oSetfeny trypsinem. To naznacuje, Ze
ACGiiscS % byl patrné béhem transportu do matrix hydrogenosomt zachycen v
membranach téchto organel. Signal pro AGiiscS je patrny v cytosolu a ¢aste¢né

v hydrogenosomech, které byly oSetfeny trypsinem. Odstranéni obou internich
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sekvenci u AGiiscS tedy zptisobilo pokles transportu do hydrogenosomi. Vyrazna ¢ast

AGiiscS byla zadrZena v cytosolu.
Vysledky ukéazaly, ze:

1. Unikatni vloZena sekvence, ktera se nachéazi v C-koncové ¢asti GiiscS patrné
obsahuje interni signal pro transport do hydrogenosomii.

2. N-koncova polovina GiiscS obsahuje interni signal pro transport do
hydrogenosomi, timto signalem vs$ak neni unikatni vloZena sekvence v N-koncové

¢asti tohoto proteinu.
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a-HA u-ME DAPI merge

DIC
. . .

Obr. 16. Vliv unikatnich viozenych sekvenci na transport GiiscS do hydrogenosomu T. vaginalis.

GiiscS a AGiiscS, u kterého byly odstranény obé unikatni vlozené sekvence, které se nachazeji v N-
koncové a C-koncové &asti GiiscS (N-IS a C-IS), byly produkovany v transformovanych trichomonadach s
C-koncovym HA tagem ( zelena barva ). Krali¢i polyklonalni protilatka proti hydrogenosomalnimu
jableénému enzymu byla pouzitd pro znageni hydrogenosomi ( Eervena barva ). Jadra trichomonad jsou
znaéena DAPI ( modra barva ). DIC, nomarského diferencialni interferenéni kontrast.

Ly Cp Hy(tr) Hy

GiisccS @D > oD
ANGiIisccS ¥ —
ANGiisccS —
ACGiisccS 2 —— —

ACGiisccS -_—— eams G eoa»
AGiisccS — — —
Obr. 17. Vliv N- a C-koncovych sekvenci N-IS a C-IS na lokalizaci GiiscS v buné&&nych frakcich T. vaginalis.
Rekombinantni proteiny byly detekovany imunoblotingem. Signal pro rekombinantni proteiny byl detekovan primarni

monoklonalni mysi a-HA protilatkou a sekundarni protilatkou konjugovanou s peroxidazou nebo s alkalickou fosfatazou.
Ly, celkovy buné&&ny lyzat. Cp, cytosol. Hy, hydrogenosomy. Hy(tr), hydrogenosomy osetfené trypsinem.
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9. Diskuze

Mitochondrie jsou typické organely eukaryotnich organismd, které se vyvinuly
endosymbidzou z a-proteobakterii v hostitelské bunce (Gray et al., 1999). Doposud
neni zcela jasné, jestli hostitelska buiika byla podobna dne$nim archebakteriim anebo
zdali se jednalo jizZ o ¢astecné vyvinutého eukaryota, ktery m¢l jadro, cytoskelet a
jednoduchy endomembranovy systém (tzv. archezoon ) (Dyall et al., 2004). Podle
archezoalni hypotézy se z archezoona, ktery endosymbionta nikdy neziskal, vyvinuli
dnesni amitochondrialni eukaryota, tzv. Archezoa (Cavalier-Smith, 1986, 1989). U
amitochondrialnich protist byly objeveny organely endosymbiotického ptivodu,
hydrogenosomy a mitosomy. Velice mélo se vi o piivodu a biogenezi mitosomd.
Spole¢nou funkci mitosomi, hydrogenosomt a mitochondrii je vSak tvorba Fe-S
center. Mitosomy a hydrogenosomy pouZzivaji také obdobny mechanismus pro
transport jaderné kddovanych proteint, ktery je zndm u mitochondrii. V diplomové
praci jsem se pokusil zjistit, zda jsou N-koncové oblasti mitosomalnich proteint
mitochondrialniho typu G. intestinalis schopné smérovat tyto proteiny do
hydrogenosomi 7. vaginalis.

Vysledky uvedené v diplomové praci ukazaly, Ze mitosomalni proteiny
mitochondrialniho typu GiiscU a Gifdx mohou byt transportovany na zakladé
rozpoznani pfedpokladanych N-koncovych signalnich sekvenci do hydrogenosomi 7.
vaginalis. N-koncova signalni sekvence GiiscU byla schopna smérovat 1
cytoskeletarni protein a-tubulin do matrix hydrogenosomi trichomonad.

V soucasnych pracich bylo zaroven ukazano, Ze GiiscU a Gifdx jsou transportovany
na zéklad¢ rozpoznani piedpokladanych N-koncovych signalnich sekvenci do
mitosomu G. intestinalis (Regoes et al., 2005; Dolezal et al., 2005). Regoes et al.

(2005) rovnéz ukazali, Ze N-koncova signalni sekvence Gifdx je dostacujici pro
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smérovani GFP (green fluorescent protein) do matrix mitochondrii lidskych
kmenovych bunék ledvin. Signalni sekvence hydrogenosomalnich a mitochondrialnich
proteint a pfedopkladané signélni sekvence mitosomalnich proteinii maji schopnost
vytvaret amfipatické a-helixy, jsou bohaté na arginin a serin a obsahuji pfedpokladané
misto pro ods$tépeni mitochondrialni procesovaci proteazou (MPP) (Bradley et al.,
1997; Adamec et al., 1999; Dolezal et al., 2005). Odstépeni signalni sekvence GiiscU
katalyzuje hydrogenosomalni lyzat z trichomonéad a mitochondriélni lyzat z kvasinek.
Inhibice reakce chelatorem EDTA naznacuje, Ze odStépeni signalni sekvence
katalyzuje metalopeptidaza (Dolezal et al., 2005). Homolog podjednotky B-MPP
Trichomonas vaginalis (B-HPP, hydrogenosomalni procesovaci peptidaza), ktery
obsahuje charakteristicky His-X-X-Glu-His motiv, je transportovan do
hydrogenosomu in vivo a specificky §tépi signalni sekvence hydrogenosomalnich
prekurzort in vitro (Brown et al., 2004). V hydrogenosomech trichomonad byly
detekovany signaly pro GiiscU o velikosti 17 kDa a 20 kDa. Signal pro GiiscU o
velikosti 17 kDa by mohl patrné ptedstavovat maturovany GiiscU po odstépeni
pfedpokladané signalni sekvence B-HPP v matrix hydrogenosomu, ptimy dikaz vSak
chybi. G. intestinalis koduje a transportuje do mitosomt homolog podjednotky B-MPP
s charakteristickym His-X-X-Glu-His motivem (Dolezal et al., 2005). Dolezal et al.
(2005) ukazali, ze u GiiscU doslo k odstépeni N-koncové signalni sekvence

v mitosomech G. intestinalis in vivo a to mezi fenylalaninem v 18 pozici a leucinem

v 19 pozici od N-konce signalni sekvence. Signalni sekvenci GiiscU specificky Stépi
krysi rekombinantni protedza (MPP) in vitro. K odstépeni N-konce GiiscU dochazi po
inkubaci s krysi rekombinantni proteazou (MPP) v misté, které se shoduje s vysledky

prace Dolezal at al. (2005) a s pfedpovédi podle programu PSORT II. Naproti tomu
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Tovar et al. (2003) ukazali misto pro odStépeni protedzou MPP, které se neshoduje
s vySe uvedenymi vysledky.

IscS je jednim z kli€ovych proteini pro tvorbu Fe-S center, ke které dochazi
v matrix mitochondrii. Jak lze ocekévat u proteini mitochondridlni matrix, byla u
hydrogenosoméalniho homologu IscS T vaginalis (TviscS) identifikovana
predpokladana N-koncové signalni sekvence pro transport do organel. Navzdory
ofekavani méla vytypovana N-koncova sekvence TviscS pouze nepatrny vliv na
transport do hydrogenosom trichomonéad. Podobny fenomén byl vSak dfive popsan u
IscU Saccharomyces cerevisiae (Isulp). Podobné jako u TviscS, odstranéni N-
koncové signalni sekvence nezpuisobilo vyraznéjsi pokles transportu proteinu do
matrix mitochondrii kvasinek. Transportu Isulp do mitochondrii nezabranilo ani
pfidani sekvence s negativnim nabojem na N-konec zkraceného proteinu (Gerber et
al., 2004). TviscS a Isulp jsou tedy pravdépodobné transportovany do matrix organel
na zakladé prozatim neidentifikovanych internich signald.

U mitosomalniho homologu IscS G. intestinalis (GiiscS) nebyla rozpoznana zadna
N-koncova signalni sekvence. Naproti tomu byly v N- a C-koncové ¢4sti tohoto
proteinu rozpoznany unikatni vlozené sekvence, které nejsou u ostatnich homologt
IscS pfitomny a které by mohly obsahovat interni signal pro transport do organel.
Vysledky ukazaly, Ze C-koncova vlozena sekvence ovliviluje transport GiiscS do
hydrogenosomii trichomonad a muze tedy pfedstavovat interni signalni sekvenci.
Naproti tomu N-koncova vloZena sekvence v§ak neméla na transpot GiiscS do
hydrogenosomu vliv. Proteiny mitochondrialniho typu Hsp70 Trachipleistophora
hominis a Hsp60 Giardia intestinalis nebo nékteré proteiny mitochondridlni matrix,
jako napt. Hsp10, B-oxoacyl-CoA thiolaza a pfenaSece siry STs (sulfur transferases,

syn. rhodanese) neobsahuji podobné jako GiiscS, N-koncové signalni sekvence pro
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transport do organel (Regoes et al., 2005). Doposud se vi jen velmi malo o tom, na
zakladé jakych signdlid jsou tyto proteiny transportovany do matrix organel.
Pfitomnost interniho signalu v C-koncové ¢asti GiiscS je zcela ojedinélym doloZzenym
ptipadem, kdy je tento protein transportovan do matrix organel pouze na zakladé
internich signala.

N-koncové signalni sekvence proteint, které jsou transportovany do matrix
mitochondrii, jsou rozpoznavany a translokovany komplexy TOM, TIM a PAM.
Pfesny mechanismus transportu proteini do matrix hydrogenosomu a mitosomi neni
znamy, stejné tak jako translokazy, které transportuji proteiny do matrix téchto
organel. Hledani genti podobnym podjednotkdm TOM, TIM a PAM odhalilo u giardii
a trichomonad pouze nékteré z podjednotek téchto translokdz. U giardii a trichomonad
byl rozpoznan homolog PAM18. U giardii byl objeven homolog transportniho kanalu
Tom40, ale nikoliv Tim23. Naopak u trichomonad byl objeven homolog Tim23, ale
Zadny homolog Tom40. Pam18 G. intestinalis (GiPam18) a T. vaginalis
(TvPam18) obsahuji N-koncové signalni sekvence pro transport do mitosomt a
hydrogenosomi. GiPam18 je transportovan do mitosomu giardii a hydrogenosomi
trichomonad a stejné tak je do téchto organel transportovan TvPam18 (Dolezal et al.,
2005; Dolezal et al., 2006). V genomu trichomonad byla také rozpoznana sekvence
podobna podjednotce Sam50 komplexu SAM, ktery transportuje proteiny do vnéjsi
mitochondrialni membrany (Dolezal et al., 2006). V genomu G. intestinalis byl
identifikovan homolog SecY podjednotky transportéru SecYEG/Sec61afy
archebakterii, eubakterii a endoplasmatického retikula eukaryot. Prozatim miiZzeme
pouze hypotetizovat, zda by se SecY mohl u giardii podilet na transportu proteini do

mitosomi. Pro pochopeni, jakym zplisobem by se vySe uvedené homology mohly
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podilet na transportu proteini do mitosomi a hydrogenosomd, je zapotiebi provést
dal$i experimentalni studie.

Z vysledkt diplomové prace a z poznatkid uvedenych publikaci vyplyva, ze
mitosomalni proteiny G. intestinalis se transportuji do mitosomd, hydrogenosom? a
mitochondrii podobnym mechanismem na zakladé€ rozpoznani N-koncovych nebo
internich sekvenci. Vyse uvedena zjisténi podporuji ptedpoklad, Ze hydrogenosomy,
mitosomy a mitochondrie jsou blizce ptibuzné organely, které se pravdépodobné
vyvinuly ze spoleéného symbiotického ptedka. Je tedy otdzkou, zda se do soucasné
doby dochovali potomci ptivodnich amitochondrialnich organismt a zda v priibéhu

eukaryogeneze takové organismy kdy existovaly.
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10. Zavér

V genomu Trichomonas vaginalis a Giardia intestinalis byly identifikovany
homology proteinli mitochondrialniho typu IscU, IscS a [2Fe-2S] ferredoxinu, které se
v mitochondriich podileji na syntéze Fe-S center mitochondrialnich a
extramitochondridlnich proteini. Hydrogenosomy Trichomonas vaginalis a mitosomy
Giardia intestinalis katalyzuji syntézu Fe-S center in vitro.V hydrogenosomech
trichomonad a v mitosomech giardii byly identifikovany homology IscU a IscS.
Pocitacové programy PSORT II a MITOPROT, které slouZzi pro vyhledavani N-
koncovych signalnich sekvenci pro transport proteinii do matrix mitochondrii,
rozpoznaly u homologt IscU a [2Fe-2S] ferredoxinu Giardia intestinalis (GiiscS a
Gifdx) ptredpokladané N-koncové signalnich sekvence pro transport do mitosomii a u
homologu IscS Trichomonas vaginalis (TviscS) ptedpokladanou N-koncovou signalni
sekvenci pro transport do hydrogenosomu. Naproti tomu u homologu IscS Giardia
intestinalis (GiiscS) nebyla rozpoznana Zadna N-koncova signalni sekvence pro
transport do mitosomi. U GiiscS byla zjisténa pfitomnost dvou unikatnich vloZenych
sekvenci (N-IS a C-IS), které nebyly u ostatnich homologt ptitomny a které by se
mohly podilet u GiiscS na transportu do mitosomt. V zadané diplomové praci jsem se
pokusil zjistit, (i) zda jsou N-koncové signalni sekvence mitosomalnich proteinii
schopné smérovat tyto proteiny do hydrogenosomtl a (i7) jakym zplsobem se unikatni
vloZzené sekvence GiiscS podileji na transportu tohoto proteinu do organel. Vysledky
ukazaly, ze:

Predpokladané signalni sekvence GiiscU a Gifdx sméruji tyto proteiny do

hydrogenosoml.
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Odstranéni predpokladanych signalnich sekvenci zptisobilo zadrzeni zkracenych
forem AnGiiscU a AnGifdx v cytosolu.

Ptedpokladana N-koncova signalni sekvence GiiscU smérovala vyrazny podil
typického cytoskeletarniho proteinu a-tubulinu do hydrogenosoma.

Odstranéni predpokladané N-koncové signalni signalni sekvence z TviscS nezptsobilo
témeét Zadné znatelné sniZeni transportu do hydrogenosomii a zptsobilo pouze
nepatrné zadrZzeni AnTviscS v cytosolu. TviiscS je tedy transportovan do
hydrogenosomi nejen na zakladé N-koncové signalni sekvence, ale je smérovan do
matrix hydrogenosomu patrné i na zékladé hypotetickych internich signala.
Mitosomalni protein IscS Giardia intestinalis (GiiscS) byl transportovan do
hydrogenosom 7. vaginalis.

Odstranéni N-IS, ktera se nachazi v N-koncové ¢asti GiiscS (ANGiiscS), neovlivnilo
transport GiiscS do hydrogenosomu.

Odstranéni C-IS, ktera se nachazi v C-koncové ¢asti GiiscS (ACGiiscS), zptisobilo
pokles v transportu GiiscS do hydrogenosomii. Odstranéni obou internich sekvenci

GiiscS zpusobilo u AGiiscS vyrazné naruSeni transportu do hydrogenosomt.

Vyse uvedené vysledky podpotily predpoklad, Ze:

Homology mitochondrialnich proteint GiiscU, Gifdx se transportuji do
hydrogenosom na zakladé rozpoznani ptedpokladanych N-koncovych signalnich
sekvenci, které jsou podobné N-koncovym oblastem prekurzorti mitochondrialni
matrix.

C-IS, ktera se nachazi v C-koncové ¢asti GiiscS patrné obsahuje interni signél pro

transport do hydrogenosomu. N-IS, ktera se nachazi v N-koncové ¢asti GiiscS
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neobsahuje interni signal pro transport do hydrogenosomu. Interni signél pro transport
do hydrogenosomu se také nachazi v N-koncové poloving GiiscS.

Schopnost mitosomi, hydrogenosomi a mitochondrii rozpoznat obdobné signalni
sekvence proteind transportovanych z cytoplasmy do matrix téchto organel poskytuje
silny argument pro hypotézu, Ze mitosomy, hydrogenosomy a mitochondrie maji

spole¢ny endosymbioticky pivod.
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12. Priloha

V ptiloze jsou uvedeny podrobné mapy konstruktt, které byly pouzity v této praci. Sekvence,
které jsou komplementarni s priméry pro amplifikaci + DNA fetézce jsou oznaceny Cervené.
Sekvence, které jsou komplementarni s priméry pro amplifikaci - DNA fetézce jsou oznaceny
zelené. Sipky oznacuji smér prepisu DNA. Predpokladané signalni sekvence jsou oznageny
modte a podtrzenim. Na konci pfilohy jsou uvedeny kédy k jednotlivym proteiniim z

tab.1, 2 a 3 a publikace, ktera obsahuje vysledky uvedené v diplomové praci.
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GiiscU
(161 AK; 17,3 kDa; pl =7,2)

GiiscU Ndel

»

>
O&mOHOHOHDOO?OHHOOOHHHHOODOHOHOHHOOVOO06600&0>ﬂ>b>0b>0>0OPOHHOPOPOOVOOHHHbHHOHOPOOHPOOOD 100
0O L S S T S L L Q S v AR F L T K K T S s DE VY S E L A

TGCAGCATTACCGCACGCCGGTTAACATAGGGACCCTTGATGACGATGACGAACATGTCGGCTCCGGTCTAGTCGGCGCGCCTGCCTGTGGTGATGTTAT 200
M Q HY R TP VNTIGTULDU DUDU DEHV G S G L V GA P A C G D V M

GCGCCTTCAGATCAAGGTCGGGGACGATGGTAAGATTTCGGAAGCCAAGTTCAAGACATTTGGATGTGGCGCAGCTATCGCGTCTTCGAGCTACGCCACC 300
R L 0 I X V G DD G XK I S EAZIKT FI KTV FS GO CGA AATIA ASS S YA AT

TCTCTTCTCCAAGGCAAGAGTTTGGAAGAGGCCTCTCAGATCAAGAATACCGATATAAGTGATAAGCTCGGTCTCCCTCCTGTCAAGCTACACTGCAGCG 400
s L L Q G K S L EEAS QI KNTWDTISDIKILGTLU?P PV KTULHC S

TTCTGGCGGAGGACGCCATCAGACAAGCTATAGACGACTACAAGAGAAAGCGGGGAAGCAAGATATUAGS ARAGTOTTUT 483
v LAETDA ATILITZ RT G QA ATIDTDTYZXKT® RI KT RTGSKTIQV K S S
<
GiiscU Acc651

AnGiiscU
(144 AK; 15,4 kDa; pl = 6,6)

AnGiiscU Ndel

-

AGAACACCREGTTCAGACGAGGTTTATTCTGAGCTAGCCATGCAGCATTACCGCACGCCGGTTAACATAGGGACCCTTGATGACGATGACG 100

M L T K K T S S b E VY S ELAMG QUHYURT®PVNTIGTTULDDDD

AACATGTCGGCTCCGGTCTAGTCGGCGCGCCTGCCTGTGGTGATGTTATGCGCCTTCAGATCAAGGTCGGGGACGATGGTAAGATTTCGGAAGCCAAGTT 200
E HV G S GLV GAZPATCGTDUVMH® RTILOQTIIZKUVGDUDGZ KTISEATKF

OPPOVOPHHHOODHOHOOOOObOOHPHOOOOHOﬂﬂﬂmbmﬂﬂwﬂﬂﬂﬂyﬂﬁﬂnﬂﬁHHOHOOb>OOO$>O>OHHHOO>>O>OOOOHOHOPO>HO>>O>§H>OO 300
K T F GG CGAATIA AS S S YATSULUL QG K S LEEA ASOQTIKNT

GATATAAGTGATAAGCTCGGTCTCCCTCCTGTCAAGCTACACTGCAGCGTTCTGGCGGAGGACGCCATCAGACAAGCTATAGACGACTACAAGAGAAAGC 400
D I S D K L G L P PV K LHCS VL AEU DA ATIW RI QATIDTU DY KRK

GGGGAAGCAAGATAUALE
R G S K I Q V

<
«

CCAARCTUTICT 432
S K s S

GiiscU Acc651



Gifdx
(133 AK; 14,6 kDa; pl =9)

Gifdx Ndel

»
!
ATGTCTCTACTATCGTO

ATGTCTCTACTATCGTCARTAAGGCGCTTCATAACGTTCCGAGTGGTCCAACAGGGCGTGGAACACACAGTTTCAGGTGCTGTCGGCCAGAGCTTACTAG 100
M S L L S 8 I R R F I T F RV V Q Q GV EHT VS G AV G Q S L L

ATGCCATCAAGGCTGCGCATATCCCCATTCAGGACGCGTGCGAAGGACACCTTSGCTGTGGTACCTGCGGTGTTTATTTGGACAAAAAGACGTACAAGCG 200
D A I K A A H I P I Q DACESGHTULXT GCCGTT CSGV Y L DI KK T Y KR

TATTCCGCGAGCGACAAAGGAAGAAGCGGTTCTCCTAGATCAGGTACCCAACCCCAAGCCCACATCGCGGCTTTCGTGTGCAGTAAAACTCAGTAGCATG 300
I P R AT XK EEA AUV L L D QV PNUPIKUPTSRUL S CA AUV KTILS S M

CTGGAGGGAGCGACAGTACGCATACCCTCCTTTAACAAGAACGTCCTTAGCGAAAGTGACATTCTTGCAAGCGAAGAGAAGAAAA i = 399

L E G A TV R I P S F N KNV L S E S DI LA S EEKKIRUHGOQH

 Gifdx Bsp140 IIR

AnGifdx
(115 AK; 12,5 kDa; pl =8,2)

AnGifdx Ndel

—
»

ATGGTGGAACACATAGT CAGGTGCTGTCGGCCAGAGCTTACTAGATGCCATCAAGGCTGCGCATATCCCCATTCAGGACGCGTGCGAAGGACACCTTS 100
M V EH TV S GA V G Q S L L DATI KA AAUHTIU®PTIOQDA ATZCEGHL

GCTGTGGTACCTGCGGTGTTTATTTGGACAAAAAGACGTACAAGCGTATTCCGCGAGCGACAAAGGAAGAAGCGGTTCTCCTAGATCAGGTACCCAACCC 200
X ¢ 6 T CG V Y LD K K T Y KR I PRA AT EKEZEA AVLULDZOQV PNTP

CAAGCCCACATCGCGGCTTTCGTGTGCAGTAAAACTCAGTAGCATGCTGGAGGGAGCGACAGTACGCATACCCTCCTTTAACAAGAACGTCCTTAGCGAA 300
K P T SR L S CAV KL S SMULEGA ATUVRI P S F NI KNV L S E

AGTGACATTCTTGCAAGCGAAGAGAAGAAAAIVU ACICECALUAL 345

S DI L ASETET KT KT RHGQH
-~

Gifdx Bsp140 IIR



TviscS
(411 AK; 44.8 kDa; pl = 8,2)

TviscS Ndel

TTACTTCAAGGGCCATTACCTCGATACACAAGCTACAAGTGTCTTAGACCCAAGAGTTTTCGATACTATGATTCCTT
Yy F KX G H ¥ L D T Q A T s VvV L D P R V F D T M I P

S

ACGAAACATACGTTCACGGAAATGCACATTCCAAGCAACACGGCTTCGGCCAAGAGGCCATGGCAGCTGTTGAGAAGGCCAGAAAGTCCGTTGCAGATCT
Yy E T Y VvV H G N A H S K Q H G F G Q E A MAAV E KA AIRIK S V A D L

TATCAACGCAAAGCCAAACGAAATCATCTTTACATCCGGTGCTACAGAGTGTAATAACATTGCAATCAAAGGCGCCATGGGATATTTGAAGAACAGTGGC
I N A K PN E I I F T S G A T E CNNTI A I K G A M G Y L K N S G

AAGAAGCATGTCATTGTCTCATCTATTGAACATAAATGTGTCATTGAGTCAGCTCGCGCCCTCCAAAAGGAAGGATTTGAYGCAACTTTCCTCCAGGTTG
K K H Vv I v s s I E H K C VvV I E S A R AL Q K E G F X A T F L Q V

GCAAAGATGGCCGCGTAGATCCAAAGGAAGTCGCAAAGAACATCCGCCCAGATACAGGCCTCGTTTCTTGCATGCTTGTCAACAACGAAATTGGTTCCAT
G K DG R VD P K E VA KN IR®PDTGUL VS CMUL V NNE I G S I

CAACCCAGTTCAAGAAATTTCCAAGATCTGCAAGTCTAAGGGTGTCTGGTTCCACACAGATGCCGCCCAAGGCTTCGGCAAGATCCCAATCGATGTCAAG
N P V. Q E I 8 K I ¢C K S K G vV W F H T DA A Q G F G K I P I D V K

AAGATCGGAGCCAATTTCATGTCAATTTCCGGCCACAAGATCCATGGTCCAAAGGGCATTGGTGCCTTATATGTCTCCAGCCGCCCACGTTCACGTGTTG
K I G A NF M S I §$ GH K I HGUPKGTI GAULY VS S R P R S R V

AGCCAATCATCAACGGCGGTGGCCAGGAAAGAAACATCAGATCAGGCACACTTGCTGTTCCTCTTATTGTTGGCTTAGGCAAGGCAGCAGAGATTGCCAA
E P I I N G G G Q E R N I R S G T L AV P L I V G L G K AAE I A K

GCGTGAGATGAAGTACGATTCTCCATACATCGAATCCCTCGGCAAGCATTTGATCGAAGAAGTTACAAAGCGCATTCCATACGCAACAGTCAACGGTTCT
R EM K Y D S P Y I E S L G K HUL I E E V T XK R I P Y A T V N G S

CTTGAACACCGCTGGTTCGGATGCGTCAACATTTCATTCGAAGCAGTCGAAGGTGAGTCACTTATGGCCACAATTCCAAACTTCGGTGTTTCATCAGGTT
L E HR WV F G C VNI S F EAVEGESILMATTI PNV F G V S s G

CTGCTTGCACATCTGCTTCTCTCGAACCATCATATGTTCTCAAGGGCATCGGTGTCGGTGATGAACTCGCACATACTTCCCTTCGTATCGGTATCTCTAA
s A C T S A SUL E P S Y VL K G I GV GDETLA AHTSUL R I G I S K

GTTTACAACAAGAGAAGAAGTTGATCAGTTTGTTGAACTCCTTGAACACGCTGTCAAACACCTTCGTGACCTTTCTCCACTTTGGGAAATGAAGATGAGC
F T T R E E VvV D Q F VvV E L L E H A V K HUL R DL S P L W EMIK M S

GGAATTGATCTTTCTCAG I TCGAATGGATCCAS 1233

G I DL S8 Q V E W I Q
a

<«
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AnTviscS
(403 AK; 43,4 kDa; pl = 8)

AnTviscS Ndel

E—
ATGTACTTCAAGGGCCATTACCTCGATACACAAGCTACAAGTGTCTTAGACCCAAGAGTTTTCGATACTATGATTCCTTACGAAACATACGTTCACGGAA
M Y F K G H Y L DT QAT SV LDUZPU RV YV FTDTMTIU®PJYZE ETYV H G

ATGCACATTCCAAGCAACACGGCTTCGGCCAAGAGGCCATGGCAGCTGTTGAGAAGGCCAGAAAGTCCGTTGCAGATCTTATCAACGCAAAGCCAAACGA
N A HS K Q H G F G Q EAMAA AV EKAIRIK S VA DILTINAI K P N E

AATCATCTTTACATCCGGTGCTACAGAGTGTAATAACATTGCAATCAAAGGCGCCATGGGATATTTGAAGAACAGTGGCAAGAAGCATGTCATTGTCTCA
I I F T S G A TE CNNTIATI K G A MG Y L K N S G K K H V I V S

TCTATTGAACATAAATGTGTCATTGAGTCAGCTCGCGCCCTCCAAAAGGAAGGATTTGAYGCAACTTTCCTCCAGGTTGGCAAAGATGGCCGCGTAGATC
S I E H K ¢ Vv I E S A RA L Q K E G F X A T F L Q V G K D G R V D

CAAAGGAAGTCGCAAAGAACATCCGCCCAGATACAGGCCTCGTTTCTTGCATGCTTGTCAACAACGAAATTGGTTCCATCAACCCAGTTCAAGAAATTTC
P XK E V. A K N I R P DTGUL VsS CcC ML VNNE I G S I N P V Q E I S

CAAGATCTGCAAGTCTAAGGGTGTCTGGTTCCACACAGATGCCGCCCAAGGCTTCGGCAAGATCCCAATCGATGTCAAGAAGATCGGAGCCAATTTCATG
K I ¢ K §$ K G VvV W F H T D A A Q G F G K I P I DV K K I GA N F M

TCAATTTCCGGCCACAAGATCCATGGTCCAAAGGGCATTGGTGCCTTATATGTCTCCAGCCGCCCACGTTCACGTGTTGAGCCAATCATCAACGGCGGTG
s I s G H K I H G P K G I GAUL Y V S S R PR S RV E P I I N G G

GCCAGGAAAGAAACATCAGATCAGGCACACTTGCTGTTCCTCTTATTGTTGGCTTAGGCAAGGCAGCAGAGATTGCCAAGCGTGAGATGAAGTACGATTC
G Q ERNTI R S G T L AV P L I V GL G KA AUETIAI KU REMIE K Y D S

TCCATACATCGAATCCCTCGGCAAGCATTTGATCGAAGAAGTTACAAAGCGCATTCCATACGCAACAGTCAACGGTTCTCTTGAACACCGCTGGTTCGGA
pP Y I E S L G K HL I E E VT KURTIPYA ATV NG S L E HUR W F G

TGCGTCAACATTTCATTCGAAGCAGTCGAAGGTGAGTCACTTATGGCCACAATTCCAAACTTCGGTGTTTCATCAGGTTCTGCTTGCACATCTGCTTCTC
c v N I §$ F E AV E G E S L M ATI P NVF GV S S G S A C T s A S

TCGAACCATCATATGTTCTCAAGGGCATCGGTGTCGGTGATGAACTCGCACATACTTCCCTTCGTATCGGTATCTCTAAGTTTACAACAAGAGAAGAAGT
L E P S Y VL K G I GV GDEILAMHTS L R I G I S K F T TR E E V

TGATCAGTTTGTTGAACTCCTTGAACACGCTGTCAAACACCTTCGTGACCTTTCTCCACTTTGGGAAATGAAGATGAGCGGAATTGATCTTTCTCAGGTC
D Q F VvV EL L EHA AV KHULRIDILS PL W EMI KMMSG I DL s Q V
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Gia-tubulin (454 AK; 50,6 kDa; pl = 4,9)

Giatubulin Ndel

»

»
ATGCGTGAGTGCATCTCGGTCCACATCGGCCAGGCCGGAGTCCAGATCGGCAACGCCTGCTGGGAACTCTACTGCCTCGAGCACGGGATCCAGCACGACG
M R E ¢C I 8§ V H I G Q A G V Q I G N A CWEUL Y CULEHGTI Q H D

GCCAGATGCCGTCCGACAAGACGATCGGGGGCGGCGACGACGCGTTCAACACGTTCTTCTCGGAGACGGGCGCCGGCAAGCACGTCCCGCGCGCGGTCTT
G Qg Mm Pp S DK T I G G G DDA APFNTVFF S E TG AGKHV P R A V F

CGTTGACCTCGAGCCCACGGTCGTCGACGAGGTCCGCGCGGGCTCGTACCGCCAGCTCTACCACCCCGAGCAACTGATCTCCGGCAAGGAGGACGCCGCC
v b L E P T V V D E V R A G S Y R QL Y H?P E QL I S G K E D A A

AACAACTACGCCCGCGGGCACTACACGATCGGCAAGGAGATCGTCGACCTCGTCCTCGACCGCGTCCGCAAGCTCGCAGACAACTGCTCCGGGCTCCAGG
N N Y A R GH Y T I G K E I VvV DUL VL DRV RKILAUDNT CS G L Q

GCTTCCTGATCTTCCACTCCTTCGGAGGAGGCACGGGCGCCGGCTTCGGGTCCCTCTTCCTCGAGCGCCTGAGCGTCGACTACGGCCGCAAGTCCAAGCT
G F L I FH S F GG GG TGAGVF G SL F L ERL S VDY G R K S K L

CGAGTTCGTCGTCTACCCCTCGCCCCAGATCGCGACGGCCGTCGTCGAGCCGTACAACACGATCCTCGCCGCGCACTCGATGCTTGAGCACTCCGACTGC
E F V VY P S P Q I AT AV V E P YNTI L A AH S ML E H S D C

GCCTTCATGGTCGACAACGAGGCCATGTACGACATCTGCCGCCGCAACCTCGACATCGAGCGCCCGACATACACGAACCTCAACCGCCTGATTGCCCAGT
A F MV DN EAMYDTI CIRIRNULUDTIEIR?PTY TNIULNIRTIL I A Q

GCATCTCCTCGATCACAGCCTCGCTCCGCTTCGACGGCGCCCTCAACGTCGACCTGACGGAGTTCCAGACGAACCTCGTCCCGTACCCGCGCATCCACTT
¢c 1 s s 1 T A S L R F D GAUL NV DL TEF Q T NL V P Y P R I H F

CCCGCTCTGCTCGTACGCGCCCATCATCTCGTCCGAGAAGGCGTACCACGAGAAGCTCTCCGTCGCCGAGCTCACCAACTCCGTCTTCGAGCCGGCGAAC
p L C S Yy A P I I S s E K A Y H E K L S V A E L TN S V F E P A N

ATGATGGTCAAGTGCGACCCCCGCCACGGCAAGTACATGGCGTGCTGCATGATGTACCGCGGCGACGTCGTCCCGAAGGACGTCAACGCGGCCATCGCGG
M M V K ¢ bDPRHGIKYMACCMMYURGDV VP KDV N A A I A

TCATCAAGACGAAGCGCACGATCCAGTTCGTCGACTGGTGCCCGACAGGCTTCAAGGTCGGCATCAACTACCAGCCCCCGACCGTCATCCCCGGCGGCGA
v I XK T K R T I Q F VvV D W C P T G F K VvV G I N Y Q P P T V I P G G D

CCTTGCGAAGGTCCAGCGCTCCTGCCTCATGATCTCCAACACGACGGCCATCGCCGAGGTTTGGTCCCGCATGGACCACAAGTTCGACCTGATGTACGCC
L A KV QRS CL M I S NTTATIAZEV W S RMUDHI KV F DL MY A

AAGCGCGCCTTCGTGCACTGGTACGTCGGTGAGGGCATGGAGGAGGGCGAGTTTTCCGAGGCCCGCGAGGACCTCGCCGCCCTCGAGAAGGACTACGAGG
K R A F V H WY VvV G EGMEE G EF S EAREDTLAATLE K D Y E

AGATCGGCGCCGAGACCCTTGGCGACGGCGAGGGCGAGGACATGGAGGAGGACGACGCCTAC 1362
E I G A ETUL G D G E G E DME E D D A Y

<&
«
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5°-GiiscU. a-tubulin (474 AK; 52,8 kDa; pl = 5)

Giatubulin Ndel GiiscU. atubulin NcoIR GiiscU. atubulin NcolF

> < >
ATGACAAGCCTTCAGCTCTCTAGCACTTCCCTTTTGCAGTCTGTTGCACGCTTCCCATGGATGCGTGAGTGCATCTCGGTCCACATCGGCCAGGCCGGAG
M T S L 9 L S S T S L L Q S V A R F P WMTZ RTETCTI SV HTIGT QA AG

TCCAGATCGGCAACGCCTGCTGGGAACTCTACTGCCTCGAGCACGGGATCCAGCACGACGGCCAGATGCCGTCCGACAAGACGATCGGGGGCGGCGACGA
v Q I G N A CWEL Y CL EHGTI QHDGIOQMU®P S DI KTI G G G D D

CGCGTTCAACACGTTCTTCTCGGAGACGGGCGCCGGCAAGCACGTCCCGCGCGCGGTCTTCGTTGACCTCGAGCCCACGGTCGTCGACGAGGTCCGCGCG
A F N T F F s E T G A G K H V P R AV F V DL E P T V V D E V R A

GGCTCGTACCGCCAGCTCTACCACCCCGAGCAACTGATCTCCGGCAAGGAGGACGCCGCCAACAACTACGCCCGCGGGCACTACACGATCGGCAAGGAGA
G §$ Y R Q L Y H P E QL I 8 G K E D AW ANNY AR G H Y T I G K E

TCGTCGACCTCGTCCTCGACCGCGTCCGCAAGCTCGCAGACAACTGCTCCGGGCTCCAGGGCTTCCTGATCTTCCACTCCTTCGGAGGAGGCACGGGCGC
I vb L VL DR VRK L ADNTCCSGUL QG F L I FH S F G G G T G A

CGGCTTCGGGTCCCTCTTCCTCGAGCGCCTGAGCGTCGACTACGGCCGCAAGTCCAAGCTCGAGTTCGTCGTCTACCCCTCGCCCCAGATCGCGACGGCC
G F G s L F L ER L S VDY G R XK S KL E F V VY P S P Q I A T A

GTCGTCGAGCCGTACAACACGATCCTCGCCGCGCACTCGATGCTTGAGCACTCCGACTGCGCCTTCATGGTCGACAACGAGGCCATGTACGACATCTGCC
v v E P Y N T I L AA H S ML EHSDCAVFMVDNEA AMMYDI C

GCCGCAACCTCGACATCGAGCGCCCGACATACACGAACCTCAACCGCCTGATTGCCCAGTGCATCTCCTCGATCACAGCCTCGCTCCGCTTCGACGGCGC
R R N L DI E R P T Y TNLNIRL I A Q C I s s I T A S L R F D G A

CCTCAACGTCGACCTGACGGAGTTCCAGACGAACCTCGTCCCGTACCCGCGCATCCACTTCCCGCTCTGCTCGTACGCGCCCATCATCTCGTCCGAGAAG
L NV DL TEF Q T NLV P Y P R I HVF P L C S Y A P I I S S E K

GCGTACCACGAGAAGCTCTCCGTCGCCGAGCTCACCAACTCCGTCTTCGAGCCGGCGAACATGATGGTCAAGTGCGACCCCCGCCACGGCAAGTACATGG
A Y H E K L §$ vA EL TN SV F E P ANMMUV K CD P R HG K Y M

CGTGCTGCATGATGTACCGCGGCGACGTCGTCCCGAAGGACGTCAACGCGGCCATCGCGGTCATCAAGACGAAGCGCACGATCCAGTTCGTCGACTGGTG
A C C MM Y R G DV VP KDV NAATIA AUV I KT KU R T I Q F V D W C

CCCGACAGGCTTCAAGGTCGGCATCAACTACCAGCCCCCGACCGTCATCCCCGGCGGCGACCTTGCGAAGGTCCAGCGCTCCTGCCTCATGATCTCCAAC
P T G F K v 6 I N Y Q P P TV I P G G DL A KV Q R S C L M I S N

ACGACGGCCATCGCCGAGGTTTGGTCCCGCATGGACCACAAGTTCGACCTGATGTACGCCAAGCGCGCCTTCGTGCACTGGTACGTCGGTGAGGGCATGG
T T A I A E V W S R M DH K F DL M Y A KR A F V HW Y V G E G M

AGGAGGGCGAGTTTTCCGAGGCCCGCGAGGACCTCGCCGCCCTCGAGAAGGACTACGAGGAGATCGGCGCCGAGACCCTTGGCGACGGCGAGGGCGAGGA
E E G E F S EA R E DL A AL E K DY E E I G A E TL G D G E G E D

CATGGAGGAGGATGACGCCTAC 1425

M E E b p a v Giatubulin Acc65I
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GiiscS
(433 AK; 47,7 kDa; pl = 6,4)

GiiscS Ndel

>
ATGATTTACCTGSACAACCAGGCCACTACGGCTATCGACCCCCGCGTGTTAGCTAAGATGGTCCCGTACATGACCACAAACTTTGCTAATGTTCACTCTA 100
zH<hozo>aa>HUmm<r>xz<w<zae2m>z<mm

CGCACCGTCTGGGGCGCTCTCTCCGAAAGGTTGTTGAGAAGGCCAGGGAGCAGGTTGCCGGGGCGATAGGTGCCGCGCCCGGGGAGATCATATTCACTAG 200
T H R L G R $ L R K V vV E K A R E Q V A G A I G A A P G E I I F T S

CGGTGCAACAGAGTCTAATAATATTGCGCTCAAGGGGGTTTGTCACTTCTACGGTGATGACAAGCCGCATCTAGCAATTTCCCGGATCGAGCACAAGTGT 300
G A T E S NN I AL K GV CHVF Y G DD K P HL A I S R I E H K C

GTCCTTGAGTCCGCGCGGAAGCTGGAGTCAGAGGGATTTAAGCTTCACTGGATAGATGTAGACGACGAGGGACTTGTCAAGTTGGACCAGCTCCAGGACC 400
v L E S A R KL E S E G F KL HW I D VDD EGUL V KL D QL Q D

N-IS
TCCTGAAGACCTACTACGACCCCGAGGAGGAGGAGTCGAAGGTGGCCATTGTGAGCATCATGGCTGCGAACAATGAGATTGGGACCATCCAGGATTTGGG 500
L L K T Yy Yy b P E EEE S K VATI VS I MAANNUETIGTTI QDL G

GGCCATTGGTAAGGTCTGCGAGCAATACGAGACGCTGTTTCACACCGATGCAGCGCAGGCCCTCGGCAAGATACCTCTGGATGTGGTCAGAGACAAGATT 600
A I G K Vv ¢C E Q Yy ETUL F HTUDA AA AU QA AULG K I P L DV V R D K I

GATCTGATGAGTCTCTCGGGGCACAAGATTTATGGGCCCAAAGGCGTGGGTGCCTTGTACATAAAGAGAACCGATGAAAAGAGAGTCCACCTGGACCCCG 700
p LM s L s GH K I Y G P K GV GAUL Y I K R TDE KR V H L D P

TGTTCAGCGGGGGCGGCCAAGAAGGTGGGATCCGTAGCGGAACTCTCCCAGTTTTCCTGGTGGTTGGTATGGGTGAGGCGGCAGAGCTTGCACAGAAGGA 800
v F s G G G Q E GG G IR S G TUL PV F L VV GMGEA A AUETL A Q K E

GATGAAGAAGGACGCCCTCCACTACAAGAGCCTCTTTGAGATTGCCAGGGAGAAGCTGCTCTCCCTTCCTTCTGTGAGGCTTAATGGGCCGTTTCCAGAG 900
M K K DAL H Y K S L F EIAIREIZ KIULULS L P SV RUL NG P F P _E
C-Is
GACGCGATTCTAGCAGACAAGACAAAAGGCGCTCAAAAGTCTCAGAAGAAGGAGCCCTTCAGTAAGAAGCGCATTCTTAACAACATGAACATCAGCTTTT 1000
D A I L A D K T K G A Q K 8 Q K K E P F S K K R I LNNMNI S F

TCGGGGTAGAAGGGGAGTCTCTGATGCTTGGATTGGATGATGCCATTTGCATGTCCAGCGGAAGCGCCTGCACGTCTCAGTCCCTCGAGCCCAGCCATGT 1100
F G V. E GG E s L ML GL DODATI CMS S G S A CT S Q s L E P S H V

TCTGTTTGCGCTAGGGCTGGACCCAGAGTTTGCTCATACGGCTGTGCGACTGGGGACATCACGATTTACTACGGAGGCAGAGTTCCGCCGGGCATGCGAT 1200
L F AL GL D P EFAHTA AV RLGT SR F T TEAEF R R A C D

CTCATAGCGAAGMRGGTCGCCCATCTCAGGGATCTTTCGCCTCTCTGGGAGATGACTCAGAAGGGGATCGATACAAAGAGCATAGAGTGGAAGCATGAT 1299
L I A K X V A H L R DUL S P L WEWMT QK G I D TXK S I E W K H D

&
«

GiiscS Acc651



AgiiscS
(401 AK; 44 kDa; pl = 6,7)

GiiscS Ndel

»
»
ACCTGGACAACCAGGCCACTACGGCTATCGACCCCCGCGTGTTAGCTAAGATGGTCCCGTACATGACCACAAACTTTGCTAATGTTCACTCTA 100
Yy L. b N Q A T T A I D P R V L A KMV P Y M TTNF A N V H S
CGCACCGTCTGGGGCGCTCTCTCCGAAAGGTTGTTGAGAAGGCCAGGGAGCAGGTTGCCGGGGCGATAGGTGCCGCGCCCGGGGAGATCATATTCACTAG 200
T H R L G R S L R K V V E K AR EQ V A G A I G A AP G E I I F T S

CGGTGCAACAGAGTCTAATAATATTGCGCTCAAGGGGGTTTGTCACTTCTACGGTGATGACAAGCCGCATCTAGCAATTTCCCGGATCGAGCACAAGTGT 300
G A T E S NN I A L K GV CHVF Y G DD K P HULATI S R I E H K C

oanoqaowoannoooooo»»mnaomvoHo»o»ooo»aae»»mnqaowoaoo»e»o»aoewo>00>oo>moo>oaeoaoyboeeoo»novooaomwoownn»oo

VL ESAURTKTULTETSTETGT FI KTLUHTWTIODUVDUDTETGTLTV VE KTLTUDTGQTL Q D
GiiscS F1 o

TCCTGAAGTCSAAGITY T3a50ATCATGGCTGCGAACAATGAGATTGGGACCATCCAGGATTTGGGGGCCATTGGTAAGGTCTGCGAGCAATA 500

¢& L K S KV A I VS IMARANNETIGTTIGOQDTLGA ATIGT KTUVCE QY
GiiscS R1
CGAGACGCTGTTTCACACCGATGCAGCGCAGGCCCTCGGCAAGATACCTCTGGATGTGGTCAGAGACAAGATTGATCTGATGAGTCTCTCGGGGCACAAG 600
E T L F HTDA AW AG QA ATULG XK I P L DV V RDTZ KTITDTLMSTIL S G H K

ATTTATGGGCCCAAAGGCGTGGGTGCCTTGTACATAAAGAGAACCGATGAAAAGAGAGTCCACCTGGACCCCGTGTTCAGCGGGGGCGGCCAAGAAGGTG 700
I Yy G p K GV GA L Y I KR TDEI KRV HULDUP V F S G G G Q E G

GGATCCGTAGCGGAACTCTCCCAGTTTTCCTGGTGGTTGGTATGGGTGAGGCGGCAGAGCTTGCACAGAAGGAGATGAAGAAGGACGCCCTCCACTACAA 800
G I R s G T L P V F L VV GM G EAAUETLAQ K EMI K K DA AL H Y K

GiiscS F2 =
GAGCCTCTTTGAGATTGCCAGGGAGAAGCTGCTCTCCCTTCCTTCTGTGAGGCTTAATGGGCCGTTTCCAARG G ATT "TTAn nn '~ T SAACATCAGC 900
s L F E I A R E K L L S L P S V R L G P F P KR I L N NMTN I S
GiiscS R2

TTTTTCGGGGTAGAAGGGGAGTCTCTGATGCTTGGATTGGATGATGCCATTTGCATGTCCAGCGGAAGCGCCTGCACGTCTCAGTCCCTCGAGCCCAGCC 1000
F F G V E G E sS$S L ML GL DDA ATICMSS G S ACT S Q S L E P S

ATGTTCTGTTTGCGCTAGGGCTGGACCCAGAGTTTGCTCATACGGCTGTGCGACTGGGGACATCACGATTTACTACGGAGGCAGAGTTCCGCCGGGCATG 1100
H VL F A L G L D P E F A HTAV RL G TS RF T TEAE F R R A C

CGATCTCATAGCGAAGMRGGTCGCCCATCTCAGGGATCTTTCGCCTCTCTGGGAGATGACTCAGAAGGGGATCGATACAAAGAGCATAGAGTSGAASCAT 1200
D L I A K X vV A H L R DL S P L W EMT QK G I DT K S I E W K H
«—
531203
PV S R

GiisceS Ace651



ANGiiscS

(424 AK; 46,5 kDa; pl = 7)

GiiscS Ndel

>
ATGATTTACCTGGACAACCAGGCCACTACGGCTATCGACCCCCGCGTGTTAGCTAAGATGGTCCCGTACATGACCACAAACTTTGCTAATGTTCACTCTA 100
M I vy L b N Q A T TATI DUPUR VL A KMV P YMTTNF A N V H S

CGCACCGTCTGGGGCGCTCTCTCCGAAAGGTTGTTGAGAAGGCCAGGGAGCAGGTTGCCGGGGCGATAGGTGCCGCGCCCGGGGAGATCATATTCACTAG 200
T H R L GR S L R KV V EJ KA AIREIQVAGATI GAAUZPGE I I F T S

CGGTGCAACAGAGTCTAATAATATTGCGCTCAAGGGGGTTTGTCACTTCTACGGTGATGACAAGCCGCATCTAGCAATTTCCCGGATCGAGCACAAGTGT 300
G A T E S NN I A L K G V C H F Y G DD XK P HUL A I S R I E H K C

GTCCTTGAGTCCGCGCGGAAGCTGGAGTCAGAGGGATTTAAGCTTCACTGGATAGATGTAGACGACGAGGGACTTGTCAAGTTGGACCAGCTC "\ ¢ . 400
v L E S A R K L E S E G F K L H W I DV DD E G L V K L D L D
Q _o

GiiscS F1 V
o TCGAAGGTGG I CATTST5AGLATCATGGCTGCGAACAATGAGAT TGGGACCATCCAGGAT TTGGGGGCCATTGGTAAGGTCTGCGAGCAATA 500

.r;ﬁ‘ximxz\»H,\mszbzzmHoeHoora>H0x<nmo<

GiiscS R1
CGAGACGCTGTTTCACACCGATGCAGCGCAGGCCCTCGGCAAGATACCTCTGGATGTGGTCAGAGACAAGATTGATCTGATGAGTCTCTCGGGGCACAAG 600
E T L F HT DA AA AU QA ATLTGT K I P LDV VRDTZEKTIDTLMS STL S G H K

ATTTATGGGCCCAAAGGCGTGGGTGCCTTGTACATAAAGAGAACCGATGAAAAGAGAGTCCACCTGGACCCCGTGTTCAGCGGGGGCGGCCAAGAAGGTG 700
I Y G P K GV GA L Y I K R T DE KR V HULDUPV F S G G G Q E G

GGATCCGTAGCGGAACTCTCCCAGTTTTCCTGGTGGTTGGTATGGGTGAGGCGGCAGAGCTTGCACAGAAGGAGATGAAGAAGGACGCCCTCCACTACAA 800
G I R $S G T L PV FL VV GMGEA A AUETLMAJ QI KEMI KK DA AULH Y K
C-Is
GAGCCTCTTTGAGATTGCCAGGGAGAAGCTGCTCTCCCTTCCTTCTGTGAGGCTTAATGGGCCGTTTCCAGAGGACGCGATTCTAGCAGACAAGACAAAR 900
S L F E I A R E K L L §$ L P S$ V R L NG P F P E D A I L A D K T K

GGCGCTCAAAAGTCTCAGAAGAAGGAGCCCTTCAGTAAGAAGCGCATTCTTAACAACATGAACATCAGCTTTTTCGGGGTAGAAGGGGAGTCTCTGATGC 1000
G A Q K & Q K K E P F & K XK R I L NN MN I S F F GV E G E S L M

~ = S

TTGGATTGGATGATGCCATTTGCATGTCCAGCGGAAGCGCCTGCACGTCTCAGTCCCTCGAGCCCAGCCATGTTCTGTTTGCGCTAGGGCTGGACCCAGA 1100
L G L bDDAICMSSGSACTSQSLE P S HV L F AL GTUL D P E

GTTTGCTCATACGGCTGTGCGACTGGGGACATCACGATTTACTACGGAGGCAGAGTTCCGCCGGGCATGCGATCTCATAGCGAAGMRGGTCGCCCATCTC 1200
F A HTAUVURULGTSURF TTEW AZEVFIRIRA ATCUDTLTIAIZKIX V A H L

AGGGATCTTTCGCCTCTCTGGGAGATGACTCAGAAGGGGATCGATACAAAGAGCATAGAGTSSAAGCATSAL 1272
mUhmthmZHONOHDHWmHm KmU

GiiscS Acce651



ANGiiscS 2

(193 AK; 21,2 kDa; pl = 6,2)

GiiscS Ndel

>
ATGATTTACCTGGACAACCAGGCCACTACGGCTATCGACCCCCGCGTGTTAGCTAAGATGGTCCCGTACATGACCACAAACTTTGCTAATGTTCACTCTA 100
M I ¥ L D NQATTAIDUP RV L A KMV P Y MTTNF A N V H S

CGCACCGTCTGGGGCGCTCTCTCCGAAAGGTTGTTGAGAAGGCCAGGGAGCAGGTTGCCGGGGCGATAGGTGCCGCGCCCGGGGAGATCATATTCACTAG 200
T H R L G R S L R K V V E KA AUREQVAGATI G A AU®PGE I I F T S

CGGTGCAACAGAGTCTAATAATATTGCGCTCAAGGGGGTTTGTCACTTCTACGGTGATGACAAGCCGCATCTAGCAATTTCCCGGATCGAGCACAAGTGT 300
G A T E S NN I AL K G V CH F Y G DD K P HULATI S R I E H K C

GTCCTTGAGTCCGCGCGGAAGCTGGAGTCAGAGGGATTTAAGCTTCACTGGATAGATGTAGACGACGAGGGACTTGTCAAGTTGGACCAGCTCCAGGACT 400
v L E S AR KL E S E G F KL HW I DV DDEGUL V K L D Q L Q D

.. +—
GiiscS F1 _
TCCTGAAGTCGAAGSTGGC UAT TS TGAGCATCATGGCTGCGAACAATGAGATTGGGACCATCCAGGATTTGGGGGCCATTGGTAAGGTCTGCGAGCAATA 500
L L K S KV A I VSsSIMAANNSNETIGTTIUGQDTULGA ATIGTE KTV VCEZQY

GiiscS R1
CGAGACGCTGTTTCACACCGATGCAGCGCAGGCCCTCGGCAAGATACCTCTGGATGTGGTCAGAGACALGATTSATITS 579
E T L F H T D A A Q A L G K I P L DV V R D K I D L
—

ANGiiscS Y2 Acc651



ACGiiscS

(410 AK; 45,2 kDa; pl = 6,2)

GiiscS Ndel

»
»

ATGATTTACCTGGACAACCAGGCCACTACGGCTATCGACCCCCGCGTGTTAGCTAAGATGGTCCCGTACATGACCACAAACTTTGCTAATGTTCACTCTA 100

M I vy L. D N Q A T TA I D PR VL A KMV P Y M T TN F A N V H S

CGCACCGTCTGGGGCGCTCTCTCCGAAAGGTTGTTGAGAAGGCCAGGGAGCAGGTTGCCGGGGCGATAGGTGCCGCGCCCGGGGAGATCATATTCACTAG 200
T H R L G R S L R K V V E KA AUREQ V A GA I GA AP G E I I F T S

CGGTGCAACAGAGTCTAATAATATTGCGCTCAAGGGGGTTTGTCACTTCTACGGTGATGACAAGCCGCATCTAGCAATTTCCCGGATCGAGCACAAGTGT 300
G A T E S NN I AL K GV CHVF Y G DD K P HULATI S R I E H K C

GTCCTTGAGTCCGCGCGGAAGCTGGAGTCAGAGGGATTTAAGCTTCACTGGATAGATGTAGACGACGAGGGACTTGTCAAGTTGGACCAGCTCCAGGACC 400
v L E S A R K L E S E G F KL HW I D V DDE G L V KL D Q L Q D

N-IS
TCCTGAAGACCTACTACGACCCCGAGGAGGAGGAGTCGAAGGTGGCCATTGTGAGCATCATGGCTGCGAACAATGAGATTGGGACCATCCAGGATTTGGG 500
L L K T Y Yy D P E E E E S K v A I VS I MAANNEI G T I Q D L G

GGCCATTGGTAAGGTCTGCGAGCAATACGAGACGCTGTTTCACACCGATGCAGCGCAGGCCCTCGGCAAGATACCTCTGGATGTGGTCAGAGACAAGATT 600
A I G K v C E Q Y ETUL F HTD AW AIOQA AL G K I P L D V V R D K I

GATCTGATGAGTCTCTCGGGGCACAAGATTTATGGGCCCAAAGGCGTGGGTGCCTTGTACATAAAGAGAACCGATGAAAAGAGAGTCCACCTGGACCCCG 700
D L M s L 8 GH K I Y G P K GV GAUL Y I K R TDE KR V HUL D P

TGTTCAGCGGGGGCGGCCAAGAAGGTGGGATCCGTAGCGGAACTCTCCCAGTTTTCCTGGTGGTTGGTATGGGTGAGGCGGCAGAGCTTGCACAGAAGGA 800
v F s G GG Q E GGG IR S G T UL PV F L VV GMGEAA AUETL A Q K E

GiiscS mw-

900

GATGAAGAAGGACGCCCTCCACTACAAGAGCCTCTTTGAGATTGCCAGGGAGAAGCTGCTCTCCCTTCCTTCTGTGAGGCTTAATSSGCCGTTTLCA
M K K DAL HY K S L F E I ARE KL L S L P S V R L G P F P K

> GiiscS R2
S3CATTOTTAACAACATSAARCATCAGCTTTTTCGGGGTAGAAGGGGAGT CTCTGATGCTTGGATTGGATGATGCCATTTGCATGTCCAGCGGAAGCGCCT 1000
R I L N NMNTI S FF GV EGTETSTILMLTGTLTUDU DA ATITGCMS S G S A

GCACGTCTCAGTCCCTCGAGCCCAGCCATGTTCTGTTTGCGCTAGGGCTGGACCCAGAGTTTGCTCATACGGCTGTGCGACTGGGGACATCACGATTTAC 1100
c T s Q s L E P S H VL F AL G L D P EF A HTOAV R L G T S R F T

TACGGAGGCAGAGTTCCGCCGGGCATGCGATCTCATAGCGAAGMRGGTCGCCCATCTCAGGGATCTTTCGCCTCTCTGGGAGATGACTCAGAAGGGGATC 1200
T E A E F R R A CD VL I A K X V A HL RDUL S P L W EMT Q K G I

GATACAAAGAGCATAGAGTGGAAGCATGAC 1230
D T K S I E W K H D

<&
«
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ACGiiscS 12

(208 AK; 22,9 kDa; pl = 7,4)

ACGiiscS V2

»
>

ATSASTCTCTOGGGGCACAAGATTTATGGGCCCAAAGGCGTGGGTGCCTTGTACATAAAGAGAACCGATGAAAAGAGAGTCCACCTGGACCCCGTGTTCA 100

M s L 8 GH K I ¥ G P K GV G AL Y I K R TDEZ KR V HL D P V F

GCGGGGGCGGCCAAGAAGGTGGGATCCGTAGCGGAACTCTCCCAGTTTTCCTGGTGGTTGGTATGGGTGAGGCGGCAGAGCTTGCACAGAAGGAGATGAA 200
s G G G Q E G G I R S G TUL PV F L V V G MG EA AW AETLA AIOQIZ K E M K

GiiscS F2

IS T2y,
GAAGGACGCCCTCCACTACAAGAGCCTCTTTGAGATTGCCAGGGAGAAGCTGCTCTCCCTTCCTTCTGTGAGGCTTAATCGCCGTT T I AR T 5CATT 1300
K DALHYIKSTLTFTETIA ARTETIKTLTULSTIL®PS VR ILNGUPF P KR I

<«

GiiscS R2
‘ 575 TSAACATCAGCTTTTTCGGGGTAGAAGGGGAGT CTCTGATGCTTGGAT TGGATGATGCCATTTGCATGTCCAGCGGAAGCGCCTGCACGT 400
N NMN I S F F GV EGTESTILMMTLTGTLUDTUD ATIT CMMS S G S A C T

CTCAGTCCCTCGAGCCCAGCCATGTTCTGTTTGCGCTAGGGCTGGACCCAGAGTTTGCTCATACGGCTGTGCGACTGGGGACATCACGATTTACTACGGA 500
s Q s L E P S H VL F AL G L D P EF A HT AUV R L G T S R F T T E

GGCAGAGTTCCGCCGGGCATGCGATCTCATAGCGAAGMRGGTCGCCCATCTCAGGGATCTTTCGCCTCTCTGGGAGATGACTCAGAAGGGGATCGATACA 600
A E F R R A CDUL I A K X VA HULRDIU LS P L W EWMTQ K G I DT

ARGAGCATAGAGTSGARMGCATSAC 624
memsxmo

<&
<«

GiiscS Acc65



Pfistupové kody k jednotlivym proteinim.

Tv |PFO 1 AAAB85494 Tv | Hmp31 AF216971

Tv |PFO 2 AAAB85494 Nf | Jable¢ny enzym AAC49572

Tv | B-sukcinyl-Coa syntetaza Q03184 Nf | B-sukcinyl-Coa syntetaza X84222

Tv | a- sukcinyl-Coa syntetaza 1 | P53399 Pl | Ferredoxin P34806

Tv | a- sukcinyl-Coa syntetaza 2 | P53400 Gi | Hsp70 BAB69031

Tv | a- sukcinyl-Coa syntetaza 3 | P53401 Gi | Glutaredoxin g;‘%%ﬁzae GiardiaDB
Tv | Adenylat kinaza P49983 Gi | Ferredoxin AAL95709

Tv | Jableény enzym A AAAQ92714 Gi |IscU AAM14634

Tv | Jable¢ny enzym B AAAQ2715 Gi |IscS AAK39427

Tv | Jablegny enzym C AAA92716 Gi |lscA Databaze GiardiaD8
Tv | Jableény enzym D AAA92717 Gi | B-MPP EAA39560

Tv | Hsp60 Q95058 Gi |IscS AF311744

Tv | Ferredoxin 2 P21149 Cp | Hsp70 AY235430

Tv | Ferredoxin 1 AY466518 Cp | IscS AY029212

Tv | IscS-2 AF321006 Cp | IscU AY078500

v |IscU Dolabaze MoK Cp | Ferredoxin AY113180

Tv | NuoE ggﬁ%éze TIGR Eh | Hsp60 AAC38819

Tv | NuoF g:ézt;aze TIGR

Vysvétlivky: Tv, Trichomonas vaginalis; Nf, Nyctotherus frontalis; Pl, Psalterinomonas lanterna; Gi, Giardia intestinalis; Cp,
Cryptosporidium parvum; Eh, Entamoeba histolytica.
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Mitochondria are archetypal organelles of endosymbiotic origin in
eukaryotic cells. Some unicellular eukaryotes (protists) were con-
sidered to be primarily amitochondrial organisms that diverged
from the eukaryotic lineage before the acquisition of the premi-
tochondrial endosymbiont, but their amitochondrial status was
recently challenged by the discovery of mitochondria-like double
membrane-bound organelles called mitosomes. Here, we report
that proteins targeted into mitosomes of Giardia intestinalis have
targeting signals necessary and sufficient to be recognized by the
mitosomal protein import machinery. Expression of these mitoso-
mal proteins in Trichomonas vaginalis results in targeting to hy-
drogenosomes, a hydrogen-producing form of mitochondria. We
identify, in Giardia and Trichomonas, proteins related to the
component of the translocase in the inner membrane from mito-
chondria and the processing peptidase. A shared mode of protein
targeting supports the hypothesis that mitosomes, hydrogeno-
somes, and mitochondria represent different forms of the same
fundamental organelle having evolved under distinct selection
pressures.

biogenesis | FeS cluster assembly | Pam18 | matrix-located processing
peptidase | ferredoxin

M itosomes are double-membrane bound organclles found in
some unicellular cukaryotes, including Entamoeba histo-
tica (1, 2) and microsporidians such as Trachipleistophora
hominis (3). The name “mitosome” (synonym: crypton) was
proposed to indicate that the organelles are highly reduced
(cryptic) mitochondria (1). More recently, mitosomes were
identified in the human intestinal parasite Giardia intestinalis (4),
which has often been considered to be among the carliest
branching eukaryotes (5, 6). The apparent lack of mitochondria
in Giardia had led to the hypothesis that Giardia separated from
other eukaryotes before the acquisition of mitochondria (7). The
presence of mitosomes in Giardia provides evidence that even if
Giardia really is an carly branching eukaryote, it nevertheless
split from other eukaryotes after the mitochondrial endosym-
biosis event (4). This view is further supported by identification
of several gencs of putative mitochondrial origin on the Giardia
genome (8, 9).

A key piece of cvidence for identifying the mitosomes in
Giardia was the discovery that they contain components of the
protein machinery responsible for iron sulfur cluster assembly
(10). Cysteine desulfurase (IscS) and a scaffold protein (IscU)
carry out the crucial steps in biosynthesis of Fe-S centers. In
eukaryotes, this process takes place exclusively in double mem-
brane-bound organclles including mitochondria (11), hydro-
genosomes (12), and chloroplasts (13). Phylogenctic analyses
placed the Giardia IscS (GiiscS) within the mitochondrion/
hydrogenosome clade (10, 14). In addition, GiiscS and Giardia
scaffold protein (GiiscU) colocalized inside vesicles surrounded
by a double membrane and high-speed cellular fractions of
Giardia catalyzed reconstitution of FeS clusters in an apoprotein
lacking FeS moieties (4). Based on these data, it has been
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proposed that the GiiscS- and GiiscU-containing vesicles are
highly reduced mitochondrial homologues or mitosomes.

The presence of a common type of FeS assembly machinery
in Giardia mitosomes, trichomonad hydrogenosomes, and mito-
chondria argues for a common evolutionary history of these
organelles (4); however, it does not refute contentions that these
organelles each arose independently from related species of
bacterial endosymbionts (15). One problem is the absence of
knowledge concerning the biogenesis of the mitosomes, the
evidence that provided strong arguments for a common progen-
itor of hydrogenosomes and mitochondria (16, 17). Proteins
targeted into the mitochondria are synthesized in cytosol with an
N-terminal extension for protein targeting; however, many have
internal targeting signals. Both sorts of targeting information are
recognized by the outer (TOM) and inner (TIM) membrane
translocases (18, 19). The mitochondrial matrix proteins are
further translocated through the TIM23 complex, with energy
supplied by a PAM complex. The PAM complex includes an
integral membrane protein with a J domain referred to either as
Pam18 (20) or Tim14 (21). After translocation, N-terminal
presequences are then cleaved by a matrix-located processing
peptidase (MPP) (22). Proteins targeted to hydrogenosomes
have N-terminal extensions that carry targeting information
(23). Interestingly, initial work on the proteins assembling Fe-S
centers in Giardia showed that two mitosomal proteins, GiiscU
(4) and [2Fe2S] ferredoxin (24), have also predicted N-terminal
extensions, whereas such an extension was absent in GiiscS (4).

To provide insight into the biogenesis of Giardia mitosomes,
we investigated and compared targeting of GiiscS, GiiscU, and
[2Fe2S] ferredoxin to Giardia mitosomes and to hydrogeno-
somes in Trichomonas vaginalis. We show that mitosomes and
hydrogenosomes share a common mode of protein targeting
that, like protein import into mitochondria, can make use of
N-terminal or internal targeting signals. Initial sequence analysis
and cell localization studies suggests that Giardia and Trichomo-
nas have protein import machinery that shares common com-
ponents with the protein import machinery of mitochondria and
mitochondria-like processing peptidases.

Materials and Methods

Cell Cultivation. G. intestinalis strain WB (American Type Culture
Collection) was grown in TYI-S-33 medium supplemented with
antibiotics (25). T. vaginalis strain T1 (kindly provided by P. J.
Johnson, University of California, Los Angeles) was maintained
in TYM medium (26). Saccharomyces cerevisiae strain YPH499
was grown in a rich medium as described in ref. 12.

This paper was submitted directly (Track Il) to the PNAS office.

Abbreviations: GiiscS, Giardia cysteine desulfurase; GiiscU, Giardia scaffold protein; MPP,
matrix-located processing peptidase.
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Selectable Transformation of G. intestinalis and T. vaginalis. The
plasmid pPONDRA-HA was constructed by modifying pR AN-
neoGDHluc (27). The luc gene was replaced with the HA tag
cassette from TagVag vector (28), and the 5" UTR of GDH was
modified for further cloning. The giiscu, gifdx, Agiiscu, Agifdx,
and gix -tub genes were amplified by PCR from genomic DNA
and introduced into plasmids for transformation as described
in ref. 27. All primers uscd in this study arc described in
supporting information, which is published as supporting
information on the PNAS web site. For T. vaginalis transfor-
mation, Giardia genes were subcloned into the plasmid
TagVag (28). Cells were transformed and selected as described
in ref. 12. Iterative BLAST scarches were used to identify the
Pam18 orthologous sequences from G. intestinalis (protein
accession no. EAA37663) and T. vaginalis (orf 95394.m00357)
(29). BLAST searches of GIARDIADB for members of the M16
protease family revealed GiBMPP (EA A39560). The rvpam18,
gipam18, and tvBmpp genes were amplified, cloned, and ex-
pressed in Giardia and Trichomonas as above.

Immunofluorescent Microscopy. Mitosomal proteins were stained
in fixed G. intestinalis and T. vaginalis cells with mouse a-HA
mAb (12). In double-labeling cxperiments, G. intestinalis clathrin
heavy chain, disulfide isomerase, and GiiscU were detected with
rabbit polyclonal Abs (A. Hehl, University of Ziirich, Ziirich; ref.
4). Hydrogenosomal malic enzyme was detected by rabbit poly-
conal Ab (30). Details are given in supporting information.

Preparation of Subcellular Fractions. Giardia subcellular fractions
were obtained by differential and sucrose gradient centrifuga-
tion of the cell homogenate as detailed in supporting informa-
tion. Percoll-purified hydrogenosomes and cytosol of 7. vaginalis
were prepared as described in ref. 12. Mitochondria were
isolated from the S. cerevisiae strain YPH499 as described in ref.
31. To remove proteins not imported into the organelles, hy-
drogenosomes were incubated 60 min with 200 pg/ml trypsin in
ST buffer (250 mM sucrose /0.5 mM KC1/10 mM Tris-HCI, pH
12) at 37°C and washed twice with 5 mg/ml soybean trypsin
inhibitor in ST buffer.

Mitosome-rich fractions were processed for electron micros-
copy with a modified method of Tokuyasu (32). Ultrathin frozen
sections were labeled with mouse «-HA mAb and 10 nm
gold-labeled goat a-mouse Ab and observed in a Jeol 1010
electron microscope, as detailed in supporting information.

Protein Processing Assay. GiiscU and AGiiscU were cloned into
pSP64T (Promega). The constructs were incubated with TNT
Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega)
according to the manufacturer’s protocol. Synthesized proteins
were precipitated by 60% ammonium sulfate (wt/vol in water),
and the resulting precipitate dissolved in buffer (20 mM Tris/1
mM KCI/10 mM MgCl>/0.5% Triton). Organelles (100 ug of
protein) were mixed with 33S-labeled protein in the same buffer.
Mitochondrial and hydrogenosomal samples were incubated for
various times at 30°C and 37°C, and samples were analyzed by
SDS/PAGE and autoradiography.

GiiscU Expression and Determination of Processing Site. GiiscU was
expressed in E. coli by using pQE30 vector (Qiagen) and was
affinity purified under native conditions (Qiagen). Protein
(=150 ng) was incubated for 60 min in 10 mM Hepes (pH
15)/0.1 mM MnCl,/0.5 mM DTT with 4 ug of recombinant rat
MPP (kindly provided by J. Adamec, Academy of Sciences,
Prague, Czech Republic) (33). The reaction was inhibited by
addition of 10 mM EDTA, and samples were separated on
SDS/PAGE gels, blotted to poly(vinylidene difluoride) mem-
brane and stained with Coomassie brilliant blue. Selected pro-

Dolezal et al.

1
GiiscU MTSLQLSSTSLLOSVARFLTKKTSSDEVYS

TviscU MLAAVSRSSALNMMKPLGIM
GiiscS MIYLDNQATTAI
TviscS2 MLGSVS%E}KGHYLDTQATSV
Gifdx MSLLSSIRRFITFI}\}VQQGVBHTVSGA
Tvfidx MLSQCSPLBFlGSVTVTKGGAKK

Fig. 1. N-terminal regions of Giardia and Trichomonas IscU, IscS, and [2Fe-2S]
ferredoxins. mitorror (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) predicted target-
ing sequences are highlighted in bold. psorT 1 (http://psort.nibb.ac.jp) cleav-
age sites (arrows) are shown, and arginines (at position —2 relative to the
cleavage site) highlighted by asterisks. N-terminal amino acid sequences
determined in GiiscU, retrieved from Giardia, or processed in vitro by recom-
binant rat MPP are underlined.

tein bands were subjected to N-terminal protein sequencing by
Edman degradation.

The HA-tagged GiiscU was immunoprecipitated from G. in-
testinalis transformants by using proteinA Sepharose (Sigma),
coupled with a-HA mAb adopting the method from ref. 34.
Details are given in supporting information.

Results
Targeting of GiiscU, GiiscS, and Gifdx into Mitosomes. GiiscU, Gifdx,
Giisc$, and the truncated forms (AgiiscU and Agifdx) lacking 26 and
18 aa of predicted N-terminal extensions (Fig. 1), respectively, were
overexpressed in Giardia and Trichomonas with a C-terminal HA
tag (27, 28). The products of giiscS, giiscU, and gifdx were found in
a number of vesicles (30 = 6 per cell) with a distribution charac-
teristic of mitosomes (4): between the two Giardia nuclei in close
proximity to the basal bodies and in the lateral and posterior parts
of the cell (Fig. 24). Tagged GiiscS colocalized with native GiiscU
in double-labeling experiments (data not shown). These vesicles
were clearly distinct from the endoplasmic reticulum and peripheral
vesicles beneath the plasma membrane (Fig. 2B). Subsequently, the
mitosome containing fraction from giiscU transformants were
purified from the homogenate by differential and gradient centrif-
ugation. Immunoelectron microscopy revealed the presence of
tagged GiiscU within organelles of ~184 X 140 nm in diameter, and
surrounded by two membranes (Fig. 2D). These features indicate
that all three proteins were translocated into Giardia mitosomes (4).
The N-terminal extensions predicted for Gifdx and GiiscU are
necessary for targeting the proteins to mitosomes: weak labeling
of mitosomes was observed in cells expressing AgiiscU that lacks
the 26-residue N-terminal sequence, and no organellar labeling
was observed in the cells expressing AGifdx lacking its 18-residue
extension (Fig. 24). The targeting function of these N-terminal
leader sequences was confirmed by Western blot analysis of the
cellular fractions (Fig. 2C), with GiiscU and Gifdx present
exclusively in the mitosome-rich fraction. By contrast, the ma-
jority of AGiiscU was found in the cytosol, and no organellar
signal was detected for AGifdx, although it did not accumulate
within the cytosol either. To be certain that AGiFdx was
expressed, we compared mRNA levels of gifdx and Agifdx in
corresponding transformants. No difference in gifdx and Agifdx
transcription was found (supporting information). Thus, failure
of AGifdx to be targeted to mitosomes likely results in degra-
dation of the apoprotein by proteolysis, as previously reported
for the apoform of Leulp in yeast (35).

N-Terminal Targeting Sequence-Independent Import of GiiscS. No
N-terminal targeting sequence was predicted for GiiscS. To
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Fig.2. Cellularlocalization of tagged GiiscU, GiiscS, and Gifdx in G. intestinalis transformants. (A) Transformed Giardia cell lines were stained forimmunofluorescence
microscopy with mouse a-HA tag Ab (green). GiiscU and Gifdx, the complete preproteins possessing N-terminal presequences; AGiiscU and AGifdx, truncated forms
lacking the N-terminal presequences. GiiscS does not possess recognizable N-terminal presequence. Giardia a-tubulin (Giatub) was used as a control. Merged images
are given for immunofluorescent staining, the nuclei (blue) stained with DAPI, and differential interference contrast (DIC). (B) Mitosomes stained for GiiscU (red);
peripheral vesicles and structures of endoplasmic reticulum stained for clathrin light chain (a-GiCLH Ab) and protein disulfide isomerase (a-GiPDI Ab), respectively,
(green). () Total cell lysate (L), cytosolic (C), and mitosomal (M) fractions were prepared from transformed cells and analyzed by SDS/PAGE (Top) and Western blots
(bottom four blots). (D) Immunoelectron microscopy of the mitosomes purified from giiscU transformants. Tagged GiiscU was detected in the organelles by the mouse

a-HA Ab and 10 nm gold-labeled goat a-mouse Ab. Arrowheads indicate the double (outer and inner) membranes of the mitosome.

examine which part of the 434-aa protein is required for targeting
to mitosomes, the protein was truncated and the N-terminal 202
residues (GiiscSN1/2) or C-terminal 232 residucs (GiiscSC1/2)
expressed in 7. vaginalis. Both fragments of the protein were
delivered into the hydrogenosomes (Fig. 3C). These results
indicate that IscS contains multiple targeting signals within the
protein.

Conservation of Protein Targeting in Mitosomes and Hydrogeno-
somes. To determine whether the mitosomal targeting sequences
on GiiscU and Gifdx can function to target proteins to hydro-
genosomes, the giardial genes were overexpressed in 7. vaginalis.
Immunofluorescence labeling of trichomonad cells expressing
tagged GiiscU, Gifdx, and GiiscS localized these proteins to
discrete structures surrounding trichomonad nuclei and cy-
toskeletal structures, the cell distribution typical for hydrogeno-
somes (Fig. 34). The labeling of tagged proteins also colocalized
with malic enzyme, a marker protein for hydrogenosomes.
Stronger malic enzyme signal corresponds to its abundance in
hydrogenosomes (30). In contrast, the absence of N-terminal
leader sequences on AGiiscU and AGifdx abrogated the delivery
of the proteins into the target organelle with the majority of each
protein accumulating in the cytosol (Fig. 3B).

The N-terminal extension of GiiscU is not only necessary, but
sufficient, for targeting of this protein into the hydrogenosomes.
Attaching the extension of GiiscU to the N terminus of a-tubulin
delivers a significant proportion of this passenger protein into
the hydrogenosomes, whereas no giardial a-tubulin was found in
the organelles when expressed without the GiiscU targeting
sequence (Fig. 3B).
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Processing of a Mitosomal Targeting Sequence. The detection of
GiiscU expressed in T. vaginalis hydrogenosomes revealed the
presence of two bands of 20 and 17 kDa corresponding to the
predicted molecular mass of the GiiscU precursor and its mature
form, respectively. In Giardia, the size of tagged GiiscU detected
in mitosomes of the cells expressing the complete giiscU was
identical to its truncated form expressed in AgiiscU transfor-
mants. These observations indicated processing of N-terminal
targeting sequence within the target organelles (Fig. 44). To test
whether specific metallopeptidases, which are known to mediate
cleavage of targeting sequences in mitochondria (33) and pos-
sibly in hydrogenosomes (23), can process the giardial targeting
sequences, we incubated in vitro translated GiiscU preprotein
with lysates of yeast mitochondria or trichomonad hydrogeno-
somes. The mitochondrial lysate efficiently catalyzed the cleav-
age of GiiscU in a time-dependent manner (Fig. 4B), as did the
hydrogenosomal extract (Fig. 4C). The cleavage was inhibited by
the addition of EDTA, indicating that a metalloprotease is
involved. Pretreatment of the hydrogenosomal lysate with hex-
okinase to remove ATP did not affect the cleavage, which
excludes a possibility that the observed processing was catalyzed
by ATP-dependent proteases. To determine the protein cleavage
site, GiiscU preprotein was incubated with recombinant rat MPP
(Fig. 4D). The N-terminal sequence of the major cleavage
product (inhibitable by EDTA) revealed that the MPP cleaved
the GiiscU precursor between Phe-18 and Leu-19 with arginine
at —2 position (Fig. 1). Finally, overexpressed GiiscU was
immunoprecipitated from a giardial high-speed pellet to verify
whether native cleavage site in Giardia corresponds to that
catalyzed by recombinant MPP (supporting information). In-
deed, the N-terminal sequence of the GiiscU retrieved from
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fig.3. Targeting of the mitosomal proteins GiiscU, Gifdx, and GiisS into T.
vaginalis hydrogenosomes. (A) The Giardia proteins were each expressed in
tichomonads with a C-terminal HA tag (green). A rabbit polyclonal Ab
recognizing the hydrogenosomal malic enzyme («-ME) was used as a marker
for hydrogenosomes (red). The nuclei were stained with DAPI (blue). DIC,
differential interference contrast. (B) Total cell lysate (L), cytosol (C), and
hydrogenosomal (H) fractions were prepared from transformed Trichomonas
cells and analyzed by SDS/PAGE and Western blots.

Giardia started with Leu-19 (Fig. 1). Although it is not yet clear
how generally applicable PSORT (http://psort.nibb.ac.jp) will be
for predicting cleavage sites in mitosomal proteins, in the case of
GiiscU, the prediction was successful.

Homologs of the B-subunit of MPP are encoded in the
genomes of G. intestinalis and T. vaginalis. Both of these B-MPP-
like sequences possess characteristic His-X-X-Glu-His zinc-
binding motifs and PSORT-predicted presequences (supporting
information). Overexpression of B-MPP in G. intestinalis showed
its colocalization with GiiscU in mitosomes (Fig. 5).
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Fig. 4. Processing of GiiscU. (A) M, GiiscU detected in mitosomes of Giardia;
C, N-terminal truncated form of GiiscU retained in the cytosol of Agiiscu
transformants; H, two forms of GiiscU in the hydrogenosomes represent the
precursor (p) and the processed (m) protein. (B) Time-dependent processing of
in vitro translated, 35S-labeled GiiscU precursor in the presence of yeast
mitochondrial lysate. The mature-sized form of GiiscU (m). (C) GiiscU precursor
was 3%S-labeled and incubated with lysate prepared from T. vaginalis hydro-
genosomes with or without 10 mM EDTA. ATP-depleted lysate (—ATP) by
using hexokinase (34). (D) GiiscU precursor incubated for 60 min with rat MPP
(33). The N terminus of major cleavage product (asterisk) was determined by
microsequencing.

A Subunit of the Mitochondrial PAM Complex in Mitosomes and
Hydrogenosomes. Although only partial information is available
on the genome sequence from G. intestinalis and T. vaginalis, we
have initiated iterative BLAST analyses (29) to search for ho-
mologs of the components of the mitochondrial protein import
machinery. The Pam18-related sequences in Fig. SC all predict
to have a transmembrane segment, followed by a conserved
charged region and a J domain characterized by the absence of
a predicted “helix IV” (37). To determine their subcellular
location, GiPam18 and TvPam18 were expressed as HA-tagged
proteins in G. intestinalis and T. vaginalis. The proteins of both
origins were delivered into both hydrogenosomes and mitosomes
and colocalized with the marker proteins, GiiscU and malic
enzyme, respectively (Fig. 5 A and B).

Discussion
Our study providces cvidence that mitosomes of G. intestinalis,
hydrogenosomes, and mitochondria share a similar mode of
protein targeting and translocation. This finding supports the
hypothesis that mitosomes, hydrogenosomes, and mitochondria
represent different forms of the same fundamental organelle
that have evolved under distinct selection pressures (38).
Three giardial proteins were selected to compare their tar-
geting and translocation into mitosomes and hydrogenosomes:
GiiscS, GiiscU, and [2Fe2S] ferredoxin (Gifdx). These proteins
are homologues of the key components of the FeS cluster
assembly machinery operating in mitochondria and hydrogeno-
somes (11, 12). Association of GiiscS and GiiscU with giardial
mitosomes has been reported in ref. 4, whereas the intracellular
localization of Gifdx has not been studied. When GiiscS, GiiscU,
and Gifdx were overexpressed in (. intestinalis or T. vaginalis, all
three proteins were specifically delivered into the mitosomes or
into the hydrogenosomes, respectively. The delivery of the
proteins was mediated by two different mechanisms requiring
either N-terminal targeting sequences (Gifdx, GiiscU) or inter-
nal targeting scquences (GiiscS). The N-terminal extensions

PNAS | August2,2005 | vol.102 | no.31 | 10927

EVOLUTION



A -Galscl)  DIC DAPI merge

C J-domain
H. sapiens -

G. gallus
C. elegans
D. melanogaster e
N.crassa
S. cerevisia@ -~
A. thaliana

P. faiciparum
G. intestinalis

T vaginalis

G|Pam18 .. ) .
) .. .

«-PAF DIC DAPI merge

w-Guscll  DIC DAPI merge

i .

Fig.5. Cellular localization of tagged GiPam18, TvPam18, and GigMPP. Transformed cell lines of G. intestinalis (A and D) and T. vaginalis (B) were stained for
immunofluorescence microscopy with mouse a-Ha Ab (green). GiiscU was detected by polyclonal rabbit a-GiiscU Ab (red). The merged images are given for
immunofluorescent staining, the nuclei (blue) stained with DAPI. (C) Domain structure of GiPam18 and TvPam18 compared with other members of the
Pam18,/Tim 14 family. Ten of the most diverse sequences were aligned with cLustaw (supporting information). The N-terminal extension segments were located
inthe intermembrane space (20), transmembrane segments (TM) were predicted with DAS (36), and the J domain (blue) was characterized as described in ref. 37.

predicted in GiiscU and Gifdx are both necessary and sufficient
for targeting to mitosomes and resemble the targeting sequences
found in mitochondrial and hydrogenosomal proteins in that
they (i) are rich in serine and arginine residues, (ii) are predicted
toform amphipathic helices, and (iii) possess cleavage site motifs
recognized by mitochondrial-type processing peptidases.

In mitochondria, MPP is an EDTA-sensitive metalloprotease
that consists of two subunits. Genes coding for « and 8 subunits
of MPP can be found widely in eukaryotes, including animals,
fungi, and plants (22). Although the hydrogenosomal processing
peptidase has not been biochemically characterized, protein
processing in hydrogenosomes was observed (23), and sequences
for each subunit of MPP are annotated in the T. vaginalis
genome. We found a putative 8-MPP subunit in the Giardia
genome and showed that the protein is delivered into mitosomes.
EDTA-sensitive cleavage of the GiiscU N-terminal targeting
sequence was observed with purified rat MPP and with hydrog-
enosomal extracts, and analysis of GiiscU isolated from Giardia
indicated that protein processing also occurred in situ.

Protein targeting sequences and their processing peptidase are
common in mitosomes, hydrogenosome and mitochondria. Are
the fundamental components of the TOM and TIM complexes
also to be found in Trichomonas and Giardia? 1t is clear now that
although some components of the mitochondrial protein import
machinery might have evolved after the radiation of the main
eukaryotic lineages (39), several components of the TOM (29)
and TIM (40) complexes were likely present at the earliest stage
in the conversion of the endosymbiont that gave rise to mito-
chondria. Our data predicts that these primitive components of
the TOM and TIM complexes will be present in hydrogenosomes
and mitosomes. In at least one case, Tim14 /Pam18, this predic-
tion has been fulfilled. Although there are 26 different proteins
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containing J domains in yeast, only Pam18/Tim14 (and its
paralog Mdj2) contain a transmembrane segment, a charged
linker domain, and a J domain without the characteristic “helix
1V” (37). The function of Tim14 /Pam18 is to dock to the TIM23
complex, assist Tim44 to bind the mitochondrial Hsp70, and to
directly stimulate ATP hydrolysis catalysed by Hsp70 to promote
protein translocation across the mitochondrial membranes (20,
21). We do not currently have an assay system capable of
dissecting the function of the Pam18-related proteins of Giardia
and Trichomonas, but the presence of GiPam18 in mitosomes
and TvPam18 in hydrogenosomes provides an indication that the
protein translocation machinery of these organelles and mito-
chondria might be built around commonly derived components.
More sensitive means of sequence analysis may be required to
identify further subunits of the TOM and TIM complexes, and
we have initiated studies to build hidden Markov models for this
purpose.

The endosymbiotic event of an a-proteobacterium that gave
rise to mitochondria and related organelles is of great interest
because this event might represent the moment of the origin of
the eukaryotic cell itself (41). Studying the fate of the ancestral
endosymbiont in different eukaryotes promises to uncover the
nature and primary role of the organelle for eukaryotes. The fact
that hydrogenosomes and mitochondria recognize the targeting
signals of mitosomal proteins indicates that these organelles
possess a common protein import mechanism and suggests that
all these organelles share, through common descent, what must
have been among the earliest features of the first “mitochond-
riate” organisms.
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