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Abstrakt

Anaerobni jednobunécny eukaryoticky organismus Giardia intestinalis je celosvétove
rozSifeny stievni parazit Clovéka a zvirat. Zpisobované onemocnéni giardidza je jednou
z nejéastéjsich parazitarnich infekci ve vyspélych castech svéta. G. intestinalis je také zajimava
svymi unikdtnimi bunéénymi znaky. Jednim z nich je pfitomnost mitosomu, specidlnich organel
odvozenych od mitochondrii. Podobn¢ jako mitochondrie je mitosom ohrani¢en dvéma
membranami a ma stejny zpusob transportu proteinti. Nicméné mitosom nema vlastni genom
a doposud je znama pouze jedna mitosomalni metabolicka draha - syntéza zelezo-sirnych klastrti.
Za pouziti in vivo enzymatického znaceni bylo identifikovano nékolik novych mitosomalnich
proteini véetn¢ GL50803 16424. NaSi pozornost upoutal protein GL50803 16424 tim,
7e interagoval s proteiny vSech mitosomalnich subkompartmentl: vnéj$i membranou, vnitini
membranou a matrix. Navic exprese proteinu GL50803 16424 znaceného HA tagem vedla
k tvorbé neobvyklych struktur v blizkosti mitosomt, které nebyly dfive pozorovany.
Bioinformatické  pfistupy  ukazaly, ze GL50803 16424 md& doménu podobnou
,myelodysplasia-myeloid leukemia factor I-interacting protein”. NaSe data z hmotnostni
spektrometrie ukazuji, Ze protein GL50803 16424 interaguje s proteiny endoplazmatického
retikula a mitosomu. Uzké spojeni mezi proteinem GL50803 16424 a mitosomy bylo pozorovano
superrezolu¢ni mikroskopii. V této praci byly urceny nékteré vlastnosti proteinu GL50803 16424,

ale jeho funkce ziistava neznama.

Kli¢ova slova: Giardia intestinalis, mitosom, GL50803 16424, biotinylace, MIf11P



Abstract

The anaerobic unicellular eukaryotic organism Giardia intestinalis is a worldwide parasite.
Giardiasis, the intestinal disease caused by Giardia, is one of the most common parasitic disease
in the developed part of the world, that causes health problems not only to humans but also
to animals. This organism is also interesting for its many unique cellular features. One of them
is the presence of mitosomes - the organelles derived from mitochondria. Analogously
to mitochondria, mitosome is limited by two membranes and shares the mode of the protein
transport. However, mitosome does not have its own genome and as far as we know, there is only
one pathway of the iron-sulfur cluster biosynthesis in this organelle. Using the in vivo enzymatic
tagging technique, several novel mitosomal proteins were identified, including GL50803 16424.
The protein GL50803 16424 attracted our attention by interacting with components of all
mitosomal subcompartments: the outer membrane, the membrane and the matrix. In addition,
the expression of HA-tagged GL50803 16424 resulted in the formation of peculiar structures near
the mitosomes never seen before in G. intestinalis. Bioinformatic approaches revealed that
the GL50803 16424 has domain similar to the myelodysplasia-myeloid leukemia factor
I-interacting protein. Our data from mass spectrometry showed that the protein GL50803 16424
interacts with proteins of enodplasmic reticulum and mitosome. The tight connection between
the protein GL50803 16424 and mitosomes was detected by super-resolution microscopy.
In this work some characteristics of the protein GL50803 16424 were identified, but its function

still remains unknown.
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Seznam pouzitych zkratek

ATP adenosintrifosfat

CIA cytosolicka draha skladani zelezo-sirnych klastri

ECYV ,encystation carbohydrate-positive vesicles*

ESV ,.encystation specific vesicles*

GFP zeleny fluorescencni protein (,,green fluorescent protein®)
IPTG izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

ISC zelezo-sirné klastry (,,iron-sulfur clusters*)

HA hemaglutinin

HSP ,high speed pelet*

PCR polymerazova tetézova reakce (,,polymerase chain reaction®)
PDI protein disulfid izomeraza

SDS sodiumdodecylsulfat

TIM translokaza vnitini mitochondridlni (mitosomalni) membrany
TLCK N-tosyl-L-lysin chlormetyl keton

TOM translokaza vnéj$i mitochondridlni (mitosomalni) membrany
UTR neptekladand oblast (,,untranslated region®)

VSP ,,variant-specific surface protein*
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1 Uvod

Giardia intestinalis je anaerobni paraziticky prvok patfici do fadu Diplomonadida,
jednobunéénych eukaryotickych organismi z fiSe Excavata. Prvné byl tento prvok pozorovan
,otcem* mikroskopie Anthoniem van Leeuwenhoekem v roce 1681, v té dob¢ vSak nebylo dano
pozorovani tohoto prvoka v lidskeé stolici do souvislosti s jeho patologickym vyznamem. Jako prvni
popsal morfologické znaky tohoto bi¢ikovce cesky Iékai a biolog Vilém DuSan Lambl
a pojmenoval ho Cercomonas intestinalis. Pojmenovani tohoto druhu se béhem let ménilo a jednim
z nazvu je i Giardia lamblia, které vzniklo na pocest jiz zminéného Ceského védce a francouzského
zoologa A.M. Giarda. Dnes se upfednostituje oznaceni Giardia intestinalis a je znamo, Ze se jedna
o jednoho z nejc¢astéjSich piivodci stfevnich parazitarnich ndkaz (Adam, 2001). Onemocnéni zvané
giardidza je celosvetove rozsifené stievni prijmové onemocnéni postihujici obratlovce, vyskytujici

se zejména v zemich s niz§im hygienickym standardem.

Prestoze se G. intestinalis tadi mezi eukaryotické organismy, postradd néckolik,
pro eukaryotické organismy, typickych organel (Acosta-Virgen et al., 2018; Lujan et al., 1995;
Tovar et al., 2003). Z tohoto divodu je tento prvok zajimavym modelovym organismem
pro studium evoluce bunéénych drah. G. intestinalis tak ptedstavuje vyznamného prvoka nejen
z hlediska 1€katského, ale také z pohledu evolu¢niho. G. intestinalis patii spolu s Entamoeba
histolytica a zastupci kmene mikrosporidii k tém organismiim, o kterych se pfedpokladalo, ze jsou
amitochondridlni, tedy postradaji esencidlni organelu - mitochondrii (Roger et al., 2017). Védecka
pozorovani vSak v téchto organismech odhalila pfitomnost dvoumembranovych bunéénych
struktur od mitochondrie odvozenych, které byly nasledn¢ pojmenovany mitosomy (Tovar et al.,
2003). V soucasné dobé mitosomy piedstavuji nejjednodussi zndmou formu mitochondrie. Mezi
hlavni odliSnosti mitosom od mitochondrii patfi nepfitomnost vlastniho genomu, ztrata

respiracniho fetézce a neschopnost tvorby ATP (Roger et al., 2017).

Za dosud jedinou zjiSténou biologickou drahu v mitosomu se povazuje tvorba zelezo-sirnych
klastrti, které v bufice slouzi jako kofaktory mnoha esencidlnich proteini (Tovar et al., 2003).
Nékolik proteinti ISC (iron-sulfur cluster assembly) drahy bylo jiz u G. intestinalis experimentalné
potvrzeno (Rada et al., 2009; Tovar et al., 2003). Studium dal$ich mitosomalnich proteini je vSak

vzhledem k malé velikosti mitosomt a jejich poctu v buiice velmi obtizné. Jednu z moznosti,



jak tyto proteiny zkoumat, pfinesla nedavno publikovana metoda in vivo enzymatického znaceni,
kterd umoznila identifikovat zcela nové mitosomalni proteiny (Martincova et al., 2015). Jednim
z identifikovanych proteini je 1 protein s databdzovym oznacenim GL50803 16424.
Mikroskopicka pozorovani bunék G. intestinalis overexprimujici tagovany protein
GL50803 16424 odhalila nezvyklé struktury, nepodobné dosud znamym bunéénym
kompartmentim v G. infestinalis. Dal$i experimenty s timto proteinem naznacily neobvyklou
topologii tohoto proteinu a moznou interakci se zastupci vSech mitosoméalnich subkompartmentt.
Vzhledem k tomu, jak malo se vi o mitosomalnim proteomu a mitosomech obecné, zasluhuje

protein GL50803 16424 nasi pozornost.



2 Literarni prehled

2.1 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis (dalsi nazvy Giardia lamblie, Giardia duodenalis; Cesky také lamblie
sttevni) je paraziticky prvok patfici do fddu Diplomonadida, jednobunécénych eukaryotickych
organismil z tfidy Trepomonadea, kmene Fornicata, fiSe Excavata. G. intestinalis je jednou
z nejranéjSich vétvi eukaryotického fylogenetického stromu (Ramesh et al., 2005). G. intestinalis
je jako jediny druh z rodu Giardia schopen vyvolat priijmové onemocnéni u ¢lovéka, mimo jiné
vSak infikuje 1 domaci zvifata (Adam, 2001). Na zaklad¢ dat z genetickych analyz bylo urceno,
ze v ptipadé€ organismu G. infestinalis se nejedna o jeden druh, ale o druhovy komplex skladajici
se z osmi (A-H) morfologicky stejnych, avSak geneticky odliSnych linii, takzvanych asamblazi
(z angl. slova assemblage) (Caccio and Ryan, 2008; Lasek-Nesselquist et al., 2010; Monis et al.,
2003). Nicméné pouze asamblaze A a B jsou schopny infikovat cloveéka, ostatni asamblaze jsou
hostitelsky specifické (Caccio and Ryan, 2008). Osekvenovanim genomu se zjistilo, Ze G.
intestinalis ma redukovany genom obsahujici pouze nckolik homologli zndmych
mitochondridlnich proteini. Zarovein bylo zjisténo, ze mnoho geni je vysoce divergentnich
a specifickych pro tohoto prvoka. Diisledkem toho bylo u G. infestinalis objeveno mnoho novych
genll a genovych rodin (Franzén et al., 2009; Morrison et al., 2007). Osekvenovany genom
asamblaze A izolatu WB, ktery je nejrozsifen¢jsi v laboratorni praxi, ma velikost 12,83 Mbp

a pocet genil dosahuje ¢isla 9747 (Aurrecoechea et al., 2009).

2.1.1 Zivotni cyklus

G. intestinalis se béhem svého zivotniho cyklu vyskytuje ve dvou morfologicky odlisnych
formach, které odrazi schopnost tohoto prvoka se adaptovat na dvé odli$na prostiedi (Obr. 1). Jedna
se o stadium nepohyblivé cysty a pohyblivé vegetativni formy nazyvané trofozoit. Tyto stadia lze
od sebe snadno odlisit podle rozdilné morfologické struktury. Bi¢ikaté stddium trofozoita obyva
lumen tenkého stfeva hostitele, zatimco odolna cysta je pfizplisobena na priichod tlustym stievem
a na preziti ve vnéjSim prostiedi. Skrze stadium cysty je umoznén 1 prenos do dalSiho hostitele.
K infekci hostitele dochazi pozienim cysty v kontaminované vodé€ nebo kontaminovanou potravou
(Adam, 2001). Pfi priichodu travicim traktem hostitele reaguje cysta na nizké pH v zaludku.
Naslednym postupnym zvySovani pH v dalSich Castech traviciho traktu probihd proces excystace,

ktery je dokoncen v lumen tenkého stieva (Bingham and Meyer, 1979; Bingham et al., 1979).



Po excystaci Ctyfjaderné cysty se do lumen tenkého stieva uvolni tzv. excyzoit, ktery se vzapéti
rozdéli na dva dvoujaderné trofozoity (Adam, 2001). Ve dvanactniku se mohou trofozoiti
asexualné¢ mnozit podélnym binarnim délenim a mohou se pfichytit na povrch enterocytti pomoci
ventralné umisténého ptisavného disku, nebo zde ziji voln€. V tomto stavu jsou trofozoiti schopni
piezit tydny a v nékterych piipadech i nékolik let (Smith et al., 1982). Cast trofozoitll encystuje
v reakci na pfitomnost zlucovych soli a mastnych kyselin v tenkém stfevé a na vice zasadité pH
(Gillin et al., 1988). Encystaci a opétovnym uvolnénim cysty do vné¢jsiho prostredi je zakoncen
zivotni cyklus (Filice, 1952).

Giardidza

(Giardia intestinalis)

Kontaminace pitné vody, jidla
nebo rukou infekénimi cystami.

Trofozoiti jsou také vylouceni
ve stolici, nepfezivaji vsak ve
volném prostredi.

Obr. 1: Zivotni cyklus prvoka G. intestinalis. Pievzato a upraveno z https://www.cdc.gov/dpdx/.


https://www.cdc.gov/dpdx/

2.1.2 Bunécna stavba G. intestinalis

Charakteristickym znakem pro ob¢ stadia G. intestinalis je nepfitomnost typickych
eukaryotickych organel mitochondrii a peroxizomti (Gillin et al., 1996). Pozd¢ji vsak byla objevena
pfitomnost od mitochondrie odvozenych dvoumembranovych organel oznacovanych
jako mitosomy (Tovar et al., 2003). Piepokldda se, ze i stanovisko ohledné nepfitomnosti
peroxizomu bude brzy prehodnoceno, nebot’ nejnovéjsi prace Acosta-Virgena a kol. poukazuje
na pritomnost peroxizomalnich proteini v cytoplazmé trofozoith G. intestinalis (Acosta-Virgen et

al., 2018).

2.1.2.1 Trofozoit

Trofoziti maji kapkovity tvar (s jednou stranou plochou a druhou zaoblenou) a rozmér
12-15 pum na délku a 5-9 pm na $itku (Obr. 2). Cytoskelet trofozoita zahrnuje stiedové télisko,
celkem 8 bi¢ikl (rozdéIné na pary — anteriorni, posterior/lateralni, ventralni a kaudalni) a ventralné
umistény piisavny disk (Adam, 2001). Unikatni cytoskeletarni struktura oznacovana jako ,,median
body* je soubor kontraktilnich proteinti vyskytujicich se ve stfedu butiky. Pravdépodobné slouzi
jako zésobarna polymerizovaného tubulinu pro tvorbu adhezivniho disku (Piva and Benchimol,
2004). Dalsim typickym znakem trofozoitl je pfitomnost dvou symetricky umisténych jader,
o kterych se myslelo, Ze postradaji jadérka, nicméné jejich pfitomnost byla neddvno
experimentalné prokazana (Jiménez-Garcia et al., 2008). Déle jsou v cytoplazmé trofozoita
rozptylené periferni vakuoly, ribozomy a glykogenova granula, ktera slouzi jako zadsobarna energie
(Ladeira et al., 2005; Sogayar et al., 1991). Endomembranovy systém G. intestinalis je rovnéz
velmi odvozeny. Chybi, pro ostatni eukaryota typické, organely endozom (Casny i pozdni)
a lyzozom. Jejich funkci piebraly jiz zmifiované unikatni membranové struktury oznacované jako
periferni vakuoly. Ty jsou umisténé pod plazmatickou membranou na okraji trofozoita, kromé
oblasti adhezivniho disku (Feely and Dyer, 1987; Friend, 1966; Lanfredi-Rangel et al., 1998).
Periferni vakuoly jsou skrze tubulovezikularni sit’' v kontaktu s rozptylenou siti endoplazmatického
retikula (Abodeely et al., 2009; Sogin et al., 1989). V trofozoitech nebyla morfologicky
ani biochemicky potvrzena piitomnost Golgiho komplexu. Struktury, odpovidajici Golgiho
komplexu, oznaCované jako encystacné specifické vezikuly byly vSak pozorovany u encystujicich

bunek (Gillin et al., 1987; Lujan et al., 1995; Reiner et al., 1990).



2.1.2.2 Cysta

Proces encystace je zahajen v reakci na okolni podminky. V jeho prubéhu dojde k replikaci
jader a vysledkem procesu je vznik ctyfjaderné cysty (Obr. 2) (Adam, 2001). Cysta mé ovalny tvar
o rozmé¢rech 8-12 um na délku a 7-10 um na Sitku a jeji povrch tvofi sténa cysty o tloust’ce
0,3-0,5 pm, kterd je tvofena ¢tyfmi glykoproteiny o velikostech 29, 75, 88 a 102 kDa (Erlandsen
et al.,, 1990). Béhem encystace dojde k zakulaceni bunky trofozoita, endocytdézou fizené
internalizaci bicika a k utvofeni stény cysty (Midlej and Benchimol, 2009). Béhem této pfemény
trofozoita na cystu dochdzi ke ztrat€ schopnosti prvoka adherovat k povrchu a dochazi k postupné
fragmentaci piisavného disku. Zaroven se zacinaji objevovat dva typy membranovych vezikuli:
encystacné specifické vezikuly, oznacované téz jako ESV (z anglického spojeni encystation
specific vesicles) a encystacni vezikuly pozitivni na karbohydraty, zkracené¢ ECV (z anglického
spojeni encystation cyrbohydrate-positive vesicles) (Midlej et al., 2017). Vezikly ESV se povazuji
za stadiové-specifickou obdobu Golgiho komplexu (Marti and Hehl, 2003; Marti et al., 2003).
Oba typy vacka se ucastni vystavby stény cysty, kterd nasledné zajistuje pevnou strukturu

a vysokou odolnost cysty (Midlej et al., 2013).

A B

ba{élni centralni mitozomy
téliska

periferni
vakuoly

jadérko

pisavny disk

jadro

axonemy

anteriorni
biciky periferni mitozomy

fragmenty
disku

posterior/lateraini

biciky sténa cysty

stredové
télisko

kaudalni
bigiky

Obr. 2: Schéma bunc¢k dvou stadii G. intestinalis — trofozoita (A) a cysty (B). Pfevzato a upraveno od (Ankarklev et
al., 2010).
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2.2 Mitosom

Po dlouho dobu byl prvok G. intestinalis povazovan za primitivni organismus postradajici
pro eukaryotické organismy typickou organelu - mitochondrii, avsak objeveni od mitochondrie
odvozenych organel u dalSich organisml zijicich v prostfedich s nizkou koncentraci kysliku,
o kterych se uvazovalo jako o amitochondridlnich (Entamoeba histolytica), vedlo ke snaze
prokézat pfitomnost téchto organel 1 u G. intestinalis (Tovar et al., 1999; Tovar et al., 2003). Tovar
a kol. experimentaln¢ prokazali, vyuzitim dvou proteinii drahy pro biosyntézu Zelezo-sirnych
klastrii (IscU a IscS) jako mitochondrialnich markerti, pfitomnost dvoumembranovych struktur,
oznacovanych jako mitosomy i u tohoto prvoka (Obr. 3) (Tovar et al., 2003). Dal§im dikazem
potvrzujicim odvozeni mitosomu od mitochondrie bylo zjisténi zplisobu smérovani, transportu
a procesovani mitosomalni proteini (viz kapitola 2.2.3) (Dolezal et al., 2005). Mitosomy
predstavuji nejjednodussi formu od mitochondrie odvozenych organel a kromé Entamoeba
histolytica a G. intestinalis byl jejich objev potvrzen i u nékterych druh mikrosporidii, konkrétné
Encephalitozoon  cuniculi,  Trachipleistophora  hominis,  Cryptosporidium  parvum
a u vnitrobunécného parazita Mikrocytos mackini (Burki et al., 2013; Katinka et al., 2001; LaGier
et al., 2003; Williams et al., 2002).

Obr. 3: Builky trofozoiti obarvené specifickymi protilatkami proti proteintim IscU a IscS. Proteiny

kolokalizuji v mitosomech. Pfevzato od (Tovar et al., 2003).



2.2.1 Vlastnosti mitosomu

Mitosomy u G. intestinalis jsou organely ovalného tvaru a jejich velikost je v priméru
100 nm, jejich pocet v buiice je velmi nizky a obvykle se pohybuje mezi 40-50 (Regoes et al.,
2005). Na rozdil od mitochondrie postradaji mitosomy vlastni genom (Léon-Avila and Tovar,
2004). Dalsi rozdil mezi mitochondrii a mitosomem je v dynamice organely. Voleman a kol.
zjistili, Zze déleni mitosomil je synchronni s mitézou bunky. Zaroven nebyla pozorovana fuze
mitosomu (Voleman et al., 2017). Stejnd prace poukézala na asociaci endoplazmatického retikula
a mitosomu nejen béhem déleni mitosomt, ale po cely zivotni cyklus, nicméné nebyl identifikovan
proteinovy komplex umoziujici spojeni mezi témito organelami. Mitosomy se u G. intestinalis
rozliSuji na dva typy podle jejich tvaru a lokalizace v buiice (Obr. 4). Prvnim typem jsou mitosomy
centralni, které maji protahlejsi tvar a shlukuji se v misté¢ mezi jadry v blizkosti bazalnich télisek
a axonem (Hehl et al., 2007). Ostatni mitosomy v bufice se oznacuji jako periferni mitosomy a jsou

rozprostieny v cytoplazmé.

Obr. 4: Snimek z elektronového mikroskopu zobrazujici pozici na sebe natésnanych centralnich mitosomt
(Cm). Na snimku Ize spatfit i osamoceny periferni mitosom (Pm) a dalsi struktury burky trofozoita (jadra — N,

bazalni téliska — Bb, axonemy — Ax a ventralni disk — Vd). Pfevzato od (Hehl et al., 2007).



2.2.2 Biologicka funkce mitosomu

Jednou ze zakladnich biologickych funkci mitochondrie v eukaryotické bunce je produkce
makroergni molekuly ATP. Dalsi organela odvozena od mitochondrie tzv. hydrogenozom,
pfitomny u mnoha linii anaerobnich protist se podili na tvorbé ATP na urovni substratové
fosforylace tim, ze produkuje vodik jako vedlejsi produkt. Mitosomy vSak makroergni molekulu
ATP neprodukuji ani jinak nepiispivaji k jeji produkci (Lindmark and Miiller, 1973; Van Der
Giezen, 2009).

Zcela esencidlni biologickou drahou mitochondrie je maturace Zzelezo-sirnych klastri
v matrix mitochondrie. Tato draha ozna¢ovana jako ISC (z anglického spojeni iron-sulfur clusters)
zajistuje tvorbu Zelezo-sirnych klastrl, jak pro spravné slozeni a funkei proteini mitosomalnich
(akonitaza, podjednotky respiracnich komplexti I, II a III), tak proteint cytosolickych, které tvoti
holoproteiny s zelezo-sirnymi klastry v ramci CIA (cytosolic iron-sulfur cluster assambly) dréhy.
Draha ISC se sklada z proteint zajistujicich tvorbu zelezo-sirného klastru na tzv. ,,scaffold*
proteinu a z proteinid, které zajisti prenos zelezo-sirného klastru na pfislusné apoproteiny
(Lill, 2009; Lill and Kispal, 2000). U kvasinkového modelu Saccharomyces cerevisiae je tato draha
tvofena fadou proteinl, znichZ nékteré byly identifikovany 1 v mitosomu G. intestinalis

(Tovar et al., 2003).

U G. intestinalis nebyly nalezeny homology enzym, které by potvrdily pfitomnost Krebsova
cyklu, nebyly objeveny ani geny spojené se syntézou nukleotidi a aminokyselin nebo enzymy

potiebné pro de novo syntézu lipidii (Brown et al., 1998; Morrison et al., 2007).

2.2.3 Transport proteinii do mitosomu

Jadern¢ kodované mitochondridlni proteiny translatované v cytosolu jsou posttranslacné
transportovany do mitochondridlnich kompartmenti a obsahuji signalni sekvenci vyskytujici
se nejCastéji na N-konci prekurzoru daného proteinu, nékdy vSak miize byt signadlni sekvence
integralni. Signalni sekvence je rozeznana receptorovymi proteiny komplexi TOM (translokaza
vnéj$i membrany) a TIM (translokdza vnitini membrany). RGzné proteiny téchto komplexti
pak zajist'uji 1 samotny import proteinti do pfislusného kompartmentu mitochondrie (Neupert,
1997; Rehling et al., 2001). Po translokaci dochazi k odstépeni N-koncové signdlni sekvence
metalopeptiddzou MPP (z angl. mitochondrial processing peptidase) (Gakh et al., 2002). Dolezal a

kol. zjistili pfitomnost signalnich sekvenci u homologl proteinii ISC drdhy u G. intestinalis, a to



jak N-koncovych (,,scaffold” protein GiiscU a ferredoxin Gifdx), tak integralnich (GiiscS).
Vysledky z této studie tak potvrdily podobnost mitosomalniho a mitochondridlniho transportniho
systému. Toto tvrzeni podpofilo i objeveni proteinu homologniho k jedné z podjednotek MPP

(Dolezal et al., 2005; Smid et al., 2008).

2.2.4 Mitosomalni proteiny

Vzhledem k malému mnoZstvi mitosomi v bunikdch G. intestinalis a zaroven velkému
zastoupeni ostatnich bunécnych struktur (pfevazné endoplazmatického retikula) je studium
mitosomalnich proteinii pomoci centrifugacnich nebo jinych klasickych separacnich technik
obtiznou zélezitosti. Novy pfistup, ktery by snizil kontaminaci mitosomalni frakce zvolili Jedelsky
a kol., ktefi vyuzili izobaricky znacenych proteinti ve frakci obohacené na mitosomy a nasledné
pomoci kvantitativni a bioinformatické analyzy identifikovali vice nez sto potencialnich
mitosomalnich proteinti. Diky tomuto pfistupu byla u dvaceti proteini experimentalné potvrzena

mitosomalni lokalizace (Tabulka 1) (Jedelsky et al., 2011).

Pomoci metody zalozené na in vivo enzymatickém znaeni proteini byly pozdéji
identifikovany divergentni protein mitosomalniho TIM komplexu GiTim44 a protein vn&jsi
mitosomdlni membrany GiMomp35, ktery se také ucastni mitosomdlniho importu proteinli
(Martincova et al., 2015). Martincova a kol. vyuzili specifické enzymatické aktivity biotin ligazy
(BirA) z organismu E. coli, ktera za spotieby ATP je schopna ptipojit molekulu biotinu k tzv. biotin
akceptorovému peptidu (BAP) (Howarth and Ting, 2008). V jejich experimentu byly pfipraveny
konstrukty jiz zndmych mitosomélnich proteintt (GiPaml18, GiTom40, GimtHsp70 a nové
objevenych GiTim44 a GiMomp35) s pfipojenym biotin akceptorovym peptidem na svém C-konci,
které¢ byly nasledné biotinylovany in vivo v buiikkdch G. intestinalis, které stabilné exprimovaly
biotin ligdzu (BirA). V dalsi fazi tohoto experimentu autofi crosslinkovali bunéénou frakci HSP (z
angl. high speed pelet) obohacenou o mitosomy a diky zndmé interakci biotinu a streptavidinu byli
schopni provést vytazeni biotinylovanych proteinti i s jejich potencidlnimi interakénim partnery.
Néslednou analyzou na hmotnostnim spektrometru bylo vybrano nékolik proteind, kterym byla

posléze experimentaln¢ ur¢ena mitosomalni lokalizace (Tabulka 1) (Martincova et al., 2015).

DalSim pfistupem zaloZenym na ko-imunoprecipitacnich pokusech vychazejicich z proteinu
GiTom40 bylo odhaleno n€kolik dalSich moznych mitosomalnich protein (Rout et al., 2016).

Rout a kol. koimunoprecipitovali protein vnéj$i mitosomalni membrany (GiTom40) a naslednou
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analyzou hmotnostni spektrometrii ziskali nckolik jeho potencialnich interakénich partnert.
Procesem zpétné ko-imunoprecipitace bylo objeveno nékolik dalSich proteinti lokalizovanych
v mitosomu. Tato prace navic ovéfila spravnost urceni lokalizace v mitosomu proteint objevenych
diive Martincovou a kol. Mimo jiné byla v praci Routa a kol. pozorovéna dualni lokalizace
nekterych proteinli v endoplazmatickém retikulu/mitosomu. Na zdkladé téchto zjiSténi bylo
navrzeno schéma interakci mitosomalnich proteinti a jejich lokalizace v mitosomu (Obr. 5)

(Rout et al., 2016).

ER lumen

T m%

IMS

O znémé proteiny
@ Nové& objevené proteiny

Matrix

@ Neznamé proteiny

Obr. 5: Schématicky model mitosomalniho interaktomu v G. intestinalis vytvotfeny na zakladé
ko-imuniprecipitanich experiment s GiTom40 (Rout et al., 2016). Znamé proteiny jsou oznaceny zluté; nové
objevené proteiny jsou ozna¢eny modie. Proteiny s dudlni lokalizaci jsou oznaceny zeleno-modie. Pfedpokladana

translokdza vnitfni membrany, avSak dosud neobjevena, je vyznacena Cervené. Pfevzato od Rout et al., 2016.
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ID proteinu

oznaceni proteinu

popis proteinu

zdroj

GL50803 103891 | Cpn60 chaperonin 60 Regoes et al., 2005
GL50803 29500 Cpnl0 chaperonin 10 Jedelsky et al., 2011
GL50803 27266 Fdx ferredoxin Tovar et al., 2003
GL50803 2013 Grx5 monothiol glutaredoxin 5 Rada et al., 2009
GL50803 1376 GrpE (Mgel) nukleotidovy vyménny faktor Jedelsky et al., 2011
GL50803 17030 HscB (Jac 1) chaperon Dnal Jedelsky et al., 2011
GL50803 14581 Hsp70 chaperon Regoes et al., 2005
GL50803 14821 IscA-2 ,,scaffold* protein Jedelsky et al., 2011
GL50803 14519 IscS cysteindesulfuraza Tovar et al., 2003
GL50803 15196 IscU ,,scaffold protein Tovar et al., 2003
GL50803 32838 Nfu ,,scaffold protein Jedelsky et al., 2011
GL50803 9751 chaperon Dnal, typ III Jedelsky et al., 2011
GL50803 9478 GPP mitosomalni procesivni Smid et al., 2008
peptidaza
GL50803 91252 GiOR-1 paralog Tah18, oxidoreduktaza | Jedelsky et al., 2011
GL50803 19230 Paml16 s translokazou asociovany Jedelsky et al., 2011
motor aktivné transportujici
presekvence
XP_ 002364144 Pam18 s translok4zou asociovany Dolezal et al., 2005
motor aktivné transportujici
presekvence
GL50803 17161 Tom40 translokéza vnéjsi mitosomalni | Dagley et al., 2009
membrany
GL50803 14845 Tim44 translokaza vnitini mitozdmlni | Martincova et al., 2015
membrany
GL50803 15985 VMP VAMP asociovany protein Jedelsky et al., 2011
GL50803 14939 Mom35 protein vnéjsi mitosomalni Martincova et al., 2015

membrany

GL50803_ 5161

Sec20, domnély

Sec20, domnély

Elias et al., 2008

GL50803 14058

GiPDE

CAMP-specificka 3,5-cyklicka
fosfodiesteraza 4B

Kunz et al., 2017

GL50803_29147

protein s neznamou funkei

Rout et al., 2016

GL50803_15154

protein s neznamou funkei

Rout et al., 2016

GL50803_5785

protein s neznamou funkei

Rout et al., 2016

GL50803 9503

protein s neznamou funkci

Rout et al., 2016
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GL50803 16424 protein s neznamou funkci Martincova et al., 2015

Tabulka 1: Piehled dosud znamych proteint, jejichz lokalizace v mitosomu G. intestinalis byla experimentalné
ovétena. Jsou identifikovany proteiny podilejici se na tvorbé Zelezo-sirnych klastri (modie oznacené), proteiny
podilejici se na transportu proteinii do mitosomli (rizové oznacené¢). Dale byla pfitomnost v mitosomu uréena
pro proteiny s dosud neznamou funkci (zelené oznacené). Lokalizace proteinu GL50803 16424 v mitosomu

je predmétem této prace (zluté oznadeny). Casteéné prevzato z Jedelsky et al., 2011.

2.3 Protein GL50803_16424

Objeveni proteinu GL50803 16424 bylo prvné zaznamenano v roce 2011, kdy Jedelsky
a kol. pomoci svého pfistupu urcili na zdkladé bioinformatickych néastroji GL50803 16424 jako
potencidlni mitosomélni protein (Jedelsky et al., 2011). AvSak ve stejném roce byl protein
GL50803 16424 popsan jako jeden z novych proteinii asociovanych s ventralnim ptisavnym
diskem (DAP - zangl. disc-associated protein) lokalizujici v blizkosti bazalnich t&lisek
a lateralniho hibetu, specidlni struktury ventralniho disku G. intestinalis (Obr. 6) (Hagen et al.,
2011). Nicméné pochyby o této lokalizaci proteinu GL50803 16424 piineslo zjisténi
Martincové a kol., Ze tento protein koprecipitoval v jejich praci (viz kapitola 2.2.4) se zkoumanymi

proteiny ze vSech mitosomanich kompartment. Pfi experimentalnim ovéfeni lokalizace
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GL50803 16424 byla v praci Martincové a kol. pozorovana ptfevazna lokalizace tohoto proteinu
do mitosomt, dale vSak byla pozorovéana ptitomnost neobvyklych sférickych struktur (Obr. 7),
které zadny z dalSich zkoumanych proteinti v této studii nevykazoval (Martincova et al., 2015).
Dalsi urceni proteinu GL50803 16424 jako proteinu mitosomalniho piinesla prace Routa a kol.,
nicmén¢ dalSi vlastnosti a role tohoto proteinu v rdmci mitosomu, respektive organismu

G. intestinalis, ziistavaji stale neznamé (Rout et al., 2016).

Obr. 6: Lokalizace proteinu GL50803 16424 do oblasti ventralniho disku v buiice trofozoita G. intestinalis.
Protein GL50803_ 16424 byl vizualizovan za vyuziti C-koncové pripojené GFP (zeleny fluorescencni protein)
znacky (zelené oznaceny); mikrotubularni cytoskelet je znacen protilatkou proti alfa tubulinu (Cervené) a jadra

barvena DAPI (modte). Pfevzato z Hagen et al., 2011.
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GL50803_16424

Obr. 7: Lokalizace potencialniho mitosomalniho proteinu GL50803 16424 exprimovaného v bunkach G.
intestinalis s ptipojenym HA (hemaglutininovym) tagem. Barveno pomoci anti-HA (zelené) znacici protein
GL50803 16424, anti- GL50803 9296 slouzi jako marker mitosomi (Cervené) a jadra barvena DAPI (modte). Jsou

viditelné zvlastni sférické struktury. Pfevzato od Martincova et al., 2015.

2.4 Studium proteint u G. intestinalis

U G. intestinalis neni k dispozici mnoho biologickych nastroji pro studium proteint, a to
jak pro genetickou manipulaci, tak pro zobrazovani zivych bunék. Vyuziti fuznich proteinti s GFP
nebo jeho derivaty je u G. intestinalis omezené. Tato metoda, ktera je pro zobrazovani struktur
v bunkéch hojné vyuzivana, vyzaduje pro spravné slozeni fluoroforu ptitomnost molekuldrniho
kysliku (Chudakov et al., 2010; Martincova et al., 2012). Pro anaerobni organismy, jakym je
G. intestinalis, je vSak kyslik toxicky a tuto metodu lze aplikovat pouze na pozorovani velkych
bunécnych struktur (Martincova et al., 2012). Pro specifické znaceni organel a jejich pozorovani
v zivych buiikkach G. intestinalis byla UspéSné pouzita novéa technika oznaCovana HaloTag,

vyuzivajici mutovanou formu holoalkan dehalogenazy jako reportérového proteinu (Martincova et

al., 2012).

