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1 Uvod

Oxidativni dekarboxylace pyruvatu je dllezita reakce v metabolismu organismll vedouci
ke konzervaci energie. U vétSiny eukaryotnich organismi a také nékterych bakterii je oxidativni
dekarboxylace pyruvatu provadéna pomoci multienzymového komplexu pyruvat dehydrogenézy
(PDH), jehoZ molekulova hmotnost pfesahuje 1 MDa (Wieland, 1983; Pieulle et al., 1997). Tento
komplex, nachézejici se u eukaryot v mitochondriich, je sloZzen z mnoha komponent, pficemz
hlavni sloZzky tvofi tfi enzymy — pyruvat dehydrogenédza, dihydrolipoyl dehydrogendza a
dihydrolipoyl transacetylaza. Mimo to jsou soucasti komplexu i dalsi pfidatné a regulacni
proteiny a pro funkci PDH je vyZadovano pét kofaktor(: tiamin pyrofosfat (TPP), lipoat,
koenzym A (CoA), flavin adenin dinukleotid (FAD) a nikotinamid adenin dinukleotid (NAD™).
Reakce katalyzovand pomoci PDH je ireverzibilni a kone¢né produkty jsou acetyl-CoA, CO; a
NADH + H".

Enzym zprostfedkujici oxidativni dekarboxylaci pyruvatu u nékterych anaerobnich Ci
mikroaerofilnich eukaryotnich a prokaryotnich organisml se nazyva pyruvat:feredoxin
oxidoreduktaza (PFO), neboli pyruvat syntadza (Yoon et al., 1997). Lokalizace tohoto enzymu je
zavisla na kompartmentalizaci energetického metabolismu daného organismu. Bud se jednd o
protein cytoplasmicky, Casto asociovany s cytoplasmatickou membranou, nebo je PFO
lokalizovand v organele mitochondrialniho typu. Nové se rovnéZz ukazuje, Ze u nékterych
anaerobnich eukaryot mohou byt paralogy PFO lokalizovany v obou kompartmentech
(Mastigamoeba balamuthi, Nyvltova et al., rukopis v pfipravé). PFO obsahuje Zelezo-sirné
skupiny, vdZe TPP, ale nikoli flavin ani lipoat. V reakci katalyzované pomoci PFO vznikaji z
pyruvatu a CoA produkty acetyl-CoA, CO; a uvolfiuji se dva elektrony. Tyto elektrony predava
PFO nizkomolekularnim proteinovym prenasecim, které maji vice negativni redoxni potenciél
nez NAD". Ve vétsiné pipadd jsou tyto prenasece feredoxiny (Williams et al., 1987), popfipadé
flavodoxiny jako je tomu u bakterii fixujicich dusik (Brostedt and Nordlund, 1991). Na rozdil od
PDH je reakce katalyzovana pomoci PFO reverzibilni.

PFO vlastni také trichomonady, prvoci sorganelami mitochondrialniho typu,
hydrogenosomy (Muiller, 1993). A pravé PFO je jeden z klicovych enzymi v metabolismu
hydrogenosomu Trichomonas vaginalis. V genomu T. vaginalis bylo identifikovano celkem sedm
PFO gen( (Carlton et al., 2007), které byly pojmenovany PFO A, B1, B2, C, D, E a F. PFOD ma
ze véech paralogd PFO v T. vaginalis nejdelsi a zaroven nejodlisnéjsi nukleotidovou sekvenci.

Pravé tato odliSnost mé vedla k podrobnéjSimu zkoumani proteinu PFOD a snaze zjistit

jeho funkci, aktivitu a miru exprese v bunikach Trichomonas vaginalis.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Lipo%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Koenzym_A
http://cs.wikipedia.org/wiki/NAD%2B

2 Literarni prehled

Literarni prehled byl CasteCné prevzat z mé bakalarské prace, dopInén o nejnoveé;si

poznatky a dale rozsiren.

2.1 Klicove enzymy metabolizujici pyruvat u vybranych
organismu

V této kapitole stru¢né shrnuji enzymy metabolizujici pyruvat (pyruvat dehyrogendzovy
komplex, pyruvét:forméat lydzu a pyruvat:feredoxin oxidoreduktazu) eukaryotnich organismii
vlastnicich hydrogenosomy. Dale charakterizuji pyruvat:feredoxin oxidoreduktdzu eubakterie
Desulfovibrio africanus a pyruvat:NADP* oxidoreduktazu (PNO) organismtl Euglena gracilis a
Cryptosporidium parvum. Veénuji se také enzymlm metabolizujicim pyruvat u organismu
Blastocystis  hominis.  Trichomonadam, jejich hydrogenosomélnimu  metabolismu a

pyruvat:feredoxin oxidoreduktaze se vénuji podrobnéji v samostatné podkapitole.

2.1.1 Pyruvat dehydrogenéazovy komplex

U vetSiny eukaryotnich organisml je oxidativni dekarboxylace pyruvatu provadéna
pomoci multienzymoveého komplexu pyruvat dehydrogendzy (PDH). PDH je multienzymovy
komplex, ktery je sloZen ze tfi enzym( - pyruvat dehydrogenazy, dihydrolipoyl dehydrogenazy a
dihydrolipoyl transacetylazy, a péti kofaktor(: tiamin pyrofosfatu (TPP), lipoatu, koenzymu A,
FAD a NAD". PDH Kkatalyzuje ireverzibilni dekarboxylaci pyruvatu na acetyl-CoA. Reakéni
mechanismus PDH spociva ve tfech po sobé jdoucich krocich — dekarboxylaci pyruvatu, oxidaci
keto skupiny na karboxy skupinu a navazani koenzymu A, pfiCemzZ je zapotiebi Ucasti viech tfi
enzymi a péti kofaktord.

PDH najdeme u aerobnich nalevnikd vlastnicich mitochondrie, ale také u nékterych
anaerobnich nalevnikd obsahujicich hydrogenosomy (Finlay and Fenchel, 1989; Muiller, 1993;
v zadnim stfevé Svabl. N. ovalis vyuZiva s nejvétsi pravdépodobnosti k produkci acetatu pyruvat

dehydrogendzovy komplex (obr. 1), protoZze u néj byly identifikovany geny pro vSechny


http://cs.wikipedia.org/wiki/Lipo%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Koenzym_A
http://cs.wikipedia.org/wiki/NAD%2B

3 podjednotky PDH, o kterych bylo i zjisténo, Ze jsou exprimovany, a nebyly objeveny Zadné
geny pro PFO ani PFL (Boxma et al., 2005).

N. ovalis je zajimavy mimo jiné i proto, Ze byl v jeho hydrogenosomech objeven genom
(Akhmanova et al., 1998; Boxma et al., 2005).

(/i@ ADP ATP
co €T, /
AcCoA \ > Acetate >
lJ
¥
NADT  NADH e “*srssde NADH NAD
@‘Q“'é"‘ i
cl T

Obr. 1: Predpokladané schéma hydrogenosomélni drahy metabolismu pyruvatu
u Nyctotherus ovalis (prevzato ze Steinblichel and Tachezy, 2008). Vysvétlivky: AcCoA,
acetyl-CoA; Hyd, hydrogenaza; Cl, komplex I; RQ, rhodochinon; PYR, pyruvat; PDH, pyruvat
dehydrogenaza. Kone¢né produkty jsou vodik, acetat a CO,.

2.1.2 Pyruvét:format lyaza

Enzym zprostfedkujici oxidativnich dekarboxylaci pyruvatu v hydrogenosomech
chytridiomycetnich hub (napf. Piromyces sp. E2 €i Neocallimastix frontalis) (Yarlett et al.,
1986a; Gijzen et al., 1991) a nékterych anaerobnich nalevnik(l (napf. Trimyema compressum)
(Goosen et al., 1990) se nazyvad pyruvat:format lydza (PFL). Z pyruvatu vznikaji v reakci
katalyzované pomoci PFL acetyl-CoA a format (kyselina mravenci) a neuvolfiuji se Zadné
redukéni ekvivalenty jako je tomu u PFO a PDH (Akhmanova et al., 1999; Boxma et al., 2004).



PFL je homodimerni enzym, pfiCemZ jedna podjednotka tohoto enzymu mé molekulovou
hmotnost 85 kDa (Gelius-Dietrich and Henze, 2004). Pro katalyticky mechanismus PFL je
nezbytny glycylovy radikal, dva konzervované cysteiny a aktivacni protein (Becker at al., 1999;
Gelius-Dietrich and Henze, 2004). Tento enzym je velmi citlivy ke kysliku, pfi kontaktu
s kyslikem se enzym okamZzité rozpada (Gauld and Ericsson, 2000). PFL vlastni mnoho
anaerobnich bakterii. U eukaryotnich organismd byla PFL doposud nalezena pouze
u anaerobnich chytridiomycet (napf. Neocallimastix), chlorofyt (napf. Chlamydomonas)
(Gelius-Dietrich and Henze, 2004) a v cytosolu Mastigamoeba balamuthi (Eva Nyvltova,
Katedra Parazitologie, Karlova univerzita, osobni sdéleni)

Tento enzym byl detekovan jak v hydrogenosomech (obr. 2), tak v cytoplasmé
chytridiomycet (Hackstein et al., 1999). V rozporu s timto tvrzenim je experiment, ve kterém
byla namérena nizka aktivita PFO u Neocallimastix sp. L2 a N. patriciarum (Yarlett et al., 19864,
O’Fallon et al., 1991). Nicméné pozorovani udajné aktivity PFO nebylo nikdy podloZeno
charakterizaci enzymu €i identifikaci PFO genu v téchto organismech, tudiz by se tato skutecnost
musela vice prezkoumat (Hackstein et al., 1999). Pfesto neni PFO svétu hub Uplné cizi. Kvasinky
rodu Saccharomyces, ale i jiné druhy obsahuji sulfit reduktazu, enzym nezbytny pro biosyntézu
metioninu, coZ jsou v podstaté fuzni proteiny tvofené doménou homologni s amino-terminalnim

fragmentem PFO a fragmenty redoxnich enzym( (Horner et al., 1999).

(f_ MQAL _\‘
13 NAD tF}* Hz """"""""" - Hydrngen
GO;(—& NAD(P}HX 2H"
—-+— PYR
ﬁb)Formate _______________________ >
AcCof

16 succinate ATP
'&succ-ﬁuﬂ - ADP

TSP - L

Obr. 2: Hypotetické schéma metabolismu pyruvatu a malatu v hydrogenosomu
Piromyces sp. E2. (Akhmanova et al., 1999). Vysvétlivky: 13, malic enzym; 14, hydrogenaza; 15,
PFL, pyruvat:format lyaza; 16, acetéat:sukcinat CoA-transferaza; 17, sukcinyl-CoA syntetaza;
18, ADP/ATP prenaSe€. Kone€né produkty jsou vodik, format, CO, a acetét.
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2.1.3 Pyruvat:NADP" oxidoreduktaza

Enzym zprostiedkujici oxidativni dekarboxylaci pyruvéatu u organisml Cryptosporidium
parvum (Rotte et al., 2001) a Euglena gracilis (Inui et al., 1987; Nakazawa et al., 2000) se
nazyva pyruvat:NADP" oxidoreduktaza (PNO). PNO C. parvum je sloZen ze dvou sfiizovanych
domén,  N-termindlni  pyruvéat:feredoxin  oxidoreduktazy =~ (PFO) a  C-terminalni
NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktazy (CPR). Na rozdil od mitochondridlni PFO-CPR
identifikované u E. gracilis, CoPNO neobsahuje N-terminalni mitochondrialni importni sekvenci
(Ctrnacta et al., 2006). O PNO C. parvum bylo zjisténo, Ze je lokalizovana jak v cytosolu tohoto
organismu, tak v tzv. krystaloidnich téliskach, kterd jsou asociovana s reliktni mitochodnrii.
Enzym PNO byl nalezen také v genomu stramenopilniho mofského organismu Thalassiosira
pseudonana (Ctrnacta et al., 2006).

Zajimava situace je u organismu Blastocystis hominis. Z genomové analyzy a
enzymatickych méfeni se soudi, Ze tento stramenopilni, anaerobni parazit ¢lovéka vyuZiva
v metabolismu pyruvatu enzymy PDH, PNO a vedou se diskuze také o PFO (obr. 3) (Lantsman et
al., 2008; Denoeud et al., 2011).

P';rwate
M ADE MAD" Fra/Tid
- MADH al -E-" E
MADPH ca, o FrokFid
Acetyl-CoA
Succinate ADP + P,
Succinyl-CoA
Acetate

Obr. 3: Spekulativni schéma metabolismu pyruvatu v redukované formé
mitochondrie Blastocystis hominis (Denoeud et al., 2011). Vysvétlivky: PDH, pyruvat
dehydrogenazovy komplex; PFO, pyruvat:feredoxin oxidoreduktdza, PNO, pyruvat:NADP"
oxidoreduktdza; ASCT, acetat:sukcindt CoA transferazy; SCS, sukcinat thiokindza, Hyd,
hydrogenéza.
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2.1.4 Pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza

Na zakladé subjednotkové skladby holoproteinu rozlisujeme nékolik typli PFO. PFO
vyskytujici se u nékterych mezofilnich organismi je veétSinou homodimerni enzym
s molekulovou hmotnosti nativniho enzymu okolo 240 kDa (Brostedt and Nordlund, 1991;
Piuelle et al., 1997). PFO nékterych aerobnich archei jako napf. Halobacterium halobium se
vyskytuje jako heterotetramer (0yf3;) a je tvofena dvéma podjednotkami o molekulovych
hmotnostech 68 a 35 kDa (Kerscher and Oesterhelt, 1981; Pieulle et al., 1997). Zajimavé je, Ze
PFO Halobacterium halobium obsahuje pouze jedno Fe-S centrum na dimer (Kerscher and
Oesterhelt, 1981; Kletzin and Adams, 1996). PFO vyskytujici se napf. u bakterie Helicobacter
pylori (Hughes et al., 1995) obsahuje Cty¥i odliSné subjednotky o molekulovych hmotnostech 45,
33, 24 a 13 kDa (Piuelle et al., 1997), pficemZ kazda je v aktivnim holoproteinu jednou. PFO
nalezené u anaerobnich hypertermofilnich archebakterii (napf. Pyrococcus furiosus Ci
Thermotoga maritima) se sklada ze ¢ty subjednotek (o, B, vy @ 8) 0 molekulovych hmotnostech
43, 35, 23 a 12 kDa (Kletzin and Adams, 1996). Organismus Methanococcus maripaludis vlastni
PFO, ktera se patrné vyskytuje jako pentamer tvofeny subjednotkami o molekulovych
hmotnostech 47, 33, 25, 21.5 a 13 kDa (Lin et al., 2003).

PFO se je jeden z klicovych enzym( hydrogenosomalniho metabolismu pyruvatu
anaerobniho nélevnika osidlujiciho gastro-intestinalni trakt prezvykavcl a vacnatcl, Dasytricha
ruminantrium (Yarlett et al., 1981). Produkt reakce PFO, acetyl-CoA je nasledné metabolizovan
na acetat Ci je transportovan do cytosolu a pfeménén na meziprodukt butyryl-CoA a dale
na butyrdt pomoci enzymu butyrat kinazy (Yarlett et al., 1985). Tvorba butyratu i acetatu je
spojena s produkci ATP.

PFO najdeme také u fady anaerobnich bakterii, mezi které patfi gram-negativni bakterie
Desulfovibrio africanus. D. africanus vyuziva sulfatu jako konecného akceptoru elektron(.
V pritomnosti sulfatu dochazi k oxidaci organickych substratd jako je malat, fumarat, alanin ¢i
laktat na meziprodukt pyruvat a dale na acetéat (Pieulle et al., 1997).

PFO D. africanus je homodimer o nativni molekulové hmotnosti pFiblizné 256 kDa. Tento
enzym obsahuje thiamin pyrofosfat (TPP) vdzany na C-konci proteinu a v blizkosti Ctyf
konzervovanych cysteinovych zbytk(. PFO D. africanus obsahuje tfi [4Fe-4S] skupiny
na subjednotku. Stfedni potenciél téchto tfi center je -390 mV, -515 mV a -540 mV (Pieulle et al.,
1995; Pieulle et al., 1997). Tento enzym se od ostatnich PFO odliSuje tim, Ze je na C-konci
prodlouZen o priblizné 60 aminokyselinovych zbytk{. V této oblasti se nachazeji dva cysteiny
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(Cys -1195 a -1212), které jsou pravdépodobné podstatné pro tvorbu disulfidického milstku
souvisejiciho s aktivaCnim procesem katalytické aktivity PFO (Pieulle et al., 1997).

Pokusy ukazaly, Ze je tento enzym velmi stabilni i v pFitomnosti kysliku, narozdil od PFO
jinych anaerobnich ¢i mikroaerofilnich organismd (Pieulle et al., 1997). Pro tuto stabilitu jsou
pravdépodobné kliCové vySe uvedené cysteinové zbytky a také methionin nachazejici se
v proximélnim [4Fe-4S] centru. Tento mechanismus ochrany enzymu je patrné adaptacni
strategie bakterii redukujicich sulfat vedouci k udrZzeni vhodnych podminek pro zachovani
spravné funkce enzymu (Vita et al., 2008).

Pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza je také jeden z klicovy enzymi hydrogenosomd
trichomonad. V nésledujici podkapitole se vénuji podrobné Trichomonas vaginalis,

hydrogenosoméalnimu metabolismu a PFO.

2.2 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis je jednobunéfny mikroorganismus a z&vazny parazit
urogenitalniho traktu lidi. Zplsobuje sexualné prenosné onemocnéni trichomoniazu, ktera je
nejcastéjsi infekci nevirového pdvodu s odhadem vice nez 170 miliond novych pripadd kazdy rok
(WHO, 2001). T. vaginalis patfi do monofyletické skupiny Parabasala, ktera je dobfe adaptovana
na anaerobni popfipadé mikroaerofilni prostfedi. Burfiky T. vaginalis jsou obklopeny
cytoplasmatickou membranou a jsou vybaveny 5ti bi¢iky, pfiemzZ zpétny bicik tvofi s dalSimi
strukturami undulujici membréanu. Trichomonady netvofi pravé cysty, vyskytuji se pouze
ve stadiu trofozoitd. Buriky trichomonad jsou vyztuzeny cytoskeletarnimi strukturami axostylem,
peltou a kostou (Benchimol, 2004; Carltonetal., 2007). Trichomonaddy nevlastni typické
mitochondrie ani peroxisomy a neprobihd u nich Krebslv cyklus ani oxidativni fosforylace.
Genom T. vaginalis byl nedavno celkové osekvenovan a je veliky pFiblizné ~ 160 mega bazi
(Carlton et al., 2007).
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2.2.1 Energeticky metabolismus T. vaginalis v cytosolu

Energeticky metabolismus T. vaginalis probiha jak v cytoplasmé, tak v hydrogenosomech.
Patefi energetického metabolismu je glykolyza. Mezi hlavni glykolytické meziprodukty
trichomonad patfi pyruvat, ktery je produkovany v cytosolu z fosfoenolpyruvatu (PEP) pomoci
pyruvat kindzy (Mertens et al.,, 1992). DalSi zdroj pyruvatu je cytosolicky enzym
NADP-specificky jable¢ny (malic) enzym (téZ malat dehydrogenaza dekarboxylujici) (Dolezal et
al., 2004). V cytosolu T. vaginalis se nachazi také enzym pyruvat fosfat dikindza (PPDK), ktera
katalyzuje reverzibilni pfeménu PEP na pyruvat (Slamovits and Keeling, 2006). Druhy dlezity
meziprodukt metabolismu karbohydréatli je malat, ktery vznika v cytosolu trichomonad pomoci
malat dehydrogendzy. Jeden z konecnych produktll metabolismu karbohydratli je laktat,
produkovany v cytosolu diky enzymu laktat dehydrogenaze, a glycerol, tvofeny pomoci enzymdl
glycerol 3-fosfat dehydrogenazy (Chapman et al., 1985) a glycerol 3-fosfatazy (Steinblichel and
Miller, 1986; Petrin et al.,, 1998). Na obrazku 4 je zobrazena mapa karbohydratového
metabolismu Trichomonas vaginalis.

U T. vaginalis probihd také tzv. arginin dihydroldzova dréha. V této draze je arginin
pfeménovan na ornitin a dale na amoniak (Cpavek), pfiemz se tvori ekvimolarni mnozstvi ATP.
Enzymy ornitin karbamyltransferaza a karbaméat kindza jsou u T. vaginalis lokalizované
v cytosolu a enzym arginin deiminaza je lokalizovand v hydrogenosomech (Morada et al., 2011)
(viz str. 18).

Pfi analyze genomu T. vaginalis (Carlton et al., 2007) bylo nalezeno mnoho enzymd
Ucastnicich se metabolismu aminokyselin. Byla potvrzena pfitomnost aminotransferdz a glutamat
dehydrogendzy. Metabolické dradhy zahrnujici tyto enzymy jsou patrné katabolické, ale
za ur€itych podminek mohou fungovat i reverzibilné, coz trichomonadam zajiStuje moznost
syntetizovat glutamat, aspartat, alanin, glutamin a glycin (Carlton et al., 2007). Déle byly
objeveny geny kodujici enzymy Gcastnici se metabolismu methioninu a drahy de novo syntézy
cysteinu zahrnujici enzym cystein syntazu (Carlton et al., 2007).
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Obr. 4. Mapa karbohydratového metabolismu Trichomonas vaginalis (Steinbuchel
and Miller, 1986). Vysvétlivky: 1, enzymy formujici fruktdzu-1,6-bisfosfat; 2, aldoléza; 3,
triosofosfat izomerdza; 4, glycerol 3-fosfat dehydrogendza; 5, glycerol 3-fosfataza; 6, enzymy
formujici fosfoenolpyruvat; 7, fosfoenolpyruvat karboxykinaza; 8, malat dehydrogenaza; 9,
pyruvat kindza; 10, laktat dehydrogenaza; 11, hydrogenosomélni drdha pyruvatu a malatu.

Koneéné produkty metabolismu karbohydratd jsou laktat, glycerol, acetat, H, a CO..

2.2.2 Hydrogenosomy

Hydrogenomosy dostaly své jméno podle jednoho z konecnych produktd jejich metabolismu,
vodiku (Lindmark and Muller, 1973). Tyto organely byly poprvé objeveny u trichomonad
infikujicich skot, Tritrichomonas foetus (Lindmark and Miller, 1973), a pozdéji také v lidském
parazitu Trichomonas vaginalis (Lindmark and Mdller, 1975), ktery se brzy stal nejvice
studovanym organismem vlastnicim tyto organely. Jak jiz bylo feCeno, hydrogenosomy maji také
dali anaerobni ¢i mikroaerofilni organismy, jako jsou napf. néktefi ndlevnici Ci chytridiomycetni
houby. Doposud vSak nebyly hydrogenosomy objeveny v rostlinach.

V roce 2010 vysly publikace (Danovaro et al., 2010; Mentel and Martin, 2010), které

prinaseji nové poznatky o ZivociSich (Metazoa), ktefi by mohli vlastnit hydrogenosomy. Doposud
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se predpokladalo, Ze se hydrogenosomy nachazeji vyluéné v jednobunécnych eukaryotnich
organismech. Nedavno vsak byli objeveni Zivo€ichové jako napfFiklad Spinoloricus ¢i Rugiloricus
(Loricifera), ktefi osidluji hlubokomofskou anoxickou panev L'Atalante ve Stfedozemnim mofi a
ktefi jsou dobfe adaptovani na anaerobni podminky. Tyto organismy nevlastni ,typické“
mitochondrie, ale organely morfologicky velmi podobné hydrogenosomiim, které jsou
asociovany s endosymbiotickymi prokaryotnimi organismy, podobné jako je to zndmo
u N. ovalis, kde jsou hydrogenosomy asociovany s metanogennimi archebakteriemi (Gijzen et al.,
1991). Dalsi ovéreni téchto vysledk( je nezbytné, ale diky tomuto objevu se oteviraji nové
moZnosti studia Metazoi osidlujicich extrémni habitaty.

Od chvile, kdy doslo k objeveni hydrogenosomd, spekuluji védci o jejich pdvodu
a pribuznosti s mitochondriemi. Studie téchto organel na rozli¢nych mikroorganismech pfinesly
dvé mozné teorie. Prvni vyklad se opird o metabolismus hydrogenosomd a jejich dva zakladni
enzymy — PFO a hydrogenazu, které nalezneme u fermentujicich a metanogennich bakterii. Tato
teorie pfedpoklada, Zze hydrogenosomy vznikly z endosymbiotické anaerobni bakterie (Whatley et
al., 1979; Bradley et al., 1997). Jako hostitel se uvaZzoval amitochodridlni praeukaryot
(Cavalier-Smith, 1986; Cavalier-Smith, 1987). Byla pfedloZena tzv. Archezodlni hypotéza,
na jejimz zakladé byla vramci systematického tfidéni organism(l navrzena fiSe Archezoa,
kam byla zafazena soucasna jednobunéCna eukaryota (diplomonady, trichomonady,
mikrosporidie a archaméby), u kterych nebyla do té doby nalezena mitochondrie (Cavalier-Smith,
1986).

V posledni dobé vSak védci pFijimaji teorii, Ze hydrogenosomy a mitochondrie jsou
homologni organely majici spole¢ného fakultativné anaerobniho predka z pfFibuzenstva
a-proteobakterii, ktery se spojil s prokaryotni burikou, ze které nasledné vznikly prvni eukaryotni
organismy (Hackstein et al., 2006). Tato teorie je podpofena néalezy fady mitochondrialnich
proteind (napf. chaperonli Cpn60 a Hsp70 (Bui et al., 1996), dvou subjednotek NADH
dehydrogenazy (Hrdy et al., 2004), sukcinyl CoA syntetazy (Schnarrenberger and Martin, 2002)
¢i komponenty Uucastnici se tvorby Zelezo-sirnych skupin (Tachezy et al.,, 2001)) a
hydrogenosomalni DNA Nyctotherus ovalis, kterd je jasné mitochondrialniho plvodu
(Akhmanova et al., 1998).

Vzhledem k tomu, Ze byly hydrogenosomy nalezeny u zastupcli evoluéné vzdalenych skupin
anaerobnich ¢i mikroaerofilnich protist, je pravdépodobné, ze vznikly v pribéhu evoluce
nezavisle na sobé, a to jako dlsledek adaptace organismi k prostfedi chudému na kyslik
(Mdller, 1993).
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Hydrogenosomy jsou organely majici kulaty Ci lehce protahly tvar se selektivné
propustnou dvojitou membranu (Benchimol and De Souza; 1983; Miiller, 1993). Obsahuji
homogenni granul&rni matrix se solubilnimi proteiny karbohydratového metabolismu a dalSimi
enzymatickymi systémy (Benchimol, 1999). Tato organela mlize byt degradovana v procesu
autofagie, ktery zacina obalenim hydrogenosomu drsnym endoplasmatickym retikulem a kon¢i
v lysosomech (Benchimol, 1999). AZ na jednu vyjimku anaerobniho nalevnika Nyctotherus
ovalis nebyla v hydrogenosomech objevena DNA (Akhmanova et al., 1998).

Role hydrogenosomd spociva pravdépodobné v tvorbé Fe-S center, probiha zde energeticky
metabolismus, nékteré reakce metabolismu aminokyselin a tyto organely obsahuji také enzymy

potiebné k odstrafiovani nebezpecnych kyslikovych radikald.

2.2.2.1 Metabolismus hydrogenosomd trichomonad

V hydrogenosomech trichomonad probihd mnoho metabolickych drah (obr. 5). Substraty
pro katabolicky metabolismus hydrogenosom(i pochazeji z glykolyzy probihajici v cytosolu.
Pyruvat a malat jsou importovany do hydrogenosomu dosud neidentifikovanymi prenaSeci,
pfiCemZ pyruvat je v hydrogenosomech oxidativné dekarboxylovan pomoci klic¢ového enzymu
pyruvat:feredoxin oxidoreduktézy. V této reakci vznika ekvimolarni mnozstvi acetyl-CoA, CO; a
uvoliuji se dva elektrony. Tyto elektrony jsou predany na nizkomolekularni [2Fe-2S] pfenaSec
feredoxin, ktery je nésledné odevzda [FeFe] hydrogenaze (Payne et al., 1993). Tento enzym
redukuje protony za vzniku molekularniho vodiku a zaroveri dochazi k reoxidaci feredoxinu.
Acetyl-CoA je dale preménén pomoci enzymu acetat:sukcinat-CoA transferazy (ASCT)
na kone€ny produkt metabolismu acetat a vedlejSi produkt sukcinyl-CoA (Jenkins et al., 1991).
Sukcinat thiokindza (STK, téZ sukcinyl-CoA syntetdza) premériuje sukcinyl-CoA na sukcinat,
energie thioesterové vazby je vtomto kroku konzervovana a dochazi k substratové fosforylaci
ADP na ATP.

Pyruvét Ize ziskat také z malatu v procesu reverzibilni oxidativni dekarboxylace pomoci
NAD-specifického malic enzymu. V genomu trichomonad bylo objeveno 9 genll kédujicich
hydrogenosomalni malic enzym, pficemz patrné 7 z nich je ve ,,wild type* buiikdch exprimovano
(Schneider et al., 2011).

V hydrogenosomech trichomonad je pfitomen i dalSi enzym energetického metabolismu,
a to ATP:AMP fosfotransferdza (adenylat kindza) (Declerck and Muller, 1987).

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schneider%20RE%22%5BAuthor%5D

Jak jiz bylo feCeno, ATP si dokazi trichomonady tvofit i vtzv. dihydrolazové dréaze
argininu, kdy se v hydrogenosomu nachazi jeden enzym této drahy, arginin deiminaza (Yarlett et
al., 1994; Morada et al., 2011). V genomu T. vaginalis byly nalezeny tfi geny pro tento
hydrogenosomélni enzym (ADI 1-3). Trichomonady takto zfejmé ziskavaji nezanedbatelné
mnozstvi energie.

V hydrogenosomech trichomonad probiha dalsi velmi dllezitd draha, a to tvorba
Zelezo-sirnych skupin, anorganickych kofaktor(l, které jsou zcela nepostradatelné pro Fadu
proteinl k jejich spravné biologické ¢innosti. Zpravidla je tento proces v burice zprostiedkovavan
pomoci specialniho procesu syntézy Fe-S komplextl (tzv. ISC assembly). Fe-S skupiny jsou
nejprve skladany na tzv. proteinovem leSeni a poté preneseny na akceptorové apoproteiny. Geny
kodujici vSechny komponenty této masinérie byly identifikovany v genomu T. vaginalis (Carlton
et al., 2007).

PFi analyze genomu T. vaginalis byly objeveny geny kddujici hydrogenosomalni enzymy
podstatné pro metabolismus aminokyselin. T. vaginalis vlastni dva ze &tyf proteind glycin
dekarboxylazového komplexu (GDC) (konkrétