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Abstrakt

Mitochondrialni procesujici peptidasa (MPP) nebo jeji redukované formy vyskytujici se
v hydrogenosomech a mitosomech patfi mezi esencialni enzymy vyskytujici se ve vSech
eukaryotech.

MPP se sklada ze dvou podobnych, ale funkéné odlisnych podjednotek, a-MPP a 3-MPP,
jejichz vzajemna spoluprace je pro funkci enzymu nutnd. Univerzalni funkce tohoto enzymu je
v rozezndni a odStépeni velkého mnozZstvi presekvenci preproteint, liSici se délkou 1 primarni
sekvenci aminokyselin. Kombinaci biochemickych, molekuldrné-genetickych a fyzikéalnich
metod byla pozorovana zména konformace o-MPP po navazani substratu, a tak byl ¢astecné
objasnén mechanismus rozpoznavani Siroké Skaly substrat.

Znalost mechanismu fungovani MPP poskytuje poznatky i o jejich redukovanych
formach, mitosomalni procesujici peptidase z Giardia (GPP) a hydrogenosomalni procesujici
peptidase (HPP), vyskytujicich se pievazné v jednobunéénych parazitech. Funkce téchto
peptidas, mnoZstvi substratii i1 vlastnosti presekvenci, které rozeznavaji, se b&hem evoluce

pfizptsobily niz§im pozadavkim paraziti.

Abstract

Mitochondrial processing peptidase (MPP) or its reduced forms occuring in
hydrogenosomes and mitosomes are ranked among essential enzymes of all Eucarya.

MPP consists of two similar but functionally different subunits, a-MPP and -MPP. The
cooperation of these subunits is necessary for enzyme function. A universal function of this
enzyme is in recognition and cleavage of great number of preprotein presequences, which differ
in length and amino acid sequence. The conformational change of a-MPP after substrate binding
was apparent after using the combination of biochemical, molecular-genetical and physical
methods. A mechanism of recognition of wide variety of substrates was therefore partly
explained.

Knowledge of MPP function mechanism also gives information about its reduced forms,
Giardia mitosomal processing peptidase (GPP) and hydrogenosomal processing peptidase
(HPP), occuring mainly in unicellular parasites. Functions of these peptidases, quantity of
substrates as well as properties of recognized presequences adapted to lower requirements of

parasites.
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1. Uvod

Vznik mitochondrie a pfesun velké ¢asti genetické informace z mitochondrie do jaderné
DNA hostitele béhem evoluce (Timmis et al., 2004) s sebou pfinesl nutnost pritomnosti systému
importujicich preproteiny do mitochondrie.

Jaderné¢ kodované proteiny urcené do mitochondrie vétSinou obsahuji odStépitelnou
N-termindlni signalni sekvenci (Gakh et al., 2002). Presekvence preproteinii je rozpoznana
receptory na povrchu mitochodrie. Diky jeji schopnosti utvofit amfifilni a-Sroubovici (Roise et
al., 1988), kde se na jedné stran¢ nachazi hydrofobni Cast a na druhé kladn€ nabité
aminokyselinové zbytky, jsou preproteiny transportovany do matrix mitochondrie kanaly
tvofenymi komplexy translokas umisténymi ve fosfolipidovych dvojvrstvach. Signalni sekvence
je zde odstépena (Gakh ef al., 2002) pomoci mitochondridlni procesujici peptidasy (MPP —
mitochondrial processing peptidase).

Proces translokace pfes vn€j$i a vnitini membranu je relativné dobie znam, ale otazkou
stale zistava, jak evolu¢né konzervovand MPP muze rozlisit tak velkou Skéalu sekvencné i délkou
odli$nych presekvenci (von Heijne, 1986), ve spravném mist€ je odStépit, a tim proteinu umoznit
zaujmout svou nativni konformaci. I kdyZ jsou presekvence velmi odliSné, pfesto je n€kolik
vlastnosti, které je spojuje a které hraji zdsadni tlohu v procesu rozpoznavani (von Heijne, 1986).

MPP se sklada z a podjednotky (a-MPP), jejiz funkce je nejspiSe v rozeznavani substrati
(Taylor et al., 2001), a z B podjednotky (B-MPP), na které se vyskytuje katalytické misto
peptidasy (Luciano et al., 1996). Enzym je aktivni pouze v dimeru, kde se mezi podjednotkami
utvofi negativné nabita dutina, do které se substrat navdze ve své rozvinuté formé (Taylor ef al.,
2001). Na o-MPP se vyskytuje konzervovand smycka s vysokym obsahem zbytkl glycinu
(GRL — glycine-rich loop), ktera hraje zasadni tlohu pfi prvnim kontaktu enzymu se substratem,
protoZe obsahuje hydrofobni a ptfedev§im aromatické aminokyselinové zbytky (Dvorakova-Hola
et al., 2010). Dvordkova-Hola a kol. pfedpokladaji, ze zpisob rozeznani presekvence pomoci
GRL je na stejném principu, na kterém rozeznava presekvenci receptor importniho systému
Tom20 (Dvorakova-Hola et al., 2010).

V nékterych organismech doSlo kredukci mitochondrii na organely (mitosomy,
hydrogenosomy) vykonavajici mén¢ funkci, které jsou vsak specializované (Smid et al., 2008).
Nebylo jiz tfeba tak velkého mnoZzstvi proteint a slozitého systému maturujiciho preproteiny,
proto se ptizplsobily jak proteasy vyskytujici se v téchto organelach a plnici podobnou funkci

jako MPP tak nékteré vlastnosti presekvenci (Dyall et al., 2004).



Kombinaci biochemickych, molekuldrné-genetickych a fyzikalnich metod, které se
uplatiiuji na modelu MPP, je mozné sledovat zménu konformace peptidas po navazani substratu
a Castecné objasnit mechanismus rozpoznavani. Ve své praci jsem se pokusila shrnout dosud

7jisténé poznatky.



2. Evolu¢ni piivod mitochondrie a od ni odvozenych organel

2.1. Pivod mitochondrie

Vznik mitochondrie vysvétluje endosymbioticka teorie, kterd ptedpokladd pohlceni
aerobni a-proteobakterie, patfici do skupiny Rikettsiales, hostitelskou anaerobni buiikou (Embley
et al., 2006). Tato prokaryota presunula velkou cast své genetické informace do jadra (Timmis et
al., 2004) a ptestala byt pln¢ nezavislym organismem (Dyall et al., 2004). Pfesunem genetické
informace z mitochondrie do jaderné DNA hostitele béhem evoluce vznikla nutnost systému
importujicitho preproteiny do mitochondrie (Smid et al., 2008). Jedna se o adresovani
presekvenci, vznik translokujiciho systému a systému maturujici preprotein.