Kwvili polyploidii trofozoita G. intestinalis (vlastni dvé transkripéné aktivni diploidni jadra)
a nepfitomnosti drahy nehomologického spojovani koncti (NHEJ "non-homologous end joining")
jsou genetické manipulace vyfazeni nebo utlumeni genu témét nemozné (Bernander et al., 2001;
Morrison et al., 2007). Vytvoteni transgennich buné€k pomoci transfekce cirkularnich plazmidt
obsahujicich cileny gen a selekéni marker je tak v soucasné dobé nejefektivnéjsi metoda

pro studium molekuldrni biologie G. intestinalis. Nevyhodou tohoto systému je vSak malé
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mnozstvi vhodnych selek¢nich markert, respektive antibiotik. V nedavné dobé Wampfler a kol.
provedli prvni ,knockout* genu v G. intestinalis pro protein, ktery je hlavni komponentou
pro stavbu stény cysty. Pouzili velmi pracnou metodu, vyuzivajici Cre/loxP systém, umoziujici
recyklovat selekéni markery (Wampfler et al., 2014). RozSifenou metodou pro ,.knockdown*
proteinu v G. intestinalis je pouzivani modifikovanych ,,antisense* oligonukleotidi nazyvanych
morfolino, které¢ namisto rib6zového nebo deoxyribézového kruhu obsahuji tzv. morfolinovy kruh.
Péarovani s molekulami DNA a RNA zjistuje pfitomnost shodnych bazi (A, T, C, G). Sekvencné
specificka vazba morfolina na mRNA pak znemoziuje nasednuti dalSich proteinovych faktord.
Pokud jsou morfolina navrzena tak, aby se vazala do oblasti mista startu translace cilového genu,
dochazi k blokaci nasednuti ribozomu a zabranéni translace (Carpenter and Cande, 2009;
Summerton, 1999). Pouziti morfolin blokujicich translaci proteinu lze docasné snizit hladinu
cilového proteinu az o 60 %, nicméné se jedna o metodu financné naro¢nou (Carpenter and Cande,
2009). Navrh na optimalizovanou metodu pro ,.knockdown* cilovych gen pfinesla velice nedavna
prace Mclnally a kol. vyuzivajici CRISPR interference (CRISPRi) (Mclnally et al., 2018). Jedna
se o modifikovany systém CRISPR/Cas9, kdy je mozné pomoci katalyticky inaktivni Cas9
(oznacovana dCas9) provést mistné-specifickou transkripcni represi a tim zajistit rychlou a stabilni

manipulaci genové exprese v G. intestinalis (Mclnally et al., 2018).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat nové¢ identifikovany protein GL50803 16424

v organismu G. intestinalis. Tento protein byl prvné identifikovan jako protein asociovany

s diskem, pozd¢ji vSak byla urcena jeho mitosomalni lokalizace (Hagen et al., 2011; Martincova et

al., 2015). Pti overexpresi tohoto proteinu v buiikdch G. intestinalis byly pozorovany sférické

struktury v blizkosti mitosomt, které nebyly nikdy dfive u tohoto organismu objeveny (Martincova

et al., 2015). Tato prace si klade za cil ptispét k soucasnym znalostem o proteinu GL50803 16424

nasledujicimi cili: urcit jeho lokalizaci, interak¢ni partnery, ptipadné funkci v organismu

G. intestinalis.

Praktické cile:

l.
2.

Charakterizace proteinu GL50803 16424 pomoci bioinformatickych néstroju.
Ptipravit vhodnou bunécnou linii s konstruktem pro dal$i manipulaci s proteinem
GL50803  16424.

Vytvotit specifickou protilatku proti proteinu GL50803 16424,

Lokalizovat protein GL50803 16424 ve WB bunkach G. intestinalis.

Identifikovat interak¢éni partnery GL50803 16424 pomoci crosslinkovani tohoto
proteinu a naslednou analyzou komplexu na hmotnostnim spektrometru.

Ur¢it vlastnosti protein GL50803 16424 pomoci zkouskou trypsinem a zkouskou
uhli¢itanem sodnym.

Charakterizovat protein GL50803 16424 pomoci BN-PAGE (modrd nativni

elektroforéza)
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4 Metodicka cast
4.1 Materialy
4.1.1 Roztoky a média

LB médium
e 1% trypton
e 0,5% kvasnicovy extrakt

e 1% NaCl (Sigma)

SOC médium
e 2% trypton
e 0,5% kvasnicovy extrakt
e 10mM NaCl (Sigma)
e 2.5mM KCI
e 10mM MgCl,
e 10mM MgSO4

e 20mM glukodza (pridana po autoklavovani)

TEA (50x koncetrovany)
e 40mM Tris (Sigma)
e 2mM EDTA (Sigma)
e 20mM kyselina octova

e pHS)S

Coomasie brilliant blue barvici roztok
e 0,5% Coomasi brilliant blue (ThermoFisher)
¢ 40% metanol (Lach-ner)

e 10% kyselina octova

Odbarvovaci roztok
e 25% metanol (Lach-ner)

e 10% kyselina octova
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Blotovaci pufr

SM

ST

25mM Tris (Sigma)
192mM glycin

10% metanol (Lach-ner)

250mM sachardza
20mM MOPS
pH 7.4

250mM sachardza
10mM Tris (Sigma)
0,5mM KCl1

pH 7,2

Blokovaci roztok — preparaty

PBS

0,25% zelatina (Sigma)
0,25% BSA (Sigma)
0,05% TWEEN 20 (Sigma)
PBS

137mM NaCl (Sigma)
2,7mM KCl

10mM Na;HPOq4
1,8mM KH>PO4

wIncubation* pufr

50mM Tris (Sigma)
150mM NaCl (Sigma)
5mM EDTA (Sigma)
1% Triton (Sigma)
pH 7,4
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»Boiling* pufr
e 50mM Tris (Sigma)
e ImM EDTA (Sigma)
e 1%SDC
e pH74

SDS-PAGE vzorkovaci pufr (bez 2-merkaptoethanolu a bromfenolové modri)
e 60mM Tris (Sigma)
e 2% SDS
e 10% glycerol

e 200mM PIPES (Sigma)
e 2mM EGTA (Sigma)

e 0,2mM MgSO4(Sigma)
e pH69

e autoklavovani

PEM-BALG
e 200 ml PEM
e 1% BSA (Sigma)
e 0.1% NaNj
e 100mM lysin (Sigma)
o 0,5% zelatina (Sigma)

Pufry B-D (promyvaci a eluéni)
e 100 mM NaH;POq4
e 10 mM Tris-Cl (Sigma)
e 8 mM mocovina
e PufrB-pHS
e PufrC—pH®6,3
e PufrD-pHS5.9
e PufrE-pHA4,5
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Anodovy pufr-BN PAGE
e 30 ml 20x NativePAGE Running buffer (Novex)
e 570 ml dH20

Katodovy pufr-BN PAGE — tmavy
e 10 ml 20x NativePAGE Running buffer (Novex)
e 10 ml 20x NativePAGE Cathode Buffer Additive (Novex)
e 180 ml dH20

Katodovy pufr-BN PAGE — svétly
¢ 10 ml 20x NativePAGE Running buffer (Novex)
e 1 ml 20x NativePAGE Cathode Buffer Additive (Novex)
e 189 ml dH,O

4.1.2 Buné¢né kultury

4.1.2.1 Giardia intestinalis

K pokustim byla pouzita buné¢na kultura trofozoith organismu G. intestinalis pochéazejici
z kmene WB (ATC 30957). Axenicka kultura téchto bunck byla kultivovana pii teploté 37 °C
vmeédiu TYI-S-33 (Keister, 1983) s piidanym 10% hovézim sérem (Gibco) a 0,1% Zluci.
Transfekované bunééné linie byly navic kultivovany s pfidanym selekénim antibiotikem

puromycinem (54 pg/ml; Gold Biotechnology) nebo G418 (600 pg/ml; Gold Biotechnology).

4.1.2.2 Escherichia coli

K pokusim byly pouzity dva kmeny chemicky kompetentnich bun€k E.coli, konkrétné
TOP10 a BL21 (DE3). K namnoZeni rekombinantni plazmidové DNA pro minipreparaci
a midipreparaci byly pouZity bakteridlni buiiky TOP10 kultivované v LB médiu s ptidavkem
selek¢éniho antibiotika. Pro selekci bungk, které obsahovaly ndmi upravenou plazmidovou DNA,

bylo pouzito antibiotikum ampicilin pfi koncetraci 100 pg/ml.

Pro expresi rekombinantniho proteinu v bakteriich byly pouZzity bunky E.coli kmene
BL21(DE3), obsahujici profag DE3 odvozeny od bakteriofaga A. Pro selekci bunék bylo v tomto

ptipadé pouzito antibiotikum kanamycin o koncentraci 50 pg/ml.
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4.1.3 Plazmidy

Pro expresi proteinli v organismu G. intestinalis byly pouzity plazmidy pPONDRA a plazmid

pTG-IscU-DHFR-C-HAHA (Dolezal et al., 2005, Martincova et al., 2012). Pro expresi proteinii

v organismu E. coli byl pouzit plazmid pET-42b.

4.1.3.1 pPONDRA

Pro klonovani konstruktu sekvence proteinu GL50803 16424 s ptipojenou sekvenci BAP
(biotin akceptor peptide) byl pouzit plazmid pONDRA (Obr. 7). Jedna se o upraveny plazmid
pRANneoGDHIuc (Sun et al., 1998), ve kterém byl gen pro luciferdzu nahrazen sekvenci
pro hemaglutininovy (HA) tag (Dolezal et al., 2005), obsahujici silny promotor, ktery je soucasti

5'-neptekladané oblasti genu pro glutamat dehydrogenazu (GDH). Velikost plazmidu je 5736 para

bazi a obsahuje restrikéni mista Xhol, BamHI, Ndel, Kpnl a Clal.

4,1&.5

53
7% AMP
o
pPONDRA empty map G418 resistence- :E'%
5736 b[:- =& 1O [EslaleliIvE
'gf;“
‘UTR GDH 3'UTR Ra
";T(hmd |, BamHI gf
el, Bam F
5'UTR GDH lel
olig'g 0097

Obr. 7: Mapa vektoru pPONDRA vyznacenymi misty pro $té€peni restrikénimi enzymy a misty rezistence proti

antibiotikiim ampicilin a G418 (vytvoteno: Markova, 2018).
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4.1.3.2 pTG-IscU-DHFR-C-HAHA

Pro klonovani konstruktu sekvence 1. a 2. poloviny proteinu GL50803 16424 s pfipojenou
sekvenci HA-tagu (hemaglutininového) byl pouzit plazmid pTG-IscU-DHFR-C-HAHA (Obr. 8).
Jedna se o plazmid pTG3039 (Lauwaet et al., 2007), ktery byl upraven tak, aby exprimované
proteiny obsahovaly C-termindlni hemaglutininovy (HA) tag (Martincova et al., 2012). Unikétni
restrikéni mista v tomto plazmid jsou Ndel, Pstl, Mlul a Apal. Velikost upraveného plazmidu je

5568 part bazi.

Hindlll 826

EcoRV 832
EcoR| 838

CTGAAATTAAA ATG CTCGAG GATATC

Xhol 1354
w'm
Hindlll 1366

pUC origin 5 UTR gdh

pOCT-PP2Aas

5346 bp
bla gene PP2Aas
1035 bp
bla promoter
3' UTR HCEP
i1 auit
L

\ Apal 2122

BamH| 2222
Notl 2238

Obr. 8 Mapa ptivodniho vektoru pOCT-PP2Aas (pTG3039) s promotorem ktery je soucasti 5'-neptekladané oblasti

genu pro ornitin-karbamoyl transferdzu (Lauwaet et al., 2007).

23



4.1.3.3 pET-42b

Pro klonovani konstruktu sekvence proteinu GL50803 16424 byl pouzit plazmid pET-42b
(Obr. 9). Jedna se o bakterialni typ plazmidu s IPTG indukovatelnou expresi. Tento plazmid
obsahuje gen pro kanamycinovou rezistenci. Exprese vlozeného genu je fizena bakterialnim
T7 promotorem. Velikost plazmidu je 5930 pari bazi. Soucasti plazmidu jsou i dva polyhistidinové

(His) tagy a glutathion-S-transferazovy (GST) tag.
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Obr. 9: Mapa vektoru pET-42b s vyznaenymi misty pro §tépeni restrikénimi enzymy a misty rezistence proti

antibiotiku kanamycinu. (pfevzato z http://www.merckmillipore.com)
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4.2 Metody

4.2.1 Pouzité bioinformatické nastroje

Pro urceni molekulové hmotnosti proteinu byl pouzit program Compute pI/Mw (Gasteiger et
al., 2005). Pro hledani homolognich proteinti byl pouzit software HHpred (Soding et al., 2005;
Zimmermann et al., 2018). Pro hledani podobnosti proteind s jiZ znamymi proteinovymi rodinami
byla pouzita databaze a online néstroj Pfam (Finn et al., 2016). Pro uréeni lokalizace proteinti byl
pouzit software TargetP, ktery je zalozen na predikovani ptfitomnosti N-terminalni presekvence
(Emanuelsson et al., 2007). Pro vyhledavani transmembranovych helixti v proteinu byl pouzit
program TMHMM Server (Krogh et al., 2001). Nastrojem pro predikci proteinové struktury
I-TASSER byl vytvoten strukturni model proteinu GL50803 16424 (Roy et al., 2010; Yang et al.,
2015; Zhang, 2008). Obrazek 19 byl upraven procesem dekonvoluce softwarem Huygens
Professional verze 18.04 (Scientific Volume Imaging, The Netherlands,  http://svi.nl ));
,»signal-to-noise ratio* (SRN) byl nastaven na hodnotu 13; opakovani bylo nastaveno na hodnotu
50. Pro upravy jasu a barev obrazového materidlu byla pouzita platforma Fiji, vyuzivajici
open-source software ImageJ (Schindelin et al., 2012). Statistické operace a obrazek 25 byly

zpracovany v programu Perseus verze 1.6.0.7 (Tyanova et al., 2016).

4.2.2 SDS-PAGE

K separaci a ovéfeni pfitomnosti proteinii byla pouZita SDS-PAGE (elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS). Podle doporu¢ené¢ho névodu byl pfipraven
12% rozliSovaci gel a 5% zaostfovaci gel. Vzorky byly smichany s odpovidajicim mnozstvim
Ix koncentrovaného nebo 5x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkovaciho pufru a inkubovany
pii teploté 95 °C po dobu 5 minut. Po zatuhnuti byly gely pfeneseny do aparatury Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad) a zality elektroforetickym pufrem.
Vzorky byly nanaSeny pomoci pipety s prodlouZenou Spickou. Napéti pro elektroforézu bylo
nastaveno na 90V do té doby, dokud proteiny nepifekonaly hranici mezi rozliSovacim
a zaostfovacim gelem. Poté bylo napéti nastaveno na 150 V. Molekulova hmotnost proteinii byla

urc¢ena pomoci standardu PAGE-Ruler Plus (ThermoFisher).

4.2.3 Western blot

Z gelu byly proteiny pfeneseny pomoci zafizeni Biometra Fastblot (Analytik Jena)

na nitrocelulé6zovou membranu (GE Healthcare). Proud byl nastaven podle velikosti
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gelu —na 1 cm? gelu byl nastaven proud 1,5 mA. Blotovani trvalo 75 minut. Poté byla membrana
s proteiny blokovéna pfes noc v 5% roztoku suseného mléka s obsahem 0,25% TWEEN® 20
(Sigma) pii teploté 4 °C. Nasledn¢ byla membrana inkubovéna na tfepacce 1 hodinu s primarni
protilatkou nafedénou v roztoku mléka na pozadovanou koncentraci (Tabulka 2). Membrana byla
proplachnuta 3 x 15 minut v roztoku mléka a inkubovana s pfisluSnou sekundarni protilatkou,
nafedénou v roztoku mléka na pozadovanou koncentraci (Tabulka 3), po dobu 1 hodiny
na ttepacce. Nasledné byla opét proplachnuta 3 x 15 minut v roztoku PBS. Membrana s proteiny,
pro jejichz znaceni byla vyuzita sekundarni protilatka konjugovand s HRP (horseradish
peroxidase), byla vyvoldna v pfistroji Amersham Imager 600 (GE Healthcare). Vyvolavacim
substratem byl Luminata Classico Western HRP substrate (Merck Millipore). Membrana
s proteiny, pro jejichz znaceni byla vyuzita sekundarni protilatka konjugovana s AP (alkalicka
fosfatdza), byla vyvoldna pfidanim substratu smési BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat)
a NTB (nitroblue tetrozolium) a kratkou inkubaci pfi teploté 37 °C. Pti pouziti membrany PVDF
byla membrana pied samotnym pfenesenim gelu inkubovédna 10 sekund v metanolu, 60 sekund
v destilované H>O a poté v blotovacim roztoku. Po pfeneseni proteind z gelu byla membrana
inkubovana 10 minut v 8% kyselin¢ octové, 10 minut v destilované H>O a blokovana v 10% mléce.

Pro vyvolani PVDF membrany byl pouZit stejny postup jako pro membranu nitrocelul6zovou.

Protilatka Zvite Redéni Firma

anti-HA tag Krysa 1:2000 Roche
anti-GiTom40 Kralik 1:5000 Vlastni produkce
anti- GL50803 16424 | Krysa 1:2000 Vlastni produkce
anti-BAP Kralik 1:1000 GenScript
anti-GilscU 1:500 Vlastni produkce

Tabulka 2: PouzZité primarni protilatky pro vyvolani blott.

Protilatka Konjugovana s Redéni Firma
anti-krysi HRP 1:2000 Invitrogen
anti-krali¢i HRP 1:2000 Invitrogen
streptavidin HRP 1:500 ThermoFisher

Tabulka 3: Pouzité sekundarni protilatky pro vyvolani blotd.
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4.2.4 Amplifikace a klonovani gent

4.2.4.1 Amplifikace genu

Pro amplifikaci genti byla pouzita PCR reakce (polymerase chain reaction). Jako templatova

DNA byla pouzita genomova DNA z axenické kultury G. intestinalis izolovana z bun¢k pomoci

komercn€ dostupného kitu Genomic DNA Mini Kit (Geneaid). Byly navrzeny primery

odpovidajici sekvenci proteinu GL50803 16424 a pouzitym restrikénim mistim. Primery byly

objednany u firmy Sigma-Aldrich (Tabulka 4).

Primery pro expresi genti v G. intestinalis:

Konstrukt proteinu GL50803 16424 s C-terminalné ptipojenou sekvenci BAP (biotin acceptor peptide)

Restrikéni mista

AAAGATGTCATTTAGGCCGTAGCGACGATTACCGGATGA-3'

Sekvence
Forward | 5-CATGCATATGATGAGTAGAACGCCAAAC-3' Ndel
5-CATGCTCGAGTTACTCGTGCCATTCTATCTTCTGAGCCTC | yp0/
Reverse o

Konstrukt 1. poloviny proteinu GL50803 16424 s C-terminaln€ pfipojenym HA tagem

Sekvence Restrikéni mista
Forward 5'-CTAGCATATGATGAGTAGAACGCCAAACATTG-3' Ndel
Reverse 5'-CTAGCTGCAGTCTCGTATGCGTTTCTACGTC-3' Pstl

Konstrukt 2. poloviny proteinu GL50803 16424 s C-terminalné pfipojenym HA tagem

Sekvence Restrikéni mista
Forward 5'-CTAGCATATGATGAGTAGAACGCCAAACATTG-3' Asel
Reverse 5'-CTAGCTGCAGTCTCGTATGCGTTTCTACGTC-3' Sbfl

Primery pro expresi genti v E.coli:

Konstrukt proteinu GL50803 16424 s C-terminalné pfipojenym polyhistidinovym (His) tagem

Sekvence Restrikéni mista
Forward 5'- CTAGATTAATATGGCAATAGGCGACAAGTACAT -3' Asel
Reverse 5'- CTAGCCTGCAGGGTAGCGACGATTACCGGAT -3' Xhol

Tabulka 4: Piehled pouzitych primera.
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Slozeni PCR reakce (celkovy objem 25 ul):

e 5 ul 5x koncetrovany Q5 reaction buffer (New England Biolabs)

e 0,25 ul Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs)
e 0,5 pul 10mM dNTPs

e 1,25 ul 10uM forward primer

e 1,25 ul 10uM reverse primer

e [ pltemplatova DNA

e 15,75 ul H20

Podminky prabéhu PCR reakce jsou uvedeny v tabulce 5.

Teplota (°C) Inkubacni doba (s) Pocet opakovani
98 30 1
98 10 30
60 20 30
72 40 30
72 120 1
4 - -

Tabulka 5: Podminky PCR reakce.

4.2.4.2 Klonovani gent

Oveéteni uspéSné PCR reakce bylo provedeno agardzovou horizontalni elektroforézou.
Pro elektroforézu byl pouzit 1% agarozovy gel (0,5 g agardzy, 50 ml TAE pufru) s pfidanymi 50 pl
barviva SYBER Safe (ThermoFisher). Ke vzorkiim byl pfidan vzorkovaci pufr (DNA Gel loading
dye; ThermoFisher). Pomoci UV transiluminatoru byly detekovany nukleové kyseliny. Velikost
DNA fragmentli byla urena podle standardu GeneRuler DNA Ladder Mix (ThermoFisher).
Pro ziskani DNA z gelu byl pouzit komer¢né dostupny QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen)
Pozadovany fragment (inzert) a piislusny plazmid (vektor) byly §tépeny restrikénimi enzymy (New
England Biolabs) dle pfisluSného protokolu. Vektor i inzert byly po restrikéni reakci piecistény
komeréné dostupnym kitem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche). Nastépeny vektor
1 inzert byly poté ligovany T4 DNA ligdzou (New England Biolabs) dle pfisluSného protokolu.
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4.2.5 Transformace bakterii E.coli

Pro transformaci bunék bakterie E.coli byly pouzity kompetentni buitky kmene TOP 10.
Ke kompetentnim buitkam bylo piidano 20 ul liga¢ni reakce. Bunky byly inkubovany nejprve
na ledu po dobu 20 minut, nasledné pfi teploté¢ 42 °C po dobu 45 sekund a poté opét 5 minut
na ledu. K bunkdm bylo ptidano 250 ul SOC média a byly indukovany 1 hodinu na tfepacce
pii teploté 37 °C, 220 RPM. Bakterie byly rozetieny na plotné s LB médiem, oSetfené pfislusSnym
selek¢nim antibiotikem a inkubovany pies noc pii teploté¢ 37 °C. Vybrané narostlé¢ kolonie byly
resuspendovany v 50 pl destilované vody. V 10 ul této suspenze byly bakterie degradovany
stfidanim teploty a pouzity jako templatovda DNA pro otestovani piitomnosti plazmidu
s ptislusnym fragmentem pomoci PCR metody. Pro tuto PCR reakci byl pouzit mix SapphireAmp
Fast PCR Master Mix (Takara Bio). Reakce probéhla za podminek uvedenych
v ptislusném protokolu. Pfitomnost fragmentu byla ovéfena na horizontdlni agarézové

elektroforéze.

Pozitivni kolonie (zbylych 40 pul suspenze) byly inkubovany pies noc v 5 ml LB média
s obsahem pftislusného selekéniho antibiotika na tfepacce pfi teploté 37 °C, 220 RPM. Pro izolaci
plazmidu z této bakterialni kultury byl pouZit komeréné dostupny kit High Speed Plasmid Mini Kit
(Geneaid). Cistota a koncentrace takto ziskané plazmidové DNA byla zméfena spektrofotometrem
NanoDrop TM 1000. Nésledné bylo provedeno zpétné vystépeni inzertu piislusSnymi restrikénimi
enzymy a produkt restrikéniho S$t€peni byl analyzovan na agardézovém gelu horizontalni

elektroforézou. V ptipadé€ vysStépeni inzertu o spravné velikosti byla DNA osekvenovana.

V ptipad€, ze byl inzert spravné zaklonovan do vektoru, byl tento plazmid namnoZen.
K 200 pl kompeten¢nich bakterii E. coli kmene TOP10 bylo pfidano 5 pl plazmidové DNA
a buiiky byly inkubovéany nejprve na ledu po dobu 20 minut, nasledné pfi teploté 42 °C po dobu
45 sekund a poté opét 2 minut na ledu. Buniky byly poté pfidany do 100 ml LB média s obsahem
piislusného antibiotika a indukovany na tfepacce pii teploté 37 °C, 220 RPM. Po 16 hodinach byl
z téchto bakterii izolovan plazmid pomoci komeréné dostupného kitu Wizard® Plus Midipreps
DNA Purification Systém (Promega). Kvalita a koncentrace plazmidové DNA byla zmétena

spektrofotometrem NanoDrop TM 1000.
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4.2.6 Transfekce bunék G. intestinalis

Narostlé bunécné kulture trofozoitii pozadovaného kmene G. intestinalis, v objemu 70 ml
kultivacniho média TYI-S-33, bylo vyménéno médium za sterilni a vychlazeny PBS roztok, kultura
byla zchlazena na ledu po dobu 30 minut. Buné¢na kultura byla poté centrifugovéana pti otackach
1000 G, teploté 4 °C po do dobu 10 minut. Pelet byl resuspendovan v 500 pl kultiva¢niho sterilniho
média TYI-S-33. Pomoci pfistroje COULTER COUNTER (Beckman) byla zméfena koncentrace
bunék a bylo ptidano takové mnozstvi média, aby celkova koncentrace bunék byla 3,3x10” na 1 ml.
300 pl této bunécné suspenze bylo odebrano do elektroporacni 4mm kyvety (Bio-Rad). K této
suspenzi bylo ptidano 50 pg plazmidové DNA a inkubovano 10 minut na ledu. Elektroporace byla
provedena pomoci pfistroje Gene Pulser (Bio-Rad) a to pfi nastaveni ,,exponenciondlniho
protokolu‘: 350 V, 1000 pF, 750 Q a $itky kyvety 4 mm. Po elektroporaci byly buiiky v kyveté
inkubovany na ledu po dobu 5 minut. Nasledn¢ byl obsah kyvety pienesen do zkumavky
s 10 ml kultivacniho média TYI-S-33 bez piidanych selek¢énich antibiotik a buiky byly
kultivovany pii 37 °C. Po 24 hodindch bylo do média ptidano selekéni antibiotikum (150 pg/ml
G418 a/nebo 27 pg/ml puromycinu). Za dalsi dva dny bylo médium vyménéno a pfidana vyssi
davka selek¢éniho antibiotika (600 pg/ml G418 a/nebo 54 pg/ml puromycinu). Po vytvoreni celistvé

vrstvy bunék po sténé zkumavky bylo mozné bunky pieockovavat standartnim zptisobem.

4.2.7 Frakcionace trofozoiti G. intestinalis

Narostld bunéénd kultura trofozoiti G. intestinalis byla centrifugovana (médium bylo
vyménéno vychlazenym PBS roztokem (4 °C)) pti otackach 1000 G teploté 4 °C po dobu 10 minut.
K peletu bylo pfiddno 15 ml SM pufru a opét provedena centrifugace pii otaCkach 1000 G
teploté 4 °C po dobu 10 minut. Pelet byl resuspendovan v 1 ml SM pufru obohaceném o inhibitory
protedz TLCK (N-tosyl-L-lysin-chlormetyl keton) o koncentraci 50 pg/ml a leupeptinu
o koncentraci 10 pg/ml. Poté byly bunky lyzovany sonikdtorem Q125 Sonicator (Qsonica)
pti amplitude 40 % po dobu 30 sekund a impulsem po 1 vtefin€. Sonikace byla provedena celkem
tiikrat. Po sonikaci byl lyzovany vzorek centrifugovan pii otackach 2680 G teploté 4 °C po dobu
20 minut. Cast supernatantu byla odebréana jako celkovy bun&ény lyzat. Zbyly supernatant byl dale
centrifugovan pii 180000 G, 4 °C po dobu 30 minut. Nové¢ vznikly supernatant byl odebran
a oznacen jako cytosolickd frakce. Pelet byl resuspendovan v 1 ml SM pufru (s pfidanymi
inhibitory proteaz TLCK a leupeptinem) a oznacen jako frakce HSP. VSechny frakce byly
uchovavany pfi teploté€ -80 °C.
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4.2.8 Crosslinkovani proteint

Pro tento pokus byly pouzity HSP frakce bunék exprimujici tagovany protein
GL50803 16424-BAP a bun¢k exprimujici cytosolickou biotin ligdzu (BirA) resuspendované
v SM pufru. Postup crosslinkovéani byl pro frakce obou kultur stejny. VSechno roztoky a pufry
pouzité pro tento experiment byly obohaceny o inhibitory proteaz cOmplete, Mini, EDTA-free
(Sigma). Den pted frakcionaci téchto bunék byl do média piidan 50uM biotin. Pomoci Bio-rad
protein assay kit (Biorad) byla dle pfislusného protokolu zméiena koncentrace proteinii v HSP
frakcich. Nejprve bylo odebrano 20 pl smési HSP v SM pufru a oznaceno jako A0 kontrola. Zbyly
objem byl centrifugovan pii otackach 30000 G teplot¢ 4 °C po dobu 10 minut. Pelet byl
resuspendovan v takovém mnoZstvi PBS, aby vyslednd koncentrace proteinli ve smési byla
1,5 mg/ml. Ke smési byl pfiddn 50uM crosslinker DSP (dithiobis (succinimidyl propionat);
ThermoFisher), nafedény v DMSO (dimethylsulfoxid), a smés byla indukovana na ledu po dobu
1 hodiny. Reakce byla zastavena ptidanim 50mM Trisu (pH 7,4) a inkubaci pfi pokojové teploté
po dobu 15 minut. Vzorek byl opét centrifugovan pii otackdch 30000 G teploté 4 °C po dobu
10 minut. Pelet byl resuspendovan v takovém mnozstvi ,,Boiling* pufru, aby koncentrace proteint
byla 1,5 mg/ml, a inkubovan pii teplot¢ 80 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci byl vzorek
centrifugovan pii otaCkach 30000 G pokojové teplot¢ po dobu 10 minut. Pelet byl ponechan
a oznaCen jako kontrola Al a 200 ul supernatantu bylo oznaceno jako kontrola A2. Zbyly
supernatant byl zfedén 10x v ,,Incubation* pufru a 200 pl odebrano a oznaceno jako kontrola A3.
Bylo promyto 20 ul magnetickych kuli¢ek Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1
(ThermoFisher) rotovanim v 1 ml ,,Incubation® pufru po dobu 5 minut (provedeno celkem 3x).
Magnetickeé kulicky byly pfidany ke vzorku zfedéném v inkubaénim pufru a inkubovany na
rotatoru pii teploté 4 °C po dobu 16 hodin. Pfed promytim magnetickych kulicek bylo odebrano
200 pl vzorku a oznafeno jako kontrola A4. Promyti probihalo rotaci vzorku na rotétoru,
centrifugaci vzorku na stolni centrifuze a separaci kuli¢ek na magnetickém stojanku. Kuli¢ky byly
promyvany rotaci v 700 pl ,,Incubation* pufru (obohaceném o 0,1% SDC) po dobu 5 minut
(provedeno celkem 3x). Nasledn¢ bylo provedeno promyti kulicek ve 100 pl ,,Boiling* pufru
(ve slozeni pufru bylo 1% SDS nahrazeno 1% SDC) po dobu 5 minut. Ponechano 100 pl jako
kontrola AS. Bylo provedeno promyti kulicek rotaci ve 100 ul SDS-PAGE vzorkovaciho pufru
bez 2-merkaptoethanolu a bromfenolové modie (ve slozeni pufru bylo 2% SDS bylo nahrazeno

2% SDC) po dobu 5 minut. Ponechano 100 pl jako kontrola A6. Kulicky byly promyvéany rotaci
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v 700 pl ,,Incubation‘ pufru (obohaceném o 0,1% SDC) po dobu 5 minut (provedeno celkem 2x).
(V tomto poslednim promyti bylo odebrano 100 pl vzorku (po rotaci), zvlast centrifugovano,
separovano. K témto kulickam bylo pfidano 20 ul 1x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkovaciho
pufru (obohaceném 20mM biotinem) a vzorek inkubovan pfi teplot¢ 95 °C po dobu 5 minut.
Oznaceno jako kontrola A7). ,,Suché* magnetické kulicky byly pfedany na analyzu proteint
na hmotnostni spektrometr. Jako kontrola pro porovnani mnozstvi vyslednych proteinti vzorku
crosslinkovaného proteinu GL50803 16424-BAP byl pouzit vzorek obsahujici pouze cytosolickou
biotin ligazu (BirA).

4.2.9 Hmotnostni spektrometrie

Analyza hmotnostni spektrometrie byla provedena kolegy z laboratofe hmotnostni

spektrometrie v BIOCEVu metodou MALDI TOF.

4.2.10 Fixace bunék metanolem/acetonem

Mezi dvé podlozni sklicka byl umistén silikon a vznikly volny prostor byl naplnén narostlou
bunécnou kulturou trofozoitl G. intestinalis. Buiiky byly inkubovany 15 minut pfi teploté 37 °C.
Nasledn¢ byla skla rozmontovéana a nadbyte¢né médium odsato. Oblast s butikami se poté nechala
lehce zaschnout (do 'z oblasti) a byla provedena fixace bunék ve zchlazeném metanolu (-20 °C)

po dobu 5 minut a nasledn€ ve zchlazeném acetonu (-20 °C) opét po dobu 5 minut.

4.2.11 Imunofluorescencni znaceni metanolem/acetonem fixovanych preparati

Zafixované buiikky na podloZznich skli€kach byly ptes noc blokovany 700 ul blokovaciho
roztoku ve ,,vlhké komtrce* pfi teploté 4 °C. Poté byly buniky inkubovany 1 hodinu pfi pokojové
teploté s primarni protilatkou nafedénou v blokovacim roztoku na poZadovanou koncentraci
(Tabulka 6). Promyti preparati bylo provedeno aplikaci 700 ul PBS roztoku po dobu 10 minut.
Tento krok byl proveden tiikrat. Nasledn¢ byla provedena inkubace s ptisluSnou sekundarni
protilatkou natfedénou v blokovacim roztoku na pozadovanou koncentraci (Tabulka 7) po dobu
1 hodiny pfi pokojové teploté a bez ptistupu svétla. Odmyti sekundérni protilatky bylo provedeno
stejnym zpusobem jako v ptipad¢ protilatky primarni, av§ak chranéno pied svétlem. Pro dokonceni
preparati bylo na zafixované bunky po promyti aplikovano 15 pl montovaciho média VectaShield
(Vector) s obsahem DAPI, ptiklopeny krycim sklickem, ptebytecny objem byl odsat bunic¢inou

a okraje kryciho skli¢ka zafixovany lakem na nehty. Pro béZna mikroskopicka pozorovani byl
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pouzit mikroskop Nikon Eclipse Ti-S (zvétSeni 1000x), pro konfokalni mikroskopii bylo pouzito
zafizeni Leica SP8 Upright.

Protilatka Zvire Redéni Firma

anti-HA tag Krysa 1:1000 Roche
anti-Tom40 Kralik 1:1000 Vlastni produkce
anti-GL50803 9296 Kralik 1:2000 Vlastni produkce
anti- GL50803 16424 | Krysa 1:2000 Vlastni produkce

Tabulka 6: Pouzité primarni protilatky pro mikroskopické experimenty.

Protilatka Konjugovana s Redéni Firma

anti-krysi Alexa®fluor 488 1:1000 Invitrogen
anti-krysi Alexa®fluor 594 1:1000 Invitrogen
anti-kralic¢i Alexa®fluor 488 1:1000 Invitrogen
anti-kralici Alexa®fluor 594 1:1000 Invitrogen
streptavidin Alexa®fluor 488 1:500 Invitrogen

Tabulka 7: Pouzité sekundarni protilatky pro mikroskopické experimenty.

4.2.12 Fixace bunék paraformaldehydem

K narostlé bunééné kultufe trofozoith G. intestinalis byl do média pfidan
1% paraformaldehyd. Poté byly buniky inkubovany 30 minut pii teploté 37 °C. Po inkubaci byly
buiiky centrifugovany pii otackach 1000 G teploté 21 °C po dobu 5 minut. K peletu bylo piidano
5 ml PEM roztoku a provedena centrifugace pii 1000 G teploté 21 °C po dobu 5 minut. Novy pelet
byl resuspendovan v pottebném mnozstvi PEM roztoku (150 ul na skli¢ko). Suspenze bunék
v PEM roztoku byla rozetfena na kryci sklicka (umisténé v kultivaéni misce) pfedem oSetifené
polylysinem (5 pl polylysinu na skli€ko) a nechala se schnout po dobu 15 minut. Nasledné bylo

prebytecné mnozstvi bunééné suspenze odsato a sklicko bylo osetieno 1 ml 0,1% tritonem X-100
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nafedénym v PEM roztoku. Po inkubaci tritonem byla sklicka promyta 3x30 sekund PEM

roztokem.

4.2.13 Imunofluorescen¢ni znaceni paraformaldehydem fixovanych preparati
Zafixované bunky na podloznich sklickach byly blokovany 500 ul roztoku PEMBALG. Poté
byly buiikky inkubovany 1 hodinu pfi pokojové teplot¢ primarni protilaitkou nafedénou
v PEMBALG roztoku na pozadovanou koncentraci (Tabulka 6). Promyti preparati bylo provedeno
aplikaci 500 pul PEM roztoku po dobu 1x5, 1x10 a 1x15 minut. Nasledné byla provedena inkubace
pfislusnou sekundarni protildtkou nafedénou v PEMBALG roztoku na pozadovanou koncentraci
(Tabulka 7) po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté a bez pristupu svétla. Odmyti sekundarni
protilatky bylo provedené stejnym zplsobem jako v ptipad¢ protilatky primarni, avSak chranéno
pted svétlem. Pro dokonceni preparati bylo na podlozni sklicko aplikovano 15 pul montovaciho
média VectaShield (Vector) s obsahem DAPI, piiklopeny krycim sklickem s buitkami, ptebytecny

objem byl odsat buni¢inou a okraje kryciho sklicka zafixovany lakem na nehty.

4.2.14 Priprava preparatu pro superrezolu¢ni mikroskopii STED

Bunky trofozoitl G. intestinalis byly zafixovany paraformalydehydem (viz kapitola 4.2.10)
a blokovany 500 pl roztoku PEMBALG. Poté byly buiiky inkubovany 1 hodinu pfi pokojové
teploté¢ primarni protilatkou nafedénou v PEMBALG roztoku na pozadovanou koncentraci.
Promyti preparatii bylo provedeno aplikaci 200 ul PEM roztoku po dobu 4x10 minut. Nasledné
byla provedena inkubace pfislusSnou sekundarni protilatkou uréenou pro STED mikroskopii
(Abberior Star 588, Aberrior Star 635P; Abberior) natedénou v PEMBALG roztoku
na pozadovanou koncentraci (1:100) po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté a bez ptistupu svétla.
Odmyti sekundarni protilatky bylo provedené stejnym zplsobem jako v ptipadé protilatky
primarni, avSak chranéno pied svétlem. Poté bylo na skli¢ko podle ptislusné¢ho ndvodu aplikovano
montovaci médium TDE Mounting Medium (Abberior). Hotovy preparat byl pozorovan

na mikroskopu Nikon Ti-E s néstroji pro STED mikrokopii (Abberior).

4.2.15 Exprese rekombinantniho proteinu

Ke kompetentnim buiikam bakterie E.coli kmene BL21 (DE3) bylo pfidano 5 pl plazmidové
DNA pET-42b s vloZzenym konstruktem obsahujici sekvenci proteinu GL50803 16424 a sekvenci
polyhistidinového tagu (His-tag). Bunky byly inkubovany nejprve na ledu po dobu 20 minut,
nasledné pii teploté 42 °C po dobu 45 sekund a poté opét 5 minut na ledu. K buiikdm bylo pfidano
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200 ul SOC média a byly indukovany 1 hodinu pii teploté 37 °C. Bakterie byly déle kultivovany
na plotn¢ s LB médiem, oSetiené antibiotikem kanamycin (50 pg/ml), pti teploté 37 °C po dobu
20 hodin. Nasledn¢ byla narostla kolonie bakterii resuspendovana v 5 ml LB média s ptidanymi
5 ul kanamycinu a kultivovana pii teploté 37 °C na tfepacce po dobu 20 hodin. Bakterialni kultura
byla dale kultivovana v objemu 500 ml LB média (bez pfidani antibiotika) na tiepacce pii teplote
37 °C, a to doté doby, dokud nedoséhla opticka denzita (OD) bakterii v médiu hodnoty v rozmezi
0,6-0,8. OD byla métena pomoci spektrometru. Pti dosazeni hodnoty OD 0,7 bylo do média pfidan
I mM IPTG (izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid). Po 4 hodinach po indukci byla bakterialni
kultura centrifugovana pii otackach 6000 G, teplot¢ 21 °C po dobu 10 minut. Pelet byl
resuspendovan v 10 ml sterilniho PBS roztoku a opét centrifugovan pti otackach 6000 G teploté
21 °C po dobu 10 minut. Veskery supernatant byl odsat a suchy pelet uchovan pro dalsi zpracovani

pii teploté -80 °C.

4.2.16 1zolace a purifikace rekombinantniho proteinu

Pelet z ptedchoziho kroku byl resuspendovan ve 20 ml pufru B. Poté byly buiiky lyzovany
sonikatorem pii amplitudé 60 % po dobu 40 sekund a impulsem po 1 vtefing. Lyzované buiiky byly
centrifugovany pii otatkach 4960 G teploté 21 °C po dobu 15 minut. Cisty supernatant byl
pienesen do nové falkony a opét centrifugovan pii otackach 4960 G teploté¢ 21 °C po dobu
15 minut. Supernatant byl pfenesen do ultracentrifugacni zkumavky (Beckman Coulter)
a centrifugovan pfi otackach 100000 G, teploté 4 °C po dobu 1 hodinu. Supernatant byl smichan
s ptedem promichanou (rotovanou 15 minut) smési 7 ml pufru B a 1 ml Ni-NTA agar6zy (Thermo
Fisher). Smichana smés byla rotovana 1 hodinu na rotatoru. Po inkubaci byla tato smés pfenesena
do kolony a byl sbirdn protekly objem. Postupné byla kolonka s agar6zou promyvéna 2 x 4 ml
pufru C (promyvaci), 6 x 0,5 ml pufru D (elu¢ni) a 6 x 0,5 ml pufru E (elu¢ni). Protekly objem byl
jednotlivé sbirdn. Dva sloucené elu¢ni vzorky (objem 1 ml + 250 ul 5x koncentrovaného
SDS-PAGE vzorkovaciho pufru) s nejvy$§im obsahem fzniho proteinu byly separovany pomoci
SDS-PAGE metody pii pouziti systému VS20WAVE Maxi (Cleaver scientific). Elektroforéza byla
provedena pii teploté 4 °C pfi napéti 150 V (po 30 minutdch nastaveno na 250 V) po celkovou
dobu 5 hodin. Z gelu obarveného v Coomassie brilliant blue byl vyfiznut band s proteinem
a promyvan nejprve v dH>O (1 hod), 2x sterilni PBS roztokem (1 hod a poté 12 hod pfti 4 °C).
Nasledné byl gel s malym mnoZstvim sterilnitho PBS roztoku (cca 1 ml) homogenizovan ru¢nim

homogenizatorem (Dounce). Homogenizovany roztok byl rozdélen do 6 zkumavek a doplnén
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do 2 ml objemu sterilnim PBS roztokem. Tyto smeési s proteinem byly pouzity jako antigen
pro imunizaci potkani. Po pfiblizné 10 tydnech bylo otestovano sérum odebrané po tieti
imunizace. Po ¢tvrté imunizaci byla ziskdna hotova protilatka. Imunizaci potkanti a odbér sér

provedl Jan Mach z katedry parazitologie, BIOCEV.

4.2.17 ZkousSka proteazou trypsinem
HSP frakce byla nafedéna SM médiem (obohacenym o inhibitory proteaz) tak, aby byla
koncentrace proteinti 7,5 mg/ml. Z tohoto vzorku byly pfipraveny celkem tfi reakce ve slozeni

uvedeném v tabulce 8.

1 2 3
20 ul HSP 20 ul HSP 20 pul HSP
30 pul SM pufru + inhibitory | 30 pl SM média + inhibitory | 30 ul SM média + inhibitory

2 pl Trypsinu (5 mg/ml) 2 pl Trypsinu (5 mg/ml)
5 pl 1% Tritonu (=0,1%)

Tabulka 8: Slozeni tfi vzorkll pouzitych v experimentu — zkouska proteazou trypsinem.

Po promichani byly smési inkubovany pfi teploté¢ 37 °C po dobu 10 minut. Ke vzorkiim
bylo ptidano 50 pl 1x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkovaciho pufru a vzorky byly inkubovany
pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut. Nasledovala analyza vzorkt na SDS-PAGE elektroforéze.

4.2.18 Extrakce uhli¢itanem sodnym

Bylo smichano 200 ul 0,1M Na>COs3s 50 ul HSP frakce (membranovy pelet resuspendovany
v SM médiu s inhibitory protedz) a inkubovano na ledu po dobu 30 minut. Béhem inkubace na ledu
byla smés dikladné¢ michana pomoci vortex mixéru po dobu 1 minuty kazdych 5 minut.
Po inkubaci byl vzorek centrifugovan pii otackach 100000 G teploté¢ 4 °C po dobu 30 minut.
K supernatantu byla ptidana kyselina trichloroctovd (Lach-ner), v takovém mnozstvi, aby jeji
konecnd koncentrace ve vzorku byla 20 %, a vzorek byl inkubovén na ledu po dobu 30 minut. Pelet
byl resuspendovan v 50 pl 1x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkovaciho pufru a inkubovan
pti teploté 95 °C po dobu 5 minut. Po inkubaci supernatantu s kyselinou trichloroctovou byl vzorek
centrifugovan pii otackach 30000 G teploté 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl odsat
a k peletu bylo ptidano 0,5 ml zchlazeného acetonu (4 °C), vzorek byl opatrné promichan. Vzorek
byl opét centrifugovan pti otackach 30000 G teploté 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant (aceton)
byl po centrifugaci odsat. Krok promyti acetonem byl proveden celkem dvakrat. Pelet byl
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inkubovan pii teploté 95 °C po dobu piiblizn¢ 2 minut (aceton musi byt odpaten). Suchy pelet byl
resuspendovan ve 100 ul 1x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkovaciho pufru a inkubovéan
pfi teplote 95 °C po dobu 5 minut. Pfi zméné€ barvy vzorku po pfidani 1x koncentrovaného SDS-
PAGE vzorkovaciho pufru byl vzorek titrovan piidanim Trisu
(tris(hydroxymethyl)aminomethanu) (pH 7,4) do barvy bromfenolové modre. Nasledovala analyza

vzorku na SDS-PAGE elektroforéze.

4.2.19 Modra nativni elektroforéza (BN-PAGE)

Pro modrou nativni elektroforézu byla pouzita HSP frakce trofozoitd G. intestinalis
exprimujicich protein GL50803 16424 znafeny hemaglutininovym (HA) tagem. Byla zmétena
koncentrace proteinit v HSP frakci. Z tohoto vzorku byly pfipraveny celkem 4 reakce, s riznou

koncentraci digitoninu a s riznym mnozstvi proteini v HSP frakci (Tabulka 9).

mnozstvi proteinu v HSP frakci 25 ug 50 ug 25 ug 50 ug
koncetrace digitoninu 0,5 % 0,5 % 1 % 1 %
HSP frakce (pul) 14 26 14 26
4x konc. vzorkovaci puftr (ul) 10 10 10 10
10% digitonin (pl) 2 2 4 4
dH20 (pl) 14 2 12

celkovy objem reakce 40 40 40 40

Tabulka 9: Slozeni vzorkil pouzitych v experimentu — modra nativni elektroforéza.

Nasledné byly pfipravené reakéni smési promichdny pipetou a inkubovany na ledu po dobu
15 minut. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany pfi otackach 20000 G teploté 4 °C po dobu
30 minut. K 18 ul supernatantu bylo pfidano 0,5 ul NativePAGE 5% G-250 Sample Additive
(Invitrogen) a 1,5 pul dH>0. Vzorky byly nandseny do jamek gelu NativePAGE™ 4-16% Bis-Tris
(Invitrogen) piipraven¢ho v elektroforetick¢ aparatuie. Gel byl zalit pfipravenym tmavym
katodovym pufrem (mezi skla) a anodovym pufrem (vné skla). Elektroforéza byla provedena
pfi teploté 4 °C, proudu 1 mA a za postupného zvySovani napéti od 50 Vaz po 120 V.
Po 2 hodinéch byla elektroforéza prerusena a byl vyménén tmavy katodovy pufr za svétly katodovy
pufr pro lepsi vizualizaci gelu. Celkova doba trvani elektroforézy byla pfiblizné¢ 4 hodiny.
Molekulova hmotnost proteinti byla uréena pomoci standardu NativeMARK™ (Invitrogen). Gel

byl za pouziti metody western blot pfenesen na PVDF (polyvinylidene difluorid) membranu.
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5 Vysledky
5.1 Charakterizace proteinu GL50803 16424 in silico

Pro charakterizaci proteinu GL50803 16424 byly pouzity vefejné dostupné online
bioinformatické nastroje (viz kapitola 4.2.1) (Tabulka 10). Jako vstupni informace pro tyto nastroje
byla pouzita zndma proteinova sekvence uvedend v databazi GiardiaDB (Aurrecoechea et al.,
2009). Protein GL50803 16424 ma proteinovou sekvenci dlouhou 252 aminokyselin
a prfedpokladana molekulova hmotnost je 29,7 kDa. V tomto proteinu nebyla odhalena pfitomnost
transmembranovych helixti. Podle softwaru na hledani proteinovych rodin a domén Pfam byl
protein GL50803 16424 zatazen do proteinové rodiny myelodysplasia-myeloid leukemia factor
l-interacting protein (ID proteinové rodiny: MIf11P; ¢islo proteinové rodiny: PF10248; E-value:
2.1e-06) oznacované podle proteinu myeloid leukemia factor 1. Stejny vysledek urcil i program
HHpred, avSak slepSi hodnotou E-value: 2.8e-29. Byla uréena 21% identita proteinu
GL50803 16424 s lidskym proteinem ,,myeloid leukemia factor”. Dle doménové databaze Pfam
je proteinova doména MIf11P u eukaryot hojné zastoupena v tisi zivo€ichli, v mensi mife u podrise
zelenych rostlin. Z fadu diplomonéd lze najit tuto proteinovou doménu, kromé G. intestinalis,

1 u mikroaerobniho parazita Spironucleus salmonicida.

Délka proteinu 252 AK
Molekulova hmotnost 29,7 kDA
Predikované transmembranové v g

’ 74dné
helixy
Predikovana lokalizace 0,83 jina

) ) myelodysplasia-myeloid leukemia factor I-interacting
Predikovana proteinova

Predikce homolognich myelodysplasia-myeloid leukemia factor I-interacting

protginﬁ/domén - HHpred (hledano protein (E-value: 2.8¢-29)
proti databazi Pfam)

Tabulka 10: Souhrn vysledkl bioinformatické analyzy proteinu GL50803 16424.

Nastrojem pro predikci proteinové struktury I-TASSER byly vytvofeny potencialni
3D modely struktury proteinu GL50803 16424. 3D modely byly navrzeny na zéklad¢ sekvencni
podobnosti s proteiny se znamou strukturou, dal$i proteinové vlastnosti nebyly zohlediiovany.
Pro protein GL50803 16424 byl urcena nejvétsi strukturni podobnosti s proteinovou strukturou

oktamerniho proteinového komplexu exocystu, s identifika¢nim oznaceni v databazi PDB: SYFP,
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pochézejici z organismu Saccharomyces cerevisiae (Berman et al., 2000; Mei et al., 2018).
Program I-TASSER vytvofil nékolik strukturnich modelti, vybran byl model s nejvyssi hodnotou
C-skore (-4,03) (Obr. 10). C-skoére je zalozeno na parametrech podobnosti alignmentti sekvence
puvodni a sekvence navrzené, celkové C-skore vyjadiuje pravdépodobnost s jakou by mohl model
odpovidat skute¢nosti. Rozsah C-skére se pohybuje obvykle v rozmezi hodnot -5 az 2, ¢im vyssi
C-skore, tim vyssi platnost modelu (Roy et al., 2010; Yang et al., 2015; Zhang, 2008). I-TASSER
vytvotil také predikci sekundarni struktury proteinu GL50803 16424, kterd ptedpoklada

pritomnost osmi alfa-helixt a dvou beta-listti (Obr. 11).

Obr. 10: Navrzeny strukturni model proteinu GL50803 16424 serverem [-TASSER. C-skdore ma pro tento

model hodnotu -4,03 (velmi nizké).

20 4? 60 80 100 120 140
| \ | | |
Sequence MSRTPNIEHANSSDGYNVRRPEEVTRPGERPQRRYDDARDERDPPGFLAGFNPMASFQRMMDHMNDFFGSTRSIFGHNMDKMF EDARHDPEGTHYVSSTSMCMLPGGVKEVKQRIVSNGKDVETHTRATGDKYTISNKRERD
Prediction CCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCSSSSSCCCCCCCCSS5S555S55SSCCCCCCHHHHHHHCCCCCCHHHHHHCCCCCHHHHHHHHC
160 180 200 220 24?
| \ | \
IRTGREDVSRDLYDVKEHEVDSFTRDFDDRMSKMPMRE LFDRSHQNAL FGGWDEYDRAYDTRRALQDRS SNRYDSRNDDGYGGRRRDDYHRDEDRYGSDRYAGRHSSGNRRY
\CCCCCHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCcCeceeccccccecccceccecccccccecececcecc

Obr. 11: Predikovana sekundarni struktura proteinu GL50803 16424. Proteinova sekvence proteinu
GL50803 16424 (horni fadek); predikovana sekundarni struktura: C-coil, H-helix, S-strand (spodni fadek).
Pro protein GL50803 16424 je predikovano osm alfa-helixti a dva beta-listy. Vytvoreno serverem [-TASSER.
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5.2 Vytvoreni transfekované linie G. intestinalis s GL50803 16424-BAP

Pro vizualizaci proteinu GL50803 16424 v bunkach G. intestinalis a pro moznost tento
protein experimentalné zkoumat byla DNA sekvence proteinu GL50803 16424 s C-koncové
pripojenou DNA sekvenci biotin akceptorového peptidu (BAP) amplifikovana pomoci PCR
metody. Amplifikovand DNA byla vlozena do plazmidového vektoru pPONDRA skrze restrikéni
mista Ndel a Xhol. Spravnost sekvence upravené¢ho plazmidu byla potvrzena jeho osekvenovanim.
Plazmid pONDRA obsahujici sekvenci GL50803 16424 s ptipojenou sekvenci BAPu byl pouzit
pro transfekci bun€k G. intestinalis, které stabilné epizomalné exprimovaly biotin ligdzu (BirA)
(Martincova et al., 2015). Na lyzatu bunék trofozoitli transfekované linie byla ovéiena exprese
fazniho proteinu GL50803 16424-BAP a exprese enzymu BirA znafenou dvojitym HA tagem
(Obr. 12); exprese proteinu GL50803 16424-BAP v buiice byla ovéfena i imunofluorescencné
(Obr. 13).
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Obr. 12: Western blot zobrazujici expresi fuzniho proteinu GL50803 16424 s biotin akceptorovym
peptidem (BAP) po transfekci bun¢k G. intestinalis exprimujici BirA vektorem pONDRA (A, B). Plazmid pPONDRA
obsahuje nami vlozeny insert GL50803 16424-BAP, jehoz pritomnost byla ovétena na blotu vyvolaného protilatkou

anti-BAP (A) a na blotu vyvolaného pomoci streptavidinu konjugovaného s kienovou peroxidazou (HRP) (B).
Blot zobrazujici expresi BirA vyvolany protilatkou anti-HA (C).
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Obr. 13: Buiika trofozioita G. intestinalis exprimujici GL50803 16424-BAP/BirA. GL50803 16424-BAP
byl znacen streptavidinem konjugovanym s Alexa Fluor® 488 (zelen¢); jaderna DNA zna¢end pomoci DAPI

(modte).

5.3 Lokalizace proteinu GL50803 16424 ve WB buiikach G. intestinalis

Lokalizace proteinu GL50803 16424 byla jiz dvakrat uréena epizomalni expresi fuzniho
proteinu s GFP a epizomalni expresi HA-tagovaného GL50803 16424 (viz kapitola 2.3), ovSem
s rozdilnymi vysledky (Hagen et al., 2011; Martincové et al., 2015). Pro ovéteni lokalizace proteinu
GL50803 16424 v bunikach trofozoitli divokého kmene G. intestinalis (WB) bylo nutné vytvoteni
specifické protilatky proti pfirozenému proteinu GL50803 16424,

5.3.1 Exprese rekombinantniho proteinu v bunikach E.coli

Sekvence DNA proteinu GL50803 16424 byla amplifikovdna metodou PCR.
Amplifikovand DNA byla vloZena do plazmidového expresniho vektoru pET-42b skrze restrikéni
mista Asel a Xhol. Spravnost sekvence upraveného plazmidu byla potvrzena jeho osekvenovanim.
Plazmidem pET-42b obsahujici sekvenci proteinu GL50803 16424 nasledovanou sekvenci
pro polyhistidinovy tag (His-tag; je soucasti plazmidu pET-42b) byly transformovany bunky E. coli
kmene BL21 (DE3). Uspé&sné transformované bakterialni buiiky byly kultivovany v 0,5 1 LB média.
Exprese rekombinantniho proteinu byla indukovana ptfidanim 1 mM IPTG do média. Pro purifikaci
expresniho proteinu z této bakteridlni kultury byla pouzita Ni-NTA agar6zova matrice afinitni
k histidinovému tagu. Protein byl déle piecistén a eluovan z matrice. Frakce z t€chto procesti byly

testovany pomoci SDS-PAGE (Obr. €. 14). Nejvhodnéjsi frakce (velké mnozstvi proteinu ve frakci
a Cistota frakce) D1, D2 a D3 byly spojeny a pouzity pro vytiznuti proteinu GL50803 16424 z gelu
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ziskaného z velkoformatové SDS-PAGE téchto frakci. Izolovany protein byl ve formé gelu zaslan
firm¢ Clonestar na vyrobu polyklonalni krali¢i protilatky. P¥itomnost proteinu GL50803 16424 v gelu
byla ovéfena analyzou hmotnostni spektrometrii. Homogenizovany gel s izolovanym proteinem byl
také pouzit pro imunizaci potkanti, ze kterych byla ziskana druhd polyklonalni protilatka (viz kapitola

42.16).
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Obr. 14: SDS-PAGE zobrazujici mnozstvi a Cistotu jednotlivych frakci ziskanych pfi izolaci rekombinantniho
proteinu GL50803 16424. Pelet (P) a supernatant (S) ziskany po centrifugaci lyzatu bakterialni kultury exprimujici
GL50803 16424 ukazal ptitomnost proteinu pied naslednou purifikaci. Frakce ziskana po prvni aplikaci vzorku

na kolonu (FT) a frakce ziskana pro promyti Ni-NTA matrice Wash pufrem (WS) obsahovala zna¢né mnozstvi

proteinu GL50803 16424 se stale jeste dostateCnym mnozstvim tohoto proteinu. Uvolnéni proteinu z matrice
dochéazelo po piidani roztokl o nizké hodnoté pH, pufru D o hodnoté pH 5,9 (D1-D6) a pufru E o hodnoté pH 4,5
(E1-E6). Pro vyrobu protilatky byly pouzity nejCistéjsi a zaroven na protein GL50803 16424 nejbohatsi frakce D1
az D3.

5.3.2 Testovani protilatek anti-GL50803 16424

Z predchozich kroku ziskané polyklonalni protilatky byly testovany metodou western blot
na bunécnych frakcich G. intestinalis kmene WB (lyzat, cytosolicka frakce a ,,high speed pelet®)
(Obr. 15). Déle byla protilatka ziskand z potkana pouzita pro imunofluorescen¢ni znaceni
trofozoith G. intestinalis kmene WB (Obr. 16). Protilatka ziskana z kralika byla pouzita
pro imunofluorescenéni znaceni trofozoitl G. intestinalis exprimujici hemaglutininovym (HA)
tagem znaceny protein IscU (Obr. 17), a to z toho divodu, aby bylo mozné ve stejném preparatu

vizualizovat mitosomy (Dolezal et al., 2005). Z téchto ovéfeni bylo patrné, Ze protilatka ziskana

wewr
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Obr. 15: Polyklonalni protilatky proti proteinu GL50803 16424 z potkana (A) a kralika (B) ovéfené metodou
western blot na frakcich trofozoitt G. intestinalis kmene WB (LY Z-lyzat; CYT-cytosolicky frakce; HSP). V pfipadé
krali¢i protilatky jsou patrné prouzky neodpovidajici proteinu GL50803 16424, ten je pfitomen pievazné ve frakci

HSP (Sipka). V ptipad¢ protilatky z potkana se jedna o protilatku s vétsi specifitou.

GL50803_16424 GL50803_9296 merge

Obr. 16: Lokalizace proteinu GL50803 16424 znaceného protilatkou ziskanou z potkana (zelen¢); mitosomy
znacen¢ protilatkou proti GL50803 9296 (Cerveng); jadra znaCena DAPI (modie). Je patrna blizka lokalizace

proteinu GL50803 16424 a mitosomtl.
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Obr. 17: Lokalizace proteinu GL50803 16424 znaceného protilatkou ziskanou z kralika (zelen¢); mitosomy znacené
protilatkou proti HA tagu pfipojeného k mitosomalnimu proteinu IscU (Cerveng); jadra znacena DAPI (modte).
Opét je patrna blizka lokalizace proteinu GL50803 16424 a mitosomu, nicméné v téchto preparatech méla kralici

protilatka zvySeny signal v pozadi.

5.3.3 Urdeni lokalizace proteinu GL50803 16424 konfokalni mikroskopii

Pro upfesnéni lokalizace proteinu GL50803 16424 v buikkdch trofozoitl kmene
G. intestinalis kmene WB (divoky kmen) byly vytvofeny preparaty téchto bunék s pouzitim nami
vytvofené potkani protilatky proti proteinu GL50803 16424 a protilatky proti proteinu
GL50803 9296, ktera specificky znaci mitosomy. Pro ur€eni lokalizace proteinu GL50803 16424
a jeho ptipadné kolokalizaci s mitosomy byla pro sniméni pouzita metoda Z-stack, tedy snimani

n¢kolika vrstev buniky nad sebou (Obr. 18).

5.3.4 Urdeni lokalizace proteinu GL50803 16424 mikroskopii STED

Pro lep$i rozliSeni a presnéjSi ur€eni mozné kolokalizace mitosomli a proteinu
GL50803 16424 byla zvolena metoda superrezoluéni mikroskopie STED (z angl. stimulated
emission depletion) — vycerpani stimulovanou emisi. Pro tento pokus byl pfipraven preparat
s bunkami trofozoitl G. intestinalis kmene exprimujici protein GL50803 16424 s pfipojenym
hemaglutininovym (HA) tagem (Martincova et al., 2015). Jako primarni protilatka byla pouZzita
anti-HA pro znaceni proteinu GL50803 16424 a protilatka proti GL50803 9296 pro znaceni
mitosomil. Protilatka proti GL50803 16424 nemohla byt pouzita, protoze se jedna o protilatku
polyklonalni, kterd nebyla dostatecné specificka pro tuto mikroskopickou metodu (viz kapitola
5.3.2). Vysledny obrazovy material byl upraven programem pro dekonvoluci Huygens
Professional (Obr. 19).
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Obr. 19: Lokalizace proteinu GL50803 16424-HA znaceného protilatkou anti-HA (zelen¢); mitosomy znacené

protilatkou proti GL50803 9296 (Cerveng). Diky vyssimu rozliSeni a provedené dekonvoluci jsou patrné ,,prufezy*

sférickymi strukturami tvofené proteinem GL50803 16424. Na piekryvu signald je viditelna lokalizace proteinu

GL50803 16424 vedle mitosomu. Obrys buné¢k trofozoitll je vyznacen zlutym obrysem.




5.3.5 Urceni lokalizace 1. a 2. poloviny proteinu GL50803 16424

Ackoli protein GL50803 16424 nema predikovanou N-koncovou signalni sekvenci
do mitochondrie/mitosomu, byl navrhnut experiment k otestovani lokalizace na dvé poloviny
rozdeleného proteinu GL50803 16424. DNA sekvence proteinu GL50803 16424 byla rozdélena
na 378 a 381 nukleotidi dlouhé sekvence, odpovidajici prvni a druhé poloving proteinu.
Tyto sekvence byly amplifikovany pomoci PCR metody. Amplifikovand DNA byla vlozena
do plazmidového vektoru pTG-IscU-DHFR-C-HAHA, nesouci dvojiti HA tag, skrze restrik¢ni
mista Ndel a Pstl (v ptipadé 1.pol. GL50803 16424) a Asel a Shfl (v ptipadé¢ 2.pol.
GL50803 16424). Spravnost sekvenci obou upravenych plazmidi byla potvrzena jejich
osekvenovanim. Exprese 1. a 2. poloviny GL50803 16424 byla ovéfena metodou western blot
pouzitim protilatky anti-HA na frakcich ziskanych z kultur trofozoitl obou transfekovanych linii
(Obr. 20). Ackoli sekvence obou konstrukti byly spravné, exprimovan byl pouze protein
odpovidajici 1. poloving proteinu GL50803 16424 znaceny dvojitym HA tagem. Buiiky trofozoitl
této transfekované linie G. intestinalis byly poté pouzity pro tvorbu preparatu, 1. polovina proteinu
GL50803 16424 byla fluorescenéné¢ znacena a pozorovdna jeji lokalizace (Obr. 21).
Tento konstrukt mél lokalizaci podobnou lokalizaci celého proteinu, Ize se tedy domnivat,

ze N-koncova ¢ast je zodpovédna za transport GL50803 16424 k mitosomtim.
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Obr. 20: Western blot zobrazujici expresi proteinu 1. pol. GL50803 16424 (A), protein je podle ocekavani
pfitomen ptrevazné v HSP frakci a v lyzatu (LYZ). 2. pol. GL50803 16424 nebyla detekovana v zadné frakci.
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Obr 21: Lokalizace proteinu 1. poloviny GL50803 16424 znaceného protilatkou anti-HA (zelen¢); mitosomy
znacené protilatkou proti GL50803 9296 (Cervené); jadra znacena DAPI (modre). Je patrna blizka lokalizace
proteinu GL50803 16424 a centralnich mitosomd v oblasti mezi jadry.

5.4 Zkouska proteazou trypsinem

Pro ovéfeni, zda protein GL50803 16424 lokalizuje do membranou chranéné bunécné
struktury byla provedena zkouska protedzou trypsinem. Pro tento pokus byla pouzita HSP frakce
zbunék trofozoiti G. intestinalis exprimujici HA tagem znaceny protein GL50803 16424
(Martincova et al., 2015). Proteiny GiTom40 a GilscU byly pouzity jako indikatory pro tuto
zkousku. GiTom40 je protein lokalizovany ve vné&jS$i mitosomalni membrané a je vystaven
exogenné piidané protedze trypsinu pouzité v této zkouSce. Protein GilscU je naopak skryt
pied ucinky protedzy v matrix mitosomu. Pro potvrzeni, ze ochrana pfed proteazou je zajiSténa
lipidovou dvouvrstvou, byl jako kontrola ke vzorku pfidan detergent Triton X-100. Vysledek
zkousky byl vyobrazen metodou western blot (Obr. 22). Ve vzorku s exogenné ptidanym trypsinem
doSlo ke Stépeni proteinu GiTom40, zatimco mnoZstvi proteinu GL50803 16424 se snizilo
nepatrné. Mnozstvi proteinu GilscU bylo také sniZzeno, nicméné protein nevymizel. Z toho
vyplyva, Ze mnozstvi pfidané¢ho trypsinu bylo nadmérné a doslo tak k proteolytickému Stépeni
vSech zkoumanych proteinti. Byla snaha experiment optimalizovat zmé&nou mnozstvi ptidavaného
trypsinu, nedoSlo vSak ke zlepSeni vysledkli. I pies tento neuspéch lze soudit, Ze protein
GL50803 16424 ma pravdépodobné stejny charakter jako protein GilscU, a bude chranén

pfed Gcinkem proteazy membranovou strukturou.
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Obr. 22: Western blot zobrazujici pokles mnozstvi proteinti ve frakci po exogennim piidani proteazy
trypsinu. Protein GiTom40 nebyl detekovatelny po pridani trypsinu, zatimco protein GilscU a GL50803 16424 byl
ve vzorku v uréitém mnozstvi pfitomen. Kontrolni vzorek s pfidanym detergentem Tritonem vySel podle ocekavani

negativni.

5.5 Zkouska uhli¢itanem sodnym

Pro ur¢eni, zda by protein GL50803 16424 mohl byt membranovym proteinem byla zvolena
extrakce uhli¢itanem sodnym. Tato zkouska se pouziva pro oddéleni integralnich membranovych
proteint od proteinti perifernich, s membranou asociovanych nebo solubilnich. Proteiny GiTom40
a GilscU byly opét pouzity jako indikatory pro tuto zkousku. Protein GiTom40 je lokalizovan
ve vnéj$i mitosomalni membrané a bylo ovéfeno, ze po rozruSeni membran uhli¢itanem sodnym
zUstava asociovan s membranou a lze ho detekovat pouze v peletu (Dagley et al., 2009). Druhy
protein GilscU je lokalizovan v matrix mitosomu a po rozruSeni membran uhli¢itanem sodnym
dochazi k jeho uvolnéni do fdze supernatantu. Pro tento pokus byla pouzita HSP frakce z bunck
trofozoitl G. intestinalis exprimujici HA tagovany protein GL50803 16424. Vysledek zkousky
byl vyobrazen metodou western blot (Obr. 23). Navzdory ocekéavani byl protein GiTom40 pfitomen
1 v supernatantu. Tento vysledek naznacuje, ze doslo béhem této metody k nadmérnému rozruseni
membran mitosoml a naslednému uvolnéni GiTom40 do supernatantu. Byla snaha experiment
optimalizovat zménou doby ptsobeni uhli¢itanu sodného, nedoslo vSak ke zlepSeni vysledku.
I ptes tento netspéch 1ze, dle vyrazného mnoZzstvi proteinu GL50803 16424 v supernatantu oproti
mnozstvi tohoto proteinu v peletu, predpokladat, Ze protein GL50803 16424 bude pravdépodobné

solubilni.
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Obr. 23: Western blot zobrazujici vysledek extrakce uhli¢itanem sodnym. Prouzky odpovidajici velikosti
jednotlivych proteintt GL50803 16424, GilscU a GiTom40 pritomné v peletu a supernatantu vzorku po extrakci
uhli¢itanem sodnym. Je viditelné vétsi mnozstvi proteinu GL50803 16424 v supernatantu, nicméné piitomnost

proteinu GiTom40 ve stejné frakci naznacuje nezadouci nadmérné puisobeni uhli¢itanu sodného na membrany.

5.6 Urceni potencialnich interakénich partneru GL50803 16424
5.6.1 Experiment crosslikovani proteinu GL50803 16424

Narostlé  bunécné  kultury trofozoitt  G. intestinalis  exprimujici  protein
GL50803 16424-BAP/BirA a bunécné kultury trofozoitti G. intestinalis exprimujici pouze protein
pro enzym BirA byly lyzovany a centrifugovany. Ziskané frakce HSP obohacené na mitosomy
byly inkubovéany s 50 uM DSP (dithiobis (succinimidyl propionat), jejiz funkéni skupiny NHS
(N-hydroxysukcinimid) estery tvofi chemické vazby s primarnimi aminy proteinil. Této vlastnosti
je vyuzivano pro studium protein-protein interakci a proces se oznacuje jako crosslink proteint.
DSP je navic membranové permeabilni a je tak schopny crosslinkovat proteiny i uvnitf
membranovych  struktur. Kukonceni reakce dochdzi po pfidani pufru  Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethanu), ktery také obsahuje primarni aminy a vyvazuje DSP.
Nasledné byl crosslinkovany protein GL50803 16424-BAP izolovan pomoci magnetickych
kulicek Dynabeads konjugovanych se streptavidinem. Pfitomnost/nepfitomnost proteinu
GL50803 16424-BAP v kontrolnich vzorkach odebiranych béhem crosslink experimentu (A0-A7;
viz kapitola 4.2.8) byla ovéfena na SDS-PAGE elektroforéze a western blotu (Obr. 24). Navzdory
oc¢ekavani byl protein pfitomen v uréitém mnoZstvi v peletu po druhé centrifugaci (Al),
naznacujici mnozstvi proteinu, ktery se necrosslinkoval. Pro dal$i postup experimentu byl pouzit
supernatant ziskany po druhé centrifugaci (A2), kde byl protein dostatecné pifitomen. Naopak
protein GL50803 16424 nebyl detekovan v nafedéném supernatantu (A3), ziskaném po druhé
cetrifugaci (A2), a ve vzorku pfed prvnim promyti magnetickych kuli¢ek (A4), ziejmé disledkem

velkého natedéni vzorku. Béhem promyvacich fazi (A5 a A6), kdy se odstraiuji necrosslinkované
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proteiny nedoslo ke ztraté crosslinkovaného proteinu GL50803 16424-BAP. Ve konecném vzorku
bylo pfitomné dostatecné mnozstvi proteinu pouzitelné pro ndslednou analyzu hmotnostni
spektrometrii  (A7). Ovéfeni proteinu  GL50803 16424-BAP v kontrolach  poslouzilo
k optimalizaci jednotlivych kroki pii opakovani tohoto pokusu. Celkem byl tento pokus opakovan
tiikrat. Stejny postup crosslink experimentu byl aplikovan 1 na HSP frakci z bunééné kultury
trofozoitl G. intestinalis exprimujici pouze protein pro enzym BirA, ktera slouzila jako kontrola

pro porovnani crosslinkovanych proteini.
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Obr. 24: Na western blotu zobrazena pfitomnost proteinu GL50803 16424-BAP ve vstupni vzorku - frakci
HSP (AO0), v peletu (A1) i v nafedéném vzorku po inkubaci s DSP(A2) po druhé centrifugaci, ve finalnim vzorku
pro analyzu hmotnostni spektrometrii (A7) (oznacené Sipkou); horni prouzky predstavuji protein

GL50803 16424-BAP s enzymem biotin ligazou (BirA).

5.6.2 Analyza hmotnostni spektrometrii a vysledna data

Vysledkem analyzy hmotnostni spektrometrie (viz kapitola 4.2.9) byl soubor proteint
ze vzorku crosslinkovaného GL50803 16424-BAP (obsahujici také BirA) a vzorku crosslinkované

samotné BirA. Pokus byl opakovan celkem tfikrat. Vysledné tii sety dat z hmotnostni
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spektrometrie byly slouc¢eny a upraveny do jednoho vysledného souboru. Tato data byla upravena
podle hodnot intenzit pfifazené jednotlivym identifikovanym proteinim. Hodnota intenzity
pfifazend vysledkim hmotnostni spektrometrie reflektovala mnozstvi konkrétnich proteint
ve vzorcich. Proteiny byl poté rozdé€leny do Ctyi kategorii: 1) proteiny unikdtni ve vzorku
GL50803 16424-BAP; ii) proteiny nabohacené v GL50803 16424-BAP oproti BirA; iii) proteiny
unikatni ve vzorku BirA; iv) proteiny nabohacené v BirA oproti GL50803 16424-BAP. Nejvice
nas zajimali proteiny nabohacené v GL50803 16424-BAP oproti BirA a proteiny unikatni
ve vzorku GL50803 16424-BAP, mezi témito proteiny se d& predpokladat zastoupeni
potencialnich interak¢nich partnert proteinu GL50803 16424.

K identifikovanym proteiniim byla pfifazena anotovana funkce uvedend v databazi
GiardiaDB. Neékteré proteiny pfitomné v nasich vysledcich byly jiz experimentdlné zkoumany
a byla urcena jejich lokalizace v buiikkach G. intestinalis (Obr. 21) (Hagen et al., 2011). Déle byly
hledany proteinové rodiny/domény identifikovanych proteini bioinformatickym ndastrojem

HHpred v databazi Pfam a jejich lokalizace néastrojem TargetP (viz kapitola 4.2.1).

Kategorie nabohacenych proteint ve vzorku GL50803 16424-BAP oproti BirA obsahovala
proteiny pfitomné, jak ve vzorku crosslinkovaného proteinu GL50803 16424, tak v kontrole a tyto
vysledky maji vyssi vypovidaci hodnotou. Podle parametru intenzity bylo z této kategorie vybrano
prvnich patnéact proteini jejichz vlastnosti byly déale bioinformaticky zkoumdny (Tabulka 11).
Na prvnim misté€ je zastoupen zkoumany protein GL50803 16424, jehoz pozice v nasem zebiticku
potvrzuje spravnost predchéazejiciho pokusu. Mezi dal§imi proteiny, které byly urceny jako
interakéni partnefi proteinu GL50803 16424, byl chaperon Hsp70, proteiny endoplazmatického
retikula (Bip — také protein z rodiny ,,heat shock proteinti 70, protein disulfid izomerazy), proteiny
jejichz lokalizace byla navrzena jako mitosomadlni, avSak bez znamé funkce (GL50803 17342,
GL50803 14802), povrchové proteiny VSP (z angl. variant-specific surface protein) a proteiny
ozna¢ované jako alfa-giardiny, homology annexind, proteinii asociovanych s plazmatickou
membranou. Cytoskeletdrni proteiny alfa-giardiny jsou v G. intestinalis vysoce exprimovang,
z toho diivodu miiZe pfitomnost téchto proteinli ve vzorku znamenat kontaminaci (Weiland et al.,

2005).

Kategorie unikatnich proteini ve vzorku GL50803 16424-BAP obsahovala proteiny

pfitomné pouze ve vzorku crosslinkovaného proteinu GL50803 16424. Podle parametru intenzity
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bylo z této kategorie vybrano prvnich patnéact proteini s nejvyssi intenzitou (Tabulka 12), které
byly déle zkoumany jako mozné interak¢ni partnery. I mezi témito proteiny byly pfitomny VSP,
protein disulfid izomerdza a dalsi proteiny s neznamou funkci. U jednoho z nich byla predikovana

lokalizace do mitosomu (GL50803 17352).

Po statistickych upravach byl v programu Perseus (verze 1.6.0.7) vytvofen volcano plot
zobrazujici signifikantni (statisticky vyznamné) vysledky (Obr. 25). Z téchto vysledkt bylo opét
vybrano prvnich patnact proteint jako moznych interakénich partnerd  GL50803 16424 (Tabulka
13). Mezi témito vysledky lze opét najit proteiny endpolazmatického retikula Bip a protein disulfid
izomerazu. Déle jsou mezi statisticky vyznamnymi proteiny jiz zminované alfa-giardiny a nové
(v porovnani s proteiny v tabulce 11 a 12) byly jako signifikantni ureny dva proteiny patfici
do rodiny NEK kinaz. NEK kinazy jsou v organismu G. infestinalis hojné zastoupené (198 NEK
kindz u G. intestinalis oproti 11 NEK kinaz u clovéka) a vétSina znich obsahuje motiv
ankyrinovych repetic, umoznujici protein-proteinove¢ interakce (Manning et al., 2011; Mosavi et
al., 2004). Spojeni ankyrinovych opakovani s NEK kindzami je pro G. intestinalis specifické
a nebylo pozorovano u jinych druhii (Manning et al., 2011). Dle dat Manninga a kol. byla v nasich
datech pfitomnd NEK kindza GL50803 17231 predikovana jako neaktivni enzym (chybi
katalytické K72 a D166 AK zbytky) s 12 ankyrinovymi repeticemi; druha NEK kinaza
GL50803 16272 byla také urCena jako neaktivni (chybi katalyticky D166 AK zbytek)
s 13 ankyrinovymi repeticemi (Manning et al., 2011). Ankyrinové repetice obsahuji 1 dalsi
nalezené proteiny. Jeden znich signifikantni protein GL50803 8174 patfi do maélo znamé
proteinové rodiny proteind 21.1 (Manning et al., 2011). Lokalizace NEK kindz a dvou dalSich
proteint s predikovanou mitosomalni lokalizaci byla jiz experimentalné zkoumana v praci Hagena
a kol. (Obr. 26), kde tyto proteiny fuzované¢ s GFP lokalizovaly do oblasti disku (Hagen et al.,
2011).
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ID proteinu Anotace v GiardiaDB | TargetP HHpred predikce HHpred
lokalizace E-value
GL50803_ 16424 | Protein neznamé funkce 0,861 MIf11P; myelodysplasia- 2,8e-29
myeloid leukemia factor
l-interacting protein
GL50803 17121 Bip 0,74 S HSP70; Hsp 70 protein 2,1e-63
GL50803 103713 Protein disulfide 0,94 S Calsequestrin; 1,9¢-30
isomerase PDI4 Calsequestrin
GL50803 14551 Alpha-6 giardin 0,911J Annexin; Annexin 2,4e-9
GL50803 40571 VSP (Variant-specific 0,931 VSP; Giardia variant- 7,7e-17
surface protein) specific surface protein
GL50803 7796 Alpha-2 giardin 0,911J Annexin; Annexin 2e-9
GL50803_17520 ClpB protein 0,867 AAA 32; AAA domain 9,5e-12
GL50803 15247 Grp94/Hsp90 0,79 S HSP90; Hsp90 protein 1,2e-87
GL50803_8064 Protein disulfide 0,62 S Thioredoxin; Thioredoxin 7.9¢-16
isomerase PDI5
GL50803 14802 | hemagglutinin protein- 0,61 M CNP1; CNP1-like family 160
like protein
GL50803 92645 5' nucleotidase family 0,97 S 5 nucleotid C; 1,3e-20
protein S'-nucleotidase, C-terminal
domain
GL50803 114210 | Protein neznamé funkce 0,81 S Peptidase M26 _N; M26 1,9¢-7
IgAl-specific
metallo-endopeptidase N-
terminal region
GL50803 17342 | Protein neznamé funkce 0,48 M MFS 3; Transmembrane 1,5e-27
secretion effector
GL50803 17432 Heat shock protein 70 0,95 S HSP70; Hsp70 protein 8,1e-38
GL50803 17000 | Peptidyl-prolyl cis-trans 0,88 S Pro_isomerase; Cyclophilin 6,7e-34
isomerase B precursor type peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase/CLD

Tabulka 11: Seznam a vlastnosti prvnich 15 proteinti nejvice nabohacenych ve vzorku crosslinkovaného
GL50803 16424-BAP oproti kontrole BirA. Barevné vyznacena lokalizace ur€ena nastrojem TargetP: S-sekretoricka
draha; M-mitochondrialni; J-jina lokalizace. N&které proteiny maji experimentalné urCenou lokalizaci (tuéné

vyznaceng).
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ID proteinu Anotace TargetP HHpred predikce HHpred

lokalizace E-value
GL50803 114277 | VSP (Variant-specific 0,551 VSP; Giardia variant- 3,2e-18
surface protein) specific surface protein
GL50803_ 29490 Copine | 0,917 Copine; Copine 3,5e-15
GL50803 3062 Protein neznamé funkce 0,86 S MIG-14_Wnt-bd; 3.4
Wnt-binding factor
GL50803_ 11599 Lysophosphatidic acid 0,74 S His_Phos_2; Histidine 3,1e-38
phosphatase phosphatase superfamily
GL50803 4181 Protein neznamé funkce 0,99 S TauE; Sulfite exporter 4,2e-20
TauE/SafE
GL50803 15125 | Protein neznamé funkce 0,491 CS; CS domain 0,47
GL50803 14670 Protein disulfide 0,84 S Thioredoxin; Thioredoxin 9,3e-18
isomerase PDI3
GL50803 16827 | Protein neznamé funkce 0,867 Sas10_Utp3; 2,4e-14
Sas10/Utp3/C1D family
GL50803_ 27717 High cysteine 0,96 S VSP; Giardia 1,4e-18
membrane protein variant-specific surface
Group 3 protein
GL50803 16888 | Protein neznamé funkce 0,99 S Prominin; Prominin 0,000048
GL50803 5768 Protein neznamé funkce 0,921 Popeye; Popeye protein 4e-9
conserved region
GL50803 10016 | Protein neznamé funkce 0,94 S Calsequestrin; 2,8¢e-18
Calsequestrin
GL50803 23888 FixW protein, putative 0,62 S YtfJ] HIO0045; Bacterial 4,5e-15
protein of unknown
function
GL50803 101955 | Protein neznamé funkce 0,58 S DUF2370; Protein of 18

unknown function

GL50803 17352 | Protein neznamé funkce 0,50 M | ABA_GPCR; Abscisic acid 210
G-protein coupled receptor

Tabulka 12: Seznam a vlastnosti prvnich 15 proteint unikatnich ve vzorku crosslinkovaného GL50803 16424-BAP
a nepfitomnych v kontrole BirA. Barevné vyznacena lokalizace urena nastrojem TargetP: S-sekretoricka draha;

M-mitochondrialni; J-jina lokalizace. N¢€které proteiny maji experimentalné uréenou lokalizaci (tuéné vyznacené).
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Obr 25: Volcano plot zobrazujici data z analyz hmotnostni spektrometrie. Statisticky vyznamné vysledky jsou
zobrazeny Cervené v pravé ¢asti grafu nad hranici t-testu. Jedna se o proteiny nabohacené ve vzorku crosslinkovaného
GL50803_16424-BAP oproti kontrole. Osa x vyjadiuje rozdil hodnot intenzit v obou analyzovanych vzorcich; osa y
vyjadiuje zaporny logaritmus hodnoty p. Vytvofeno v programu Perseus (verze 1.6.0.7), pfi hodnoté¢ FDR=0,005

(,,false discovery rate®).
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ID proteinu Anotace TargetP HHpred predikce HHpred
lokalizace E-value
GL50803 16424 | Protein neznamé funkce 0,861 MIf1IP; myelodysplasia- 2,8e-29
myeloid leukemia factor
l-interacting protein
GL50803_7520 Protein neznamé funkce 0,73 M CALCOCO1; Calcium 0,012
binding and coiled-coil
domain (CALCOCO1)
like
GL50803 17121 Bip 0,74 S HSP70; Hsp 70 protein 2,1e-63
GL50803 8174 Protein 21.1 0,69 ] DUF249; Multigene 1,3e-16
family 530 protein
GL50803 103713 Protein disulfide 0,94 S Calsequestrin; 1,9¢-30
isomerase PDI4 Calsequestrin
GL50803 15499 | Protein neznamé funkce 0,89 M CALCOCO1; Calcium 0,0019
binding and coiled-coil
domain (CALCOCOL1)
like
GL50803 17231 Kinase, NEK 0,617 Pkinase; Protein kinase 1,3e-31
domain
GL50803 11654 Alpha-1 giardin 0,94 ] Annexin; Annexin 2,7e-9
GL50803 115052 Multidrug resistance- 0,88 7] ABC_ATPase; Predicted 1,3e-19
associated protein 1 ATPase of the ABC
class
GL50803 16272 Kinase, NEK 0,791 Pkinase; Protein kinase 1,2e-34
domain
GL50803 17153 Alpha-11 giardin 0,937 Annexin; Annexin le-9
GL50803_ 88765 Cytosolic Hsp70 0,857 HSP70; Hsp70 protein 5,6e-65
GL50803 114787 Alpha-7.3 giardin 0,931] Annexin; Annexin 2,2e-9
GL50803_7796 Alpha-2 giardin 0,911J Annexin; Annexin 2e-9
GL50803 14551 Alpha-6 giardin 0,911J Annexin; Annexin 2,4e-9

Tabulka 13: Seznam a vlastnosti prvnich 15 signifikantnich proteinii nabohacenych ve vzorku crosslinkovaného
GL50803 16424-BAP oproti kontrole BirA. Barevné vyznacena lokalizace ur¢ena nastrojem TargetP: S-sekretoricka
draha; M-mitochondrialni; J-jina lokalizace. N&které proteiny maji experimentalné urCenou lokalizaci (tuéné

vyznaceng).
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Obr. 26: Lokalizace ne€kterych proteinil vyskytujicich se ve vysledcich z analyzy hmotnostni spektrometrie
crosslinkovaného GL50803 16424. Tyto proteiny byly fizovany s GFP a studovany v praci Hagena a kol. Protein
GL50803 17520 lokalizuje do jader; GL50803 7520 lokalizuje na okraj disku, bazalnich t€lisek a do medianniho
téliska; GL50803 15499 lokalizuje do bazalnich télisek, lateralniho hibetu a axonem; GL50803 17231 lokalizuje
do ventralniho disku a lateralniho hibetu; GL50803 16272 lokalizuje na okraj disku. Pfevzato z Hagen et al., 2011.
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5.7 Modra nativni elektroforéza GL50803 16424

Pro ovéteni, zda protein GL50803 16424 tvofi proteinové komplexy byly Ctyfi vzorky HSP
frakce trofozoitl G. intestinalis kmene exprimujicich protein GL50803 16424 znaceny HA tagem
s riznym mnozstvim proteini (25 pg a 50 ug) a rtiznou koncentraci digitoninu (0,5% a 1%)
testovany na pfitomnost proteinovych komplexti asociovanych s proteinem GL50803 16424.
Ptidany digitonin zpiisobi solubilizaci proteinovych komplexi, jejich separace byla provedena
metodou modré nativni SDS polyakrylamidové gelové elektroforézy (Obr. 27). Vzhledem
k vysledkiim prace Martincové a kol., které naznacovaly moznou interakci proteinu
GL50803 16424 a proteinu GiTom40 byl vzorek HSP frakce trofozoitl G. intestinalis kmene
exprimujicich protein GL50803 16424 znafeny hemaglutininovym (HA) tagem s mnozstvim
proteint 50 pg a riznou koncentraci digitoninu (0,5% a 1%) testovan na pfitomnost proteinovych
komplexti s GiTom40 (Obr. 28) (Martincova et al., 2015). Tvorba spoleéného komplexu proteinu
GL50803 16424 a GiTom40 se nepotvrdila. Protein GL50803 16424 tvofil proteinové komplexy
o velikostech pfiblizné 550 kDa a 800 kDa, zatimco GiTom40 tvofi proteinovy komplex o velikosti

210 kDa.
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Obr. 27: Western blot zobrazujici vysledek modré nativni elektroforézy. Proteinové komplexy s proteinem
GL50803 16424 byl detekovany protilatkou proti HA tagu, ve velikostech pfiblizné 550 kDa a 800 kDa. Zaroven

byla zjisténa optimalni koncentrace digitoninu (0,5%) a mnozstvi proteint pro tuto metodu (50 pg).
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Obr. 28: Western blot zobrazujici vysledek modré nativni elektroforézy. Proteinovy komplex s proteinem
GiTom40 byl detekovan protilatkou proti GiTom40 ve velikosti ptiblizné 210 kDa. Zkouska byla provedena

na vzorek s 50 pg proteint a koncentraci digitoninu 0,5 % a 1 %.
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6 Diskuze

Na rozdil od mitochondrii jsou mitosomy velmi redukované a jejich biologickéd funkce je
u organismu G. intestinalis omezend pouze na esencialni drahu tvorby Zelezo-sirnych klastrii
(Tovar et al., 2003). I pies ziskani nekterych znalosti o mitosomu (dynamika mitosomu, pfitomnost
ISC drahy, podobnost mitosomalniho transportu s mitochondridlnim), je tato minimalisticka
organela predmétem intenzivniho védeckého zkoumani (Dolezal et al., 2005; Tovar et al., 2003;
Voleman et al., 2017). Vzhledem k celkové evolucni divergenci G. intestinalis je pro identifikaci
novych mitosomalnich proteinii obtizné vyuzivat metody srovnavaci genomiky. Mala velikosti
mitosomll je navic pfi¢inou obtizné izolace organel, které jsou tak cCasto kontaminovany
dominantnimi bunéénymi organelami jako napi. endoplasmatickym retikulem. Pro identifikaci
mitosomdlnich proteint jsou tak proto pfevazn€ vyuzivany nové experimentdlni metody a pfima
ovefovani lokalizace proteinti v bunikach (Jedelsky et al., 2011; Martincova et al., 2015; Rout et
al., 2016). Béhem par let se mitosomalni proteom G. intestinalis rozsitil o dalsi komponenty
aparatu importu proteint i o proteiny ISC drahy (Dagley et al., 2009; Rada et al., 2009; Smid et al.,
2008). Mnoho otizek ohledné této organely vsak zistiva nadale nezodpovézeno. Casto
diskutovana je asociace mitosomu sesiti endoplazmatického retikula, které je
v bunikach G. intestinalis hojné¢ zastoupeno, nebo jakym zpisobem dochazi k exportu
zelezo-sirnych klastrt do cytosolu (Voleman et al., 2017). V nedavné dobé byla nové urcena
mitosomalni lokalizace n¢kolika proteinli, mezi nimi i proteinu GL50803 16424 o neznamé funkci
(Martincova et al., 2015). N&§ zajem o tento protein vzbudily: i) rozpory v urCeni lokalizace
(mitosom x ventralni disk) (Hagen et al., 2011; Martincova et al., 2015; Rout et al., 2016);
11) epizomalni exprese GL50803 16424, ktera vedla k pozorovani sférickych struktur v mistech
mitosomi; iii) ko-precipitacni experimenty naznacujici interakci s proteiny vné&jS$i a vnitini

mitosomalni membrany a s proteiny matrix mitosomu (Martincova et al., 2015).

6.1 Protein GL50803 16424
Pted zahajenim praktickych experimenti s proteinem GL50803 16424 byla provedena jeho

charakterizace in  silico. Protein byl zafazen do doménové rodiny MIf1IP
(,,myelodysplasia-myeloid leukemia factor 1-interacting protein®) a byl urcen jako homolog
lidského proteinu ,,myeloid leukemia factor 1* (hMLF1); zadné dal$i homology nebyly urceny.
Fylogeneticka distribuce proteint této rodiny naznacuje komplikovanou evoluci téchto proteint,

nebot” jsou pfitomné jen u zZivocicht, rostlin a u nékterych linii prvokd. Rodina MLF (,,myeloid
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leukemia factor*) zahrnuje malo charakterizované konzervované proteiny, jejiz nejvyznamnéjSim
proteinem je MLF1. U c¢loveka je pfitomnost fizniho proteinu, ktery obsahuje MLF1 (hMLF1)
a nukleofosmin (NPM), spojend s onemocnénim myeloidsplastického syndromu a akutni
myeloidni leukemie (AML). Asociace proteinové fuze s onemocnénim tak stala za pojmenovanim
MLF1 proteinu (Yoneda-Kato et al., 1996). Protein hMLF1 se normaln¢ vyskytuje v cytosolu,
avSak fuzni forma proteinu s NPM lokalizuje do jadra (Yoneda-Kato et al., 1996). Bylo zjisténo,
ze protein hMLF1 ma charakteristicky vazebny motiv pro 14-3-3 protein, stejny vazebny motiv ma
1 homologni protein identifikovany u Drosophila melanogaster (AMLF) (Muslin et al., 1996; Ohno
et al., 2000). Vazba 14-3-3 proteinu negativné reguluje proapoptické pisobeni proteinu hMLF
(Bras et al., 2012). Na rozdil od proapoptického ptisobeni hMLF, ma dMLF funkci koaktivatoru
transkripéniho faktoru udrzujici klidovy a nediferencovany stav progenitorovych krevnich bunck
v larvalnim stadiu (Bras et al., 2012; Sun et al., 2015). Je ziejmé, Ze ani jedna z téchto funkci
nenaznacuje jakou roli ma protein GL50803 16424 v G. intestinalis. Mezi daty ziskanymi
experimentem crosslinkovani GL50803 16424 byl nalezen i protein anotovany jako protein 14-3-3

(ID proteinu GL50803 6430), nicméné jeho skore jako mozného interakéniho partnera bylo nizké.

Pomoci programu I-TASSER byl predikovan model sekundarni struktury a 3D model
proteinu GL50803 16424 vyuzivajici identifikované proteinové struktury PDB ID: 5YFP
v databazi PDB (Berman et al., 2000; Mei et al., 2018). Tato proteinova struktura identifikovana
v organismu Saccharomyces cerevisiae je strukturou exocystu, evolu¢né¢ konzervovaného
oktamerového proteinového komplexu umoznujici vazbu post-Golgi sekretorickych vezikul
k plazmatické membrané béhem exocytozy (Mei et al., 2018). 3D model proteinu GL50803 16424
vychazejici z této proteinovée struktury SYFP byl nejlepSim modelem z navrzenych I-TASSERem,
nicméng skore platnosti tohoto modelu bylo celkové nizké. Exocytézou jsou u G. intestinalis
sekretovany pievazn€ komponenty tvorby stény cysty (Midlej et al., 2017). NaSe data ziskana
crosslinkovanim proteinu GL50803 16424 vSak nemohla ukizat moZné zapojeni proteinu
GL50803 16424 se sekrecni drahou hlavnich proteint stény cysty CWP (z angl. cyst wall protein:
CWPI1, CWP2, CWP3) (Ankarklev et al., 2010). Experiment crosslinkovani GL50803 16424 byl
proveden s bunécnou kulturou trofozoitl, kultivovanou v podminkéch, které expresi proteinti
nutnych pro encystaci neindukuji. Navic se zapojeni proteinu GL50803 16424 do sekretorické
drahy dle dfive ziskanych dat neptedpokladalo (Martincova et al., 2015; Rout et al., 2016).
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6.2 Lokalizace GL50803 16424

Rozdily v ur€eni lokalizace byl jednim z diivodu naseho zajmu o protein GL50803 16424.
Hagen a kol. pozorovali lokalizaci fizniho proteinu GL50803 16424-GFP do oblasti ventralni
disku, zatimco Martincova a kol. a Rout a kol. lokalizovali hemaglutininovym tagem (HA) znaceny
protein GL50803 16424 do oblasti odpovidajici mitosomim (Hagen et al., 2011; Martincova et
al., 2015; Rout et al., 2016). Odlisna lokalizace proteinu GL50803 16424 s C-terminalné
fuzovanym GFP mohla byt zptisobena pravé vybérem GFP jako reportérového proteinu. V piipadé
prace Martincové a kol. byly dokonce pozorovany nezvyklé sférické struktury podobné vezikuliim
(Martincova et al., 2015). S pomoci vytvoiené specifické protilatky proti proteinu GL50803 16424
se ndm podafilo lokalizovat tento protein v divokém kmeni G. infestinalis (WB). Nase pozorovani
potvrdila lokalizaci v blizkosti mitosomu. Pro piesnéjsi urCeni lokalizace byla pouzita nejprve
metoda konfokalni mikroskopie a posléze i1 superrezoluéni metoda STED. Ziskany obrazovy
material, po provedeni dekonvoluce, naznacil pfitomnost proteinu GL50803 16424 v tésné
blizkosti mitosomt, nikoli uvnitf mitosomu. Jako marker mitosomt byla pro pitipravu veskerych
preparati pouzita protilatka proti proteinu GL50803 9296, jehoz mitozomalni lokalizace byla
ovéfena v dalSich pracich (Martincova et al., 2015; Rout et al., 2016; Voleman et al., 2017).
Neobvyklé sférické struktury byly v nékterych piipadech pozorovany v preparatech bunék
trofozoit kmene G.intestinalis epizomalné exprimujicich GL50803 16424-HA a v buikach
exprimujicich GL50803 16424-BAP. Pfitomnost téchto struktur lze vysvétlit jako disledek
,soverexprese® proteinu v bunkach G. intestinalis. Jak v naSich pokusech, tak v pokusech
Martincové a kol. byl pouzit pro transfekci plazmid pONDRA se silnym promotorem, ktery je
soucasti 5'-nepiekladané oblasti genu pro glutamat dehydrogenazu (GDH). Pfitomnost téchto
struktur nebyla pozorovana v ptipadech fluorescenéniho znaceni buné€k trofozoitl divokého kmene
G. intestinalis (WB) nami vytvofenou protilatkou proti GL50803 16424. Protein odpovidajici
prvni poloviné proteinu GL50803 16424 s C-terminalnim dvojitym HA tagem byl pozorovéan
v blizkosti centralnich mitosomu. Exprese druhé poloviny proteinu GL50803 16424 se nezdafila,
ptesto je pravdépodobné, Ze 1. polovina proteinu GL50803 16424 (jeho N-koncové ¢ast) by mohla
byt zodpoveédna za kontakt s mitosomy. Bohuzel z diivodu nedostate¢né funkéni protilatky, ktera
by specificky znacila struktury endoplazmatického retikula, nebylo mozné fluorescenéné oveftit

ptipadnou kolokalizaci proteinu GL50803 16424 s touto organelou. MoZznost lokalizace proteinu
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GL50803 16424 s endoplazmatickym retikulem, hojné zastoupenym v G. intestinalis, se nabizela

obzvlasté po vyhodnoceni vysledkll z pokusu crosslinkovani tohoto proteinu.

6.3 Vlastnosti proteinu GL50803 16424

Z vysledkt zkousek ochrany proteinu pted protedzou trypsinem a ze zkousky uhlic¢itanem
sodnym je patrné, Ze protein GL50803 16424 vykazoval podobné vysledky jako protein GilscU,
ktery je chranén pfed proteazou mitosomalnimi membranami a po jejich rozruSeni s nimi

asociovan. Protein GL50803 16424 je ziejme solubilni a je soucasti membranou obalené struktury.

Pro dalsi experimentalni ovéfeni mozné interakce proteinu GL50803 16424 a proteinu
GiTom40, nazna¢ované v jiz zminénych datech Martincové a kol. a Routa a kol., byla pouzita
metoda zobrazujici proteinové komplexy cilovych proteini — modrd nativni elektroforéza.
Nase vysledky ukézaly tvorbu extrémné velkych proteinovych komplext (ve pfibliznych
velikostech 550 kDa a 800 kDa) v ptipadé proteinu GL50803 16424. Protein GiTom40 tvofil
proteinovy komplex o velikosti pfiblizné¢ 210 kDa. Stejnou velikost proteinového komplexu
GiTom40 urcili i Dagley a kol. (Dagley et al., 2009). Mozna interakce proteinu GL50803 16424
a GiTom40 tak nebyla potvrzena.

6.4 Crosslink proteinu GL50803 16424 a jeho analyza

V ramci naseho zkoumani proteinu GL50803 16424 byl vytvoten konstrukt tohoto proteinu
s pfipojenym biotin akceptorovym peptidem (BAP) na jeho C-konci. Diky expresi fuzniho proteinu
GL50803 _16424-BAP v bunikach G. intestinalis, soucasné epizomalné exprimujicich upraveny
enzym biotin ligazu (BirA), bylo moZné protein po biotinylaci in vivo, jednak fluorescenéné znacit,
tak 1 specificky izolovat. Toho bylo vyuZito ve spojeni s chemickym crosslinkovanim proteinu
GL50803 16424 molekulami DSP. Purifikovany protein a s nim izolované mozné interakéni
faktory byly nasledné analyzovany hmotnostni spektrometrii. Byla tedy pouZita stejna metoda,
pomoci které Martincova a kol. urcili nové mitosomalni proteiny, véetné GL50803 16424
(Martincova et al., 2015). Navzdory tomu, Ze v praci Martincové a kol. protein GL50803 16424
koprecipitoval se v§emi zkoumanymi proteiny (GiTom40, GIMOMP35, GiTim44, GiPaml§,
GimtHsp70), nase vysledky z tohoto pokusu neptinesly zadny dikaz o tom, ze by takto silna
interakce platila 1 v opacném ptipadé. Vysledky koprecipitace proteinu GL50803 16424 v praci
Martincové a kol. s vySe vypsanymi proteiny riznych mitosomalnich kompartmentt 1ze povazovat

za velmi presvédcivé, protein GL50803 16424 mél ve vSech piipadech vysoké skore
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z analyzy hmotnostni spektrometrii (Martincova et al., 2015). Naprosto neo¢ekavané bylo v nasich
vysledcich z analyzy hmotnostni spektrometrii zaznamenano velmi nizké skore s proteiny
GiTom40, GiTim44, GIMOMP35, GimtHsp70. Z toho vyplyva, Zze ackoli mitosomalni proteiny
silné interaguji s proteinem GL50803 16424, samotny GL50803 16424 mé& mnoho jinych
interak¢nich partnertt z dalSich bunécnych organel/cytosolu. Navic nékteré proteiny s velmi
pravdépodobné interagujicich s proteinem GL50803 16424 maji experimentalné urcenou
lokalizaci do oblasti ventralni disku, tedy do mista, kde byla ptivodné urcena lokalizace i proteinu

GL50803_ 16424 (Hagen et al., 2011).

Vyslednd data zanalyzy hmotnostni spektrometrie crosslinkovaného  proteinu
GL50803 16424 byly roztfidéna do dvou kategorii: i) proteiny, které se vyskytovaly ve vétSim
mnozstvi ve vzorku crosslinkovaného GL50803 16424; ii) proteiny, které se vyskytovaly pouze
ve vzorku crosslinkovaného GL50803 16424. V prvni kategorii pfevazovaly mezi nejlepSimi
vysledky proteiny endoplazmatického retikula. Nejvice ,nabohaceny” protein Bip
(GL50803 17121) je homologem Hsp70, nachézejiciho se v lumen endoplazmatického retikula
a podili se na skladani protein uvnitt ER a na jejich translokaci pfes membranu ER (Soltys et al.,
1996). Mezi dalSimi koprecipitujicimi proteiny se nachazely proteiny ze skupiny protein disulfid
izomeraz (PDI), opét enzymy typické pro endoplazmatické retikulum. V G.intestinalis se protein
disulfid izomerazy Gcastni hlavné skladani na cystein bohatych proteinti ozna¢ovanych jako VSP
(z angl. variant-specific surface proteins), pfitomnych na povrchu trofozoita a podilejicich
se na antigenni variaci G. intestinalis (Davids et al., 2006; Prucca and Lujan, 2009). Nékolik
proteinlt zrodiny VSP bylo uréeno jako velmi pravdépodobné interakéni proteiny
GL50803 _16424. Proteiny VSP ptitomné ve vzorku crosslinkovanych proteint G. intestinalis, jsou
vétSinou povazovany z kontaminaci spojené s touto metodou, avsak v kontextu s nasim proteinem

se muze jednat o skute¢né interak¢ni partnery GL50803 16424.

Dalsi skupinou proteinii pfitomnou v nasich vysledcich byly NEK kindzy, obsahujici
ankyrinové repetice. Tuto vlastnost m¢l 1 dalsi vysledny protein z rodiny proteinti 21.1. Urceny
byly 1 proteiny alfa-giardiny patfici do rodiny annexinli, které jsou typické pro svou
Ca?" dependentni vazbu na fosfolipidy perifernich membran (Barton et al, 1991).
Jako signifikantni proteiny koprecipitujici s proteinem GL50803 16424 byly urceny alfa-giardiny
1,11,7.3,2 a 6. Jedna se o homology cytoskeletarnich proteinli a imunoreaktivni proteiny pfitomné

v akutnich fazich gardiozy (Palm et al., 2005; Weiland et al., 2005). Vzhledem k tomu, Ze nékteré
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z alfa-giardini maji vysokou troven transkripce, je mozné, ze vyskyt téchto proteinii ve vysledcich
crosslink experimentu znamena pouze kontaminaci cytoskeletdrnimi proteiny, jejichz hojné
zastoupeni v buiice ovlivnilo jejich statisticky vyznam v naSich datech (Palm et al., 2003; Weiland
et al., 2005). Pro ovéteni, zda identifikované proteiny skutecné s proteinem GL50803 16424
interaguji, bude nutné provést dalsi experimenty potvrzujici funkéni spojeni a kolokalizaci téchto
proteinil. Z nasich ziskanych dat, nelze tedy jednozna¢né urcit oblast plsobeni proteinu
GL50803 16424. Navzdory nami ziskanym vysledkim z mikroskopicky urcené lokalizace
proteinu GL50803 16424 se v tomto piipadé nabizi moznost dvoji lokalizace tohoto proteinu

v bunkach G. intestinalis.

6.5 Shrnuti
Ze souhrnu dat vyplyva, Ze protein GL50803 16424 ma bud’ velmi sloZzitou topologii, nebo

muze mit dvoji lokalizaci. Je patrny kontakt proteinu GL50803 16424 s mitosomy/mitosomalnimi
proteiny (tvrzeni podpotfené daty Martincové a kol., Rout a kol. a naSim urcenim lokalizace),
na druhou stranu vsak interaguje s proteiny endoplazmatického retikula, ptipadné dalSimi proteiny
sekretorické dréhy, z nichZ nékteré maji experimentalné uréenou lokalizaci do ventralniho disku.
Jakou funkci by protein GL50803 16424 mohl mit nebylo moZné z naSich dat urcit, nicméné jsme

specifikovali oblast, na kterou by se mély zaméftit nasledujici experimenty.
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7 Zavér
V této praci byl charakterizovan jeden z nové objevenych proteinit GL50803 16424, jehoz
lokalizace byla piivodné urCena v oblasti ventralniho disku a pozdéji v oblasti mitosomu
G. intestinalis. Pro vyjasnéni téchto protichtidnych vysledkd, byla lokalizace proteinu v nasi praci
ovétena nékolika mikroskopickymi pfistupy vyuZzivajici detekce ptfirozené¢ho proteinu pomoci
specifické protilatky. Rozhodujici vysledky pfinesla az metoda superrezolu¢ni mikroskopie

STED. Ta ukazala ptitomnost proteinit GL50803 16424 v tésné blizkosti mitosomii.

Spolu s nejistou lokalizaci byla neznama i funkce proteinu GL50803 16424. Bylo zjisténo,
Ze tento protein patii do proteinové rodiny myelodysplasia-myeloid leukemia factor 1-interacting
protein (MIf11P), jejiz piivod je odvozen od lidského proteinu myeloid leukemia factor 1. Ten je
u lidi spojen s onemocnénim myeloidni leukémie a myleodsplastického syndromu. Dalsi protein
z této proteinové rodiny lze najit i u Drosophila melanogester. Tato strukturni homologie vSak

nenaznacila jakoukoli funkéni spojitost s proteinem GL50803 16424,

Vzhledem k obtiznosti zkoumani nejen mitosomalnich proteinti organismu G. intestinalis,
jsme v na$i praci pouzili jiz vyzkousenou metodu enzymatického znaceni proteinli in vivo,
vyuZzivajici enzymu biotin ligdzy a biotin akceptorového peptidu. Pomoci tohoto pfistupu jsme
analyzovali moZné interakcni partnery proteinu GL50803 16424, mezi kterymi bylo mozné najit
1 nékteré proteiny mitosomalni, vétSinou vSak Slo o proteiny spojené s endoplazmatickym
retikulem.

Dale byly zkoumany vlastnosti proteinu GL50803 16424 zkouskami, kdy byla ke vzorku
obsahujici 1 tento protein exogenné piidana proteaza trypsin a uhli¢itan sodny. Vysledky téchto

zkousek ukézaly, ze protein GL50803 16424 je solubilni a v prostiedi buiiky chranén

membranou.

Prace rozsifila znalosti o jednom z proteind, ktery je Uzce spjat s unikatni organelou

mitosomem, jejiZ proteom obsahuje jen dvé desitky identifikovanych proteint s uréenou funkeci.
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