Teorii o prokaryotickém plvodu mitochondrie podporuji 1 nékteré vlastnosti
mitochondrie, které jsou velmi podobné bakteriim, napf. dvojitd membrana, ktera organelu
obklopuje (Obr. 1), ribozomy prokaryotniho typu, odlisnd mitochondridlni DNA od bunécné aj.

Mitochondrie nebo od mitochondrie odvozené organely jsou dulezitou soucasti
eukaryotické buniky. Na rozdil od organel odvozenych od mitochondrie, mitochondrie zastava
velké mnozstvi funkei. Hlavni funkci mitochondrie je tvorba energie ve formé ATP pomoci

biologickych oxidaci (Ritz et al., 2005). Tento druh energie nutny pro vS§echny bunééné procesy.

Obr. 1 Struktura mitochondrie. 1 — vnéj$i membrana, 2 — krista, 3 — vnitfni membrana, 4 — matrix. Mezi vné&jsi a
vnitini membranou se nachazi mezimembranovy prostor.

(Pfevzato z http://www.metabolicketypy.com/strava_3.htm).

2.2. Organely odvozené od mitochondrie
Mezi organely odvozené od mitochondrie patii hydrogenosomy a mitosomy (Embley et

al., 2006). Tyto organely se vyskytuji v jednobunéénych organismech zijicich v prostiedi

s nedostatkem kysliku, napt. ve vnitrobunéénych parazitech. Dfive se pfedpokladalo, Ze tyto
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organely a mitochondrie maji stejného prokaryotického predka, jen se od linie vedouci k tvorbé
mitochondrie oddélily (Brown et al, 2007). V dnesni dobé vsSak pfevazuje teorie, ze
hydrogenosomy a mitosomy vznikly redukci mitochondrie (Embley ef al., 2006, Smid et al.,
2008). Tyto organely maji n¢které typicky mitochondrialni vlastnosti, tj. nékteré proteiny (napf.
Hsp70, Hsp60), dvojitou membranu (Dolezal et al., 2005, Dyall et al., 2004) a konzervovany (ale
redukovany) zplisob transportu preproteinti do organely (Bradley et al., 1997). Na druhou stranu
se 1i8i napf. v tom, Ze az na vyjimku, napf. hydrogenosomy nalevnika Nyctotherus ovalis (Boxma
et al., 2005), neobsahuji vlastni DNA, tudiz musi byt vSechny jaderné¢ kodované proteiny urcené
do organely importovany.

Evolu¢ni piibuznost téchto organel s mitochondriemi se neda stanovit na zakladé
genetické informace, protoze DNA u vétSiny mitosoml a hydrogenosomt chybi, ale vychézi se

z ptitomnosti nékterych typickych vyse zminénych proteinti (Dyall et al., 2000).

2.2.1. Hydrogenosom

Hydrogenosomy se vyskytuji v riiznych jednobunécénych eukaryotech, napt. v lidském
parazitu Trichomonas vaginalis. Konecnym akceptorem elektronti neni kyslik, a tak
hydrogenosomy metabolizuji pyruvat na acetat, CO2 a H, (Sutak et al., 2004). Nekteré enzymy
(napf. hydrogenasa) jsou pro hydrogenosomy specifické, a u mitochondrii se tedy nevyskytuji

(Muller, 1997).

2.2.2. Mitosom

Mitosomy se vyskytuji napt. u lidského parazita Giardia intestinalis. Mitosomy neplni
funkci ATP syntézy (Embley et al., 2006), ale obsahuji dva mitochondrialni proteiny
usporadavajici Fe-S centra, kterd plni funkci kofaktorti pfenosu elektrond (Smid ef al., 2008).

Substraty, které se do mitosoml dostanou (v dne$ni dob¢ jich je zndmo pouze devét),

vétSinou neobsahuji N-terminalni odstépitelnou sekvenci (Smid ez al., 2008).
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3. Obecny popis systému transportu preproteini z cytosolu do mitochondrie

3.1. Prekurzory mitochondrialnich proteinu

Témetr vSechny mitochondrialni proteiny jsou kddovany v jadie (Gakh et al., 2002).
Existuyji rtizné systémy pro transport preproteini do mitochondrie, ale nejbeznéjsi je
posttranslac¢ni import (Neupert et al., 2007).

Preproteiny se v cytosolu nevyskytuji samostatné ale v komplexu s faktory, napf.
cytosolickymi chaperony Hsp70 a Hsp90, které je stabilizuji, zabranuji jejich degradaci (Neupert
et al., 2007) a pomdhaji preproteinim udrzovat takovou konformaci, kterd jim umozni
translokaci pfes membrany do mitochondrie (Mihara et al., 1996).

Vétsina proteind je syntetizovana na cytosolickych ribosomech (Model et al., 2002, Roise
et al., 1988) jako preproteiny obsahujici na svém N-konci odstépitelnou signalni sekvenci
sméefujici preprotein do mitochondrie (MTS — mitochondrial targeting sequence). Neékteré
preproteiny neobsahuji N-terminalni signalni sekvenci ale misto toho sekvenci vnitini, napft.
prekurzory proteinti vnéj$i membrany (Gakh et al., 2002).

Proteolytické Stépeni prekurzorti proteint je v mitochondrii provedeno predevsim tremi
peptidasami (Gakh et al., 2002). Mitochondrialni procesujici peptidasa (MPP) §tépi vétSinu
mitochondrialnich preproteint; jak téch, které zlistavaji v matrix, tak téch, které obsahuji dalsi
tfidici sekvenci. Vnitini membranova peptidasa (IMP — inner membrane peptidase) $tépi signal
sméfujici preprotein do mezimembranového prostoru poté, co byl pomoci MPP odStépen signal
smétujici preprotein do matrix. Mitochondridlni ,,intermediate* peptidasa (MIP — mitochondrial
intermediate peptidase) je nutnd, obsahuje-li presekvence oktapeptidovy signal (kap.5.), ktery
vyzaduje dvé Stépeni, tj. enzymem MPP 1 MIP (Obr. 2). Mezi takové proteiny patii predevSim
proteiny smérované do vnitini membrany, ale 1 nékteré matrixové proteiny (Gakh et al., 2002)

Vlastnosti, které jsou charakteristické pro MTS jsou podrobnéji popsany v kapitole 5.

3.2. Translokace preproteini do matrix

Preproteiny se do mitochondrie dostavaji pomoci dvou transportnich komplext (Neupert
et al., 2007) — TOM komplexem (translocase of the outer mitochondrial membrane) ulozenym ve
vn¢js$i mitochondridlni membrané a TIM komplexem (translocase of the inner mitochondrial
membrane) ve vnitini mitochondridlni membrané (Obr. 2). Studie ukézaly, Ze vyznamna Cést

téchto importnich komplexii je u eukaryot konzervovana (Iwahashi ef al., 1997).
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Obr. 2 Proteolytické upravy prekurzori mitochondrialnich proteini. CH, cytoplazmatické a mitochondrialni
chaperony; R, receptory vnéjSi membrany asociované s TOM, translokasou vnéj$i membrany; TIM, translokasa
vnitini membrany; OM, vnéjSi membréna; IMS, mezimembranovy prostor; IM, vnitini membrana;, MPP,
mitochondridlni procesujici peptidasa; MIP, mitochondridlni ,,intermediate” peptidasa; IMP, vnitini membranova

peptidasa; +++, kladné nabita presekvence preproteinu. (Pfevzato z Gakh et al., 2002).

3.2.1. TOM komplex

Hlavni funkci komplexu translokas ve vngj$i mitochondrialni membrané (TOM komplex,
490 — 600 kDa) je rozpoznani, translokace preproteint pfes vnéj$i membranu ¢i inzerce proteinli
do vnéjs$i membrany (Kunkele ef al., 1998). TOM komplex se sklada ze sedmi komponent, které
se deli na dvé skupiny (Neupert et al., 2007) — receptory a poérové proteiny tvorici importni kanal
(Obr. 3).

Hlavnimi receptory jsou Tom20 a Tom70. Oba proteiny jsou ukotveny svou N-terminalni
¢asti ve vnéj$i membrané a do cytosolu vystavuji hydrofobni domény (Abe et al., 2000). Oba
receptory se mohou ¢astecné ve své rozpozndvaci funkci nahradit, ale kazdy z nich primarné
rozpoznava jiny substrat. Tom70 rozpoznava piedevsim hydrofobni preproteiny s interni signalni
sekvenci (Model et al., 2002), zatimco Tom20 N-terminalni presekvence (Abe et al., 2000).
Dal$im povrchovym receptorem je Tom?22, ktery vystavuje vysoce negativné nabitou N-
termindlni doménu do cytosolu a kratkou C-terminalni doménu do IMS (intermembrane space —
mezimembranovy prostor). Centralni receptor Tom22 spojuje Tom20 s transloka¢nim kanéalem a
predpoklada se, Ze spolupracuje s Tom20 pifi vazbé na substrat. Tom22 je tedy dulezitou
komponentou pro udrzeni celkové integrity TOM komplexu (van Wilpe et al., 1999).

Kanal pro import prekurzori proteinii je tvofen ptredevSim centrdlni komponentou

homodimerem Tom40 tvoficim v membrané¢ [-barelovou strukturu a tiemi malymi
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podjednotkami (Obr. 3) asociovanymi s Tom40, které cely komplex stabilizuji (Neupert et al.,
2007). Kanal obsahuje kysel¢ domény a diky elektrostatickym interakcim mezi nimi a kladné
nabitymi presekvencemi preproteinit mize dojit k translokaci (Dietmeier et al., 1997).

Neékolik Tom40 dimertt se uskupuje do vétSich TOM struktur, které vedou k vytvoreni
dvou nebo tfi kandlu podobnych komplexti, a k tomu jim pomahaji receptory Tom22 a Tom20

(Model et al., 2002).

Cytosol

51l
h Mﬁﬂﬁ

Obr. 3 TOM komplex. Povrchové receptory — Tom70, Tom22, Tom20; Proteiny importniho kanalu — Tom40,
Tom?7, Tom6, TomS5; OM, vnéjsi mitochondridlni membrana; IMS, mezimembranovy prostor. (Pfevzato z Neupert et

al., 2007).

3.2.2. TIM komplex

Hlavni translokasou vnitini membrany je TIM23 (Neupert et al., 2007). Translokace
pozitivné nabitych presekvenci je fizena pomoci elektrického membranového potencidlu
(Chacinska et al., 2005) a hydrolyzou ATP (Neupert et al., 2007). Komponenty TIM23 jsou
rozdeleny na dvé skupiny (Neupert et al., 2007) — na ty, které¢ tvofi membranovy kanal, a na
importni motory (PAM — the presequence translocase-associated motor), které fidi translokaci
celého preproteinu do matrix (Obr. 4).

Mezi komponenty tvofici membranovy kanal patii ctyfi podjednotky — predevS§im Tim23,
dale Tim50, Tim17 a Tim21. Tim23 vystavuje svou N-terminalni hydrofilni doménu smérem k
vnéjs$i membrané a svou stitedni doménu do IMS a napoméha ptiblizeni TOM a TIM komplext
(Donzeau et al., 2000). V posledni dob¢ se vSak prokazala dilezitd funkce Tim21, kterd spociva
v interakci s Tom22, a tim propojeni obou komplexti (Mokranjac et al., 2005), a v regulaci
asociace PAM s TIM23 komplexem.

Pomoci elektrického membranového potencidlu lze translokovat pouze MTS (Martin et

al., 1991). Pro translokaci celého preproteinu je potfeba funkce PAM (Neupert et al., 2007),
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ktery se sklada ptredevsim z Tim44, mtHsp70 a Mgel (Obr. 4). Tim44 je hydrofilni matrixovy
protein spojeny s vnitini membranou a caste¢né se podilejici na tvorbé kandlu. mtHsp70
obsahuje N-termindlni ATPasovou doménu a C-terminalni doménu vézici substrat (D'Silva et al.,
2004). K vyméneé ADP/ATP na mtHsp70 slouzi Mgel faktor (Neupert et al., 2007). Aktivni
translokace preproteinu je uskutetnéna pomoci mtHsp70, ktery zabranuje posun preproteinu
zpatky a aktivné ho sune z vnitini membrany. Do bezprostiedni blizkosti substratu se mtHsp70
dostane pomoci Tim44 (Horst et al., 1997).

Poté, co se preprotein dostane do matrix, je jeho presekvence odStépena pomoci MPP.
Protein je poté schopen zaujmout svou nativni konformaci bud’ v matrix mitochondrie,

membrandch, nebo jinych mitochondridlnich subkompartmentech (Neupert et al., 2007).

PAM

Obr. 4 TIM23 komplex. Membranova ¢ast — Tim50, Tim23, Tim21, Tim17; Importni motory — Tim44,
Tim16/Pam16, Tim14/Pam18, mtHsp70, Mgel; IMS, mezimembranovy prostor; IM, vnitini membrana; Ay,
elektricky membranovy potencial. (Pfevzato z Neupert et al., 2007).
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4. Mitochondrialni procesujici peptidasa a jeji redukované formy

4.1. MPP

4.1.1. Pivod MPP

Mitochondrialni procesujici peptidasa se vyvinula z preexistujici bakteridlni proteasy a
stala se soucasti cytochrom bc; komplexu (Gakh et al., 2002) dychaciho fetézce (core 1 a II
proteiny; Obr. 5). Pro vznik maturovaného bc; komplexu je nutnd funkce Core I a II proteintl,
které odstépuji podjednotku IX z Rieske Fe-S proteinu (Nagao et al., 2000). Z této konkrétni
proteasové funkce se pozdéji vyvinula univerzadlni funkce MPP rozliSujici velké mnozZstvi

substratu.

Obr. 5 Struktura kufeciho bc; komplexu dychaciho fetézce. Tento komplex je tietim komplexem v elektron-
transportnim fetézci. cyt cl, cytochrom c; a cyt b, cytochrom b slouzi k pfenosu dvou elektrond z ubichinolu na
cytochrom c. Zaroven dochazi k transportu protont z matrix do mezimembranového prostoru. Core I a II proteiny,
které jsou soucasti tohoto komplexu maji dvoji funkei, spolupodileji se na tvorbé komplexu a odstépuji podjednotku

IX z Rieske Fe-S proteinu. (Pfevzato z http://www.life.illinois.edu/crofts/bc-complex_site/).

Stav, kdy podjednotky MPP a core proteini jsou totéZz, se v soucasnosti vyskytuje u
fotosyntetizujicich rostlin (Gakh ef al., 2002) — core II protein bc; komplexu je analogem a-MPP

a core I protein je analogem B-MPP. Core proteiny u rostlin vykonévaji dvé funkce (Braun et al.,
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1992). Jednak stabilizuji komplex a jednak odStépuji presekvence preproteint, které jsou
transportovany z cytosolu do matrix mitochondrie.

Ve vétsSing organismil, napi. u Saccharomyces cerevisiae nebo savcl, se pozdéji dve
podjednotky enzymu, nejspiSe duplikaci genl, od bc; komplexu oddélily, a tim se oddélila
regulace respirace a proteolytické upravy proteint (Gakh et al., 2002).

Prechodovy stav se vyskytuje napi. u organismu Neurospora crassa, kde je jedna
podjednotka MPP zakotvena ve vnitini membrané¢ mitochondrie, a tudiz méa i funkci core
proteinu, a druhé se vyskytuje v matrix (Hawlitschek ez al., 1988).

Kvasinkovy a sav¢i core II protein postrada pro a-MPP charakteristickou GRL (Gakh et
al., 2001), avSak core II protein napi. z brambory, ktery zaroveil funguje jako a-MPP, tuto
konzervovanou smycku obsahuje. Tento fakt naznacuje, ze GRL hraje dualezitou roli
v univerzalni funkci MPP a vyskytuje se pravé u organismu, u kterych doslo k oddéleni funkce

maturujici proteiny od funkce dychaciho fetézce.

4.1.2. Charakterizace MPP

MPP (~ 100 kDa) je sloZzena ze dvou podobnych, ale funkéné odlisnych podjednotek, a-
MPP a B-MPP (Obr. 6), vyskytujicich se prevazné v matrix mitochondrie. Celkova sekvenéni
podobnost mezi podjednotkami je 20-30 % (Schulte er al., 1989). Kazda podjednotka
kvasinkové MPP se skladé ze dvou topologicky velmi podobnych domén (kazda slozena z ~ 210
zbytkl), které jsou spojeny linkerem slozenym ze 16 zbytkd u a-MPP a 22 zbytkd u B-MPP
(Taylor et al., 2001). MPP je aktivni pouze v dimeru, samostatné podjednotky jsou nefunkéni
(Yang et al., 1988).

MPP je stimulovana p¥tomnosti dvojvaznych kovi, piedeviim Co”>", Mn®" a Zn*"
(Luciano et al., 1998), proto patii mezi metaloendopeptidasy (Luciano et al., 1998). Optimalni
pH pro aktivitu MPP je mezi 7 — 8 (McAda et al., 1982).

3-D struktura kvasinkové MPP byla stanovena pomoci rentgenové strukturni analyzy a

poskytla zaklad pro model rozpoznani MTS substratu (Taylor et al., 2001).

4.1.2.1. o-MPP

Pro tuto podjednotku MPP byly v minulosti pouzivany riizné nazvy — MPP-1, MAS2,
MIF2, P-55 a podjednotka III cytochrom c¢ reduktasy (Kalousek et al., 1993). Nomenklatura se

poté sjednotila a vétsi podjednotka enzymu se uz jednotné nazyva a-MPP.
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Na o-MPP se vyskytuje degenerovana N-koncova katalyticka oblast, kterd potvrzuje
evolu¢ni pivod z vice konzervované 3-MPP (Gakh er al., 2001). Pfedpoklada se, ze o-MPP
vznikla duplikaci genu, ztratila katalytickou funkci, a pievzala funkci regulacni.

Ditlezitou soucasti podjednotky je flexibilni mezidruhové konzervovana GRL, jejiz
funkce je nejspiSe v predani presekvence do aktivniho mista a v uvolnéni §tépeného proteinu
z enzymu (Dvorakova-Hola et al., 2010, Ito, 1999).

Dalsi dualezitou oblasti je konec C-koncové domény, ktery je sice vysoce variabilni, ale
funkce této oblasti se predpokladd v mechanické podpofe C-koncové domény behem jejich
konformacnich zmén po vazbé substratu (Janata et al., 2004). Je také dulezity pti vazbé substratu

a jeho proteolytické upravé (Shimokata et al., 1998).

Obr. 6 Krystalova struktura kvasinkového MPP dimeru. Modfe je oznacena B podjednotka, Zluté¢ je oznacena o

podjednotka, cervené¢ GRL. (Pievzato z Taylor ef al., 2001).

4.1.2.2. B-MPP

Pro mensi podjednotku enzymu MPP byly v minulosti také pouZzivany rizné nazvy —
PEP, MASI, MIF1, P-52 a podjednotky I a II cytochrom c reduktasy (Kalousek et al., 1993).

N-koncova doména B-MPP obsahuje dva vysoce konzervované useky. Prvni z nich je
tvoti amfifilni a-Sroubovici s negativné nabitymi zbytky na jedné strané. Predpoklada se, Ze tato
doména interaguje s kladné nabitou amfifilni a-Sroubovici presekvence preproteinu (Kleiber et
al., 1990).

Dalsi oblast, ktera je velmi konzervovana a ptitomna u vSech B-MPP, je od prvni oblasti

vzdalena 70 aminokyselinovych zbytkd smérem k N-konci (Gakh et al., 2002) a jeji soucasti je
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zinek-vazajici motiv (H-x-x-E-H-x76-E). Tento motiv je typicky pro zinkové proteasy, které patii
do pitrilysinové rodiny, napt. pitrilysin Escherichia coli nebo enzym degradujici insulin
(Rawlings et al., 1995), a je dileZity pro katalytickou aktivitu MPP. Umisténi Zn>" iontd je
koordinovano dvéma histidinovymi zbytky a distalni glutamovou kyselinou (Obr.7). Proximalni
glutamové kyselina umoziiuje molekule vody obsadit &tvrté misto na Zn®" iontu (Taylor et al.,

2001).

Obr. 7 Vazebné misto pro zinek vyskytujici se v B podjednotce MPP S.cerevisiae. BHis-70 (histidin v pozici 70 na
B-MPP) , BHis-74 (histidin v pozici 74 na B-MPP) spolu s distalni BGlu-150 (kyselina glutamova v pozici 150 na -
MPP) koordinuji umisténi Zn>* iontu. Proximélni BGlu-73 (kyselina glutamové v pozici 73 na B-MPP) se vaze
vodikovym muistkem na molekulu H,O, polarizuje ji a umoZiiuje vazbu H,O na Zn*" jont. (Pfevzato z Taylor et

al., 2001).

4.2. HPP

Smid a spol. se odklani od tvrzeni, Ze se hydrogenosomalni procesujici peptidasa (HPP —
hydrogenosomal processing peptidase) sklada ze dvou homolognich B-podjednotek (Brown et
al., 2007), ale prokazali, ze HPP je sloZena z a i  podjednotky (Smid et al., 2008).

Presekvence smétujici do hydrogenosoml jsou kratsi (4 - 21 aminokyselinovych zbytkil)
ve srovnani s presekvencemi dlouhymi 20 - 80 aminokyselinovych zbytki, které rozeznava MPP
(Smid et al., 2008), a vétsinou postradaji kladn¢ nabité zbytky (viz kap. 5). HPP tedy ptedstavuje
vyvojovy mezistupen mezi MPP a GPP (kap. 4.3.), coz dokazuje i schopnost $tépit kratsi

mitochondrialni presekvence (Smid et al., 2008).
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Primarni struktura B-HPP je s B-MPP S. cerevisiae identickd z 24% (Brown et al., 2007).
Katalytickd podjednoka také obsahuje konzervovany zinek-vazajici motiv (Gakh et al., 2002).
ProtoZe je o podjednotka mén¢ homologni s a-MPP, diive se nepfedpokladala jeji regulacni
funkce. Piesto se v této podjednotce nachazi oblast bohatd na glycinové zbytky (Brown et al.,
2007), ktera je podobna GRL v a-MPP, avsak je redukovand. Naskytd se otdzka, zda je n¢jaka
evolucni souvislost s krat$i délkou rozezndvanych presekvenci a kratsi oblasti bohatou na glycin

ve srovnani s a-MPP.

4.3. GPP

Primarni struktura mitosomalni procesujici peptidasy z Giardia (GPP — Giardia
mitosomal processing peptidase) se od B-MPP S. cerevisiae zna¢né 1isi (identita pouze 13.1%).
Na rozdil od heterodimeru MPP, kdy jsou pro aktivitu enzymu nutné obé podjednotky (Luciano
et al., 1997), je GPP obsahujici pouze jednu 3-MPP podobnou katalytickou podjednotku schopna
samostatné¢ Stépit presekvence, které¢ se do mitosomu dostaly. Substraty, které B-GPP rozeznava,
svym proximalnim argininem interaguji pfimo s negativné nabitou oblasti katalytického mista
enzymu (Smid et al., 2008). Zbytek aktivniho mista B-GPP je na rozdil od -MPP kladné& nabity.

Unikatni monomerni struktura GPP je dasledkem reduktivni evoluce z heterodimerni

MPP (Smid et al., 2008).
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5. Charakteristické prvky presekvenci prekurzori proteint

Primarni sekvence presekvenci byva velmi rtiznoroda, dokonce i u ptibuznych ortolog.
Odstépitelné presekvence typicky obsahuji kladné nabité aminokyselinové zbytky na N-konci
(Obr. 2), které mohou byt nasledovany intramitochondridlni tiidici sekvenci (Gakh et al., 2002,
von Heijne et al., 1989). Negativné nabité zbytky se vyskytuji jen ziidka (Nagao et al., 2000).

Dalsim charakteristickym znakem presekvenci u vSech eukaryot je pifitomnost
proximalniho argininového zbytku v pozici -2 (popf. -3) od mista $tépeni (Kitada et al., 2003).
Byly identifikovany ctyfi §t€pené motivy (Gavel ef al., 1990):

R-2 motiv xRx | x(S/x)

R-3 motiv xRx(Y/x)|(S/A/x)x

R-10 motiv  xRx | (F/L/I)xx(S/T/G)xxxx] — Tento tzv. oktapeptidovy signal obsahuje

argininové zbytky v pozici -2 od MPP §tépeného mista a v pozici -10 od
MIP s$tépené¢ho mista. Typicky pro tento motiv je také fenylalanin nebo
jiny hydrofobni zbytek v pozici -8 (Branda et al., 1995).

R-zadny motiv xx | X(S/x)

Pro efektivni Stépeni jsou také dulezité (avSak ne nutné) vzdalené bazické aminokyseliny
(distalni arginin) kolem pozice -10 (Niidome et al., 1994), fenylalanin nebo jiny hydrofobni a to
piedev§im aromaticky aminokyselinovy zbytek v pozici +1 od $tépené¢ho mista a serin v pozici
+2 a threonin v pozici +3 (Song et al., 1998).

Ptesto je primarni struktura presekvenci velmi odliSné a tento fakt zplisobuje obtiZe pfi
snaze predikovat §t€penda mista prekurzorti proteinti. Pomoci mistné specifickych mutagenezi
bylo dok4zéano, ze arginin v pozici -2 popt. -3 hraje dileZitou avSak ne nutné nepostradatelnou
ulohu pro Sté€peni pomoci MPP, avSak je nutny pro rozeznani substratu (Kojima et al., 2001).
Dostupné vysledky tedy vedou k zavéru, Ze pro vazbu presekvence neni ani tak dilezitd primérni
sekvence aminokyselin jako jeji sekundarni struktura uplatiujici se pfi transportu, kterou MPP
rozeznava (Dvorakova-Hola et al., 2010).

Presekvence jsou schopné zaujmout jak rozvinutou konformaci, kterd je nutna pro
navazani substratu do aktivni dutiny MPP, tak amfifilni a-Sroubovici (Obr.8) nutnou pro vazbu
na Tom20 receptor (Taylor et al., 2001). Nuklearni magnetickd rezonance (NMR — nuclear
magnetic resonance) ukdzala, ze pii transportu tvoii N-koncova oblast presekvence substratu
COX IV (podjednotka IV kvasinkové mitochondridlni cytochromoxidasy) a-helikalni strukturu,
zatimco C-koncova oblast nevykazuje pravidelnou sekundéarni strukturu v prostfedi micel (Endo

et al., 1989).
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Sroubovice je kratka (ne vice nez tii otacky) a u dlouhych presekvenci byva pierusena
kratkym linkerem obsahujicim glycinové a/nebo prolinové zbytky mezi proximalnim a distdlnim
argininem (Ogishima et al., 1995, Thornton et al., 1993). Oblast flexibilniho linkeru je dilezita
pro efektivni Stépeni (Ogishima et al., 1995) a ptedpoklada se, Zze smeétuje presekvenci do
vazebného mista MPP. Pokud dojde k deleci linkeru mezi helixy, ke §tépeni nedojde.

Samotna Sroubovice je ale strukturovand jen casteCné. Stabilni helikdlni struktura
neumoziuje vazbu do aktivniho mista enzymu (Thornton et al., 1993). Takovato pevna helikalni

struktura funguje jako kompetetivni inhibitor enzymu.

Obr. 8 Vazebny zlabek Tom20 receptoru s navazanou presekvenci preproteinu. A — ¢ast povrchu molekuly Tom20
receptoru obsahujici hydrofobni mista, kterd se UCastni vazby substratu, jsou zobrazena barevné. Navazany
preprotein tvoii amfifilni a-Sroubovici. Hydrofobni zbytky smétuji do zlabku Tom20 a kladné nabité zbytky
(Argl4’, Argl7’) smérem ven do cytoplazmy. N” a C” je oznaceni pro N-koncovou a C-koncovou ¢ast presekvence.

B — jiny pohled na stejnou strukturu. (Pfevzato z Abe et al., 2000)
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6. Studium interakce MPP-substrat

V otézce primdrni vazby substratu se ndzory rizni. Podle Kojima a kol. jsou nutné obé
podjednotky, samostatné maji podjednotky tficetkrat mensi afinitu k substratu nez v komplexu
(Kojima et al., 1998). Na druhou stranu Luciano a kol. uvadé¢ji, ze kvasinkova a-MPP vaze
substrat stéjné efektivné jako cely enzym, tudiz je to pravé tato podjednotka, kterd je zodpoveédna

za primarni vazbu substratu (Gakh et al., 2001, Luciano et al., 1997).

Obr. 9 Krystalova struktura MPP — centralni dutina. A — pozitivné nabité zbytky jsou zobrazeny modfe a negativné
nabité zbytky cervené. GRL je zakrouzkovana. B — Pohled do do centralni dutiny MPP s elektrostatickym

potencialem. V dutiné se vyskytuje motiv vazajici zinek. (Pfevzato z Taylor et al., 2001).

Dvorakova-Hola a kol. pfedpokladaji, Ze na stejném principu, na kterém se presekvence
vaze na Tom20 receptor (Obr.8), vdze se i na GRL v a-MPP (Dvorakova-Hola et al., 2010).
Konformace presekvence vSak zaleZzi na vlastnostech mikrookoli, protoZe se do aktivniho mista
enzymu, které se nachazi v centralni Casti mezi obéma podjednotkami a tvoii negativn¢ nabitou
dutinu (Obr. 9) lemovanou hydrofilnimi aminokyselinami (pfedevsim glutamatové a aspartatové
zbytky), véze vrozvinuté konformaci, jak bylo zjiSténo z krystalové struktury syntetickych
substrati s mutantni formou MPP (Taylor ef al., 2001). Predpoklada se, ze je to pravé GRL, diky
niz se presekvence dostane do blizkosti Zn>" iontu, ktery tvoii jadro katalytického mista enzymu.
Tato smycka se vyskytuje pii vstupu do dutiny a diky slabé elektronové densité¢ je velmi
flexibilni (Taylor et al., 2001). Pokud je ¢éast této smycky deletovadna, afinita pro substat i

katalyticka aktivita enzymu jsou zna¢n¢ snizeny (Nagao et al., 2000).
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Signalni sekvence preproteinit obsahuje velké mnozstvi kladné nabitych zbytki, a tak
dojde ke stabilizaci elektrostatickych interakci v aktivni dutiné¢ (Kitada et al., 2001). MPP
rozpoznava nékolik mist na presekvenci, ale $tépi ji v konkrétnim misté (Oshima et al., 2005).

Cast MTS zaujme strukturu kratkého B-listu v oblasti proximalniho argininu. Tento B-list
tvofi vodikové mustky se dvéma B-listy B-MPP. Jeden z nich je pobliz katalytického mista a ten
druhy v C-domén¢ B-MPP (Kitada et al., 2003). Tvorba pfechodné B-struktury je indukovana
primarnim kontaktem presekvence s B-MPP. V aktivni dutin¢ se vyskytuji celkem ctyfi B-listy
(Obr. 10), které¢ umoznuji vazbu substrdtu pomoci vodikovych miustkl. Kratké presekvence
interaguji pouze s prvnimi dvéma B-listy (Taylor et al., 2001). Druhé dva B-listy vyskytujici se na

a-MPP slouzi pro vazbu delSich presekvenci, tj. vice nez cca 20 zbytkl (Kojima ef al., 1998).

Obr. 10 Predpokladané uspoiadani vazebné konstrukce pro substrat v aktivni duting tvofené tyfmi B-listy. Cervené
znazornéné listy 1a 2 jsou na modré B-MPP a zelen¢ znazornéné listy 3 a 4 jsou na zluté a-MPP. (Pfevzato z Taylor

etal.,2001).

Pomoci meéfeni FRET (fluorescence resonance energy transfer — pfenos energie
fluorescencni resonanci) byla ziskana strukturni informace o vazbé substratu na MPP (Obr. 11).
Zjistilo se, Ze distalni arginin vyskytujici se v pozici -7 az -17 a ¢ast okolo S$t€peného mista
(proximalni arginin) jsou lokalizovany ve specifickych mistech na MPP bez ohledu na pozici
distalniho argininu. Pokud je presekvence delsi, utvofi se struktura smycky (Kojima et al., 2001).
Zatimco distalni basicky zbytek nemusi byt nutné Arg, je-li proximalni Arg nahrazen jinym
basickym zbytkem, $tépeni neprobéhne. Pomoci svych kyselych zbytkii na C-koncové doméné
podjednotky (Shimokata et al, 1998) rozeznava o-MPP spiSe vzdalengj$i aminokyselinové

zbytky presekvenci od Stépeného mista (Kojima et al., 1998).
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Béhem inzerce rozvolnéné presekvence do vazebné konstrukce MPP nejspiSe snima jeji
povrch a urci $tépené misto (Kitada et al., 2003). Je otdzkou, jak je tento krok regulovan.
Botweva a kol. pfedpokladaji vazbu ATP a ADP na podjednotky MPP Neurospory (Botweva et
al., 1996), avsak ATP neni pro aktivitu MPP S.cerevisiae nutné.

Obr. 11 Predpokladana konformace substratu navazaného na MPP. Modfe je znazornéna B-MPP a zelen¢ a-MPP.
Tucna linka zndzornuje pfedpokladanou konformaci substratu navazaného na MPP. N a C zndzorfuji amino- a
karboxy- konec presekvence. Cervenou Sipkou je oznateno §tépené misto substratu. GRL je znazornéna Zluté.

(Pievzato z Kojima et al., 2001).

6.1. Studium rozpoznani substrati o podjednotkou MPP alternativnimi pristupy

V posledni dobé se GRL v a-MPP priklada dilezita role ohledné primarniho kontaktu
enzymu se substratem. Pouzivaji se riizné metody, diky kterym je snaha toto tvrzeni prokézat.

Experimenty byly provadény na samostatné podjednotce a-MPP, ktera je dostacujici pro
studovani primarniho kontaktu enzym-substrat a eliminuje rusivy vliv B-MPP (Dvorakova-Hola
et al., 2010). Ptitomnost B-MPP by neumoZnila odlisit slabou priméarni interakci substratu od
silné konecné interakce presekvence ke katalytick¢ B-MPP pomoci elektrostatickych interakei.
Vysledky ukazaly, Ze 1 pfi nepfitomnosti katalytické B podjednotky je samotnd a podjednotka
schopna rozeznat a navazat substrat, coZ zpisobi zménu pohyblivosti GRL (Dvorakova-Hola et
al., 2010).

V rozporu s timto tvrzenim Kitada a kol., ktefi pracovali se systémem obsahujicim ob¢
podjednotky MPP, ptedpokladaji, ze GRL je potfebna pouze pro odstépeni dlouhych presekvenci
(Kitada et al., 2007). Podle jejich vysledkli je mozné kratké presekvence s nizsi aktivitou

rozpoznat a odstépit i za situace, kdy je GRL zcela odstranéna.
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6.1.1. Vyuziti prirozené fluorescence tryptofanu

Pro zjisténi lokalni dynamiky vysoce konzervované GRL na a podjednotce kvasinkové
MPP byla v/bez ptitomnosti substratu pMDH (prekurzor malatdehydrogenasy) pouzita méieni
tryptofanové fluorescence. Pomoci cilené mutageneze byly do GRL a jeho proximalniho mista
zavedeny reportérové tryptofany (Obr. 12), Y299W nebo Y303W (Dvorakova-Hola et al., 2010).
Tato mista byla vybrana tak, aby minimalizovala vznikajici stérické modifikace postrannich
fetézc.

Nejprve vSak bylo potieba pomoci cilené mutageneze zménit tii tryptofany pfirozené se
vyskytujici na a-MPP — Trpl47, Trp223 a Trp481, aby byla moznost sledovat reportérovy
tryptofan. Podafilo se zaménit dva znich, ale ackoli Trp223 vyskytujici se ve variabilnim
mezidoménovém linkeru neni konzervovany, zdména Trp223 vedla k produkci nefunkéniho
nerozpustného proteinu (Janata et al., 2004). Trp223 tedy zistal nezménén. Pro zmenSeni vlivu
nativniho Trp223 byl do vzorku pfidan 10% roztok glycerolu, ktery zpisobil, ze se Trp223
zanofil hloubgji mezi domény a jeho interference nebyla tak silnd (Dvorakova-Hola ef al., 2010)

Zavedeni substituce do mista 299 zpusobilo pokles aktivity enzymu na 60%, na druhou
stranu mutace v mist¢ 303, které se nevyskytuje pfimo v GRL, ale v pfilehlém a-helixu,
neovlivnila enzymatickou aktivitu MPP. Pii kombinaci mutace Y303W s deleci jednoho
glycinového zbytku v pozici 292 (AG292) nebyla zaznamenana zadna aktivita enzymu, tudiz se

potvrdila nepostradatelnost celé GRL 1 pro $tépeni kratkych presekvenci.

Obr. 12 GRL o-MPP (Cerveng). Tyr299 a Tyr303 byly zaménény za reportérové zbytky Trp. Gly292 byl deletovan
v mutantni formé a-MPP*-Y303W/AG292. (Pievzato z Dvorakova-Hola et al.).
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Pro sledovani samotné dynamiky, byly pouzity metody casové rozliSené¢ a ustalené
fluorescencni spektroskopie, které ukazaly, Ze substrat, ktery se vdZze na GRL v oblasti, kde se
vyskytuje reportérovy Trp299, vyvolad zménu pohyblivosti GRL. Dynamika reportérového
Trp299 zavedeného pfimo do smycky byla prikazna v pfitomnosti substratu ale 1 bez substratu.
Po navéazani substratu se GRL stdva méné pohyblivou. Pomoci méteni bylo dale prokazano, ze
kratky a-helix vyskytujici se v blizkosti GRL obsahujici zavedeny Trp303 je vazbou substratu

ovlivnén jen nepatrné.

6.1.2. Simulace molekularni dynamiky

Tato metoda byla pouzita pfedevS§im proto, aby se potvrdilo, Ze pfitomnost hydrofobnich
c¢asti v GRL (Obr. 13) a ve zlabku Tom20 napovidd o stejném mechanismu specifického
rozpoznavani substratu (Dvorakova-Hola et al, 2010). Pfedpokladd se, ze béhem evoluce
vznikly tyto systémy pro protein-protein interakci dvakrat nezédvisle na sob¢. Tento pfedpoklad
podporuje to, Ze primarni struktury obou systému jsou znacné€ odlisné, ale zpiisob rozpoznani je

na stejném principu. To je patrné ze srovnani obrazkl 8 a 13.

Obr. 13 Znazornéni prvotniho kontaktu presekvence preproteinu na GRL o-MPP pomoci simulace molekularni
dynamiky. Molekularni povrch GRL je znazornén Sedivé (zbytky 284-308 o-MPP). Navazana presekvence potkani
ALDH (zbytky 12-22) je znazornéna zluté. Vysoce konzervované hydrofobni zbytky postranniho fetézce
presekvence jsou znazornény Cervené pro Leul5 a fialové pro Leul9. Nekonzervovany hydrofobni zbytek

postranniho fetézce Leul8 je znazornén modie. (Pfevzato z Dvorakova-Hola et al.).

Pro vytvofeni simulace molekularni dynamiky interakce GRL-substrat bylo nutné mit
k dispozici model. Struktura substratu potkaniho pALDH (prekurzor aldehyddehydrogenasy)
byla jiz dfive stanovena pomoci NMR v komplexu s receptorem Tom20 (Abe et al., 2000).

Pocate¢ni umisténi a orientace substratu na GRL bylo zalozeno na analogii vazby pALDH s
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Tom20 receptorem, kde se v jeho zlabku nachazi hydrofobni zbytky, na které se vazou tii
hydrofobni zbytky presekvence (Leul5, Leul8 a Leul9).

Pro simulaci byly vybrany dva modely — MPP bez substratu a MPP s potkanim pALDH.
Béhem simulace molekularni dynamiky zustaly trajektorie vazeb a-MPP-substrat stalé a nedoslo
k disociaci proteinu, coz potvrdilo zplsob interakce substratu ke GRL pomoci leucinti. Dva
vysoce konzervované hydrofobni zbytky, Leul5 v pozici -4 od $tépeného mista a Leul9 v pozici
+1, zlstaly v uzkém kontaktu s GRL po celou dobu simulace. Zda se, ze hydrofobni zbytky
v téchto pozicich hraji stabiliza¢ni roli. Nekonzervovany Leul8 v pozici -1 fluktuoval a

v pocate¢ni fazi simulace nebyl dokonce v kontaktu s GRL (Dvorakova-Hola et al., 2010).
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Zavér

Pomoci biochemickych, molekularné-genetickych a fyzikalnich metod se céste¢né
podafilo vysvétlit, jakym zpisobem MPP rozezndva Siroké spektrum substratii. Vzhledem
k univerzalnosti a nepostradatelnosti funkce MPP pro eukaryotické buiiky se jedna o vyznamné
zjisténi jak z hlediska samotného mechanismu, tak i1 pozd¢;si aplikace.

Soucasna situace naznacuje, ze za primarni kontakt se substratem je zodpovédna vysoce
konzervovana ¢ast a podjednotky MPP, glycinova smycka (GRL).

Meéieni tryptofanové fluorescence pomohlo casteCné objasnit chovani GRL po vazbé
substratu. Bohuzel fakt, Ze se zatim pomoci cilené mutageneze nepodafilo odstranit treti
pfirozené se vyskytujici tryptofan v a podjednotce MPP v pozici 223, neumoziuje ziskat pfesné
vysledky méfeni, protoze dochazi k interferenci Trp223. Prvnim dil¢im ukolem mé diplomové
prace je pokusit se odstranit Trp223, coZ by znamenalo ziskat experimentalni systém s daleko
vyssi kvalitou vypovédi.

Velmi zajimavou a stale jesté neobjasnénou oblasti vyzkumu ziistava otazka mechanismu
translokace substratu z GRL v a-MPP do katalytického mista enzymu na B-MPP. Predpoklada se,
ze vtéto fazi dojde k rozvolnéni nestabilni helikdlni struktury presekvence a k zanofeni
presekvence hloubéji dovnitt dutiny enzymu. Na zaklad¢ dosavadnich poznatkl se ptedpoklada,
ze vyznamnou strukturou pro tento krok je GRL diky své flexibilit¢ a umisténim pted vstupem
do dutiny enzymu. Ptedpoklada se, ze mechanismus vstupu do aktivni dutiny je odliSny pro
prekurzory s kratsi a delsi presekvenci.

Vyvstava otazka terapeutického vyuziti znalosti principu rozpoznavani substratu. Na
jednu stranu je mozné vpravit do mitochondrie syntetické proteiny prodlouzené o presekvenci,
kterou bude MPP rozeznavat, a tim pomoci pfi 1écbé mitochondridlnich nemoci.

Na druhou stranu znalost vlastnosti presekvenci mize umoZznit zabranéni dokonceni
upravy proteinill, napt. odstranénim flexibilniho linkeru vyskytujiciho se mezi kratkymi helixy
presekvence nebo obohacenim presekvence basickymi aminokyselinami, coz zptsobi jejich
stabilni navazani na enzym, a mohou tak plnit funkci kompetetivniho inhibitoru enzymu.

Znalost evolu¢nich souvislosti procesujicich peptidas mitochondridlniho typu napf.
umozni vybér spravného postupu v boji proti lidskym parazitim Trimononas vaginalis nebo
Giardia intestinalis obsahujici esencidlni organely, hydrogenosom nebo mitosom. Vzhledem
k tomu, ze je systém maturujici proteiny u téchto organismii zredukovan, je zajimavé hledat
souvislosti s jejich transportnim systémem, ktery je také evolucnim tlakem ptizptisoben menSimu

mnozstvi substratu.
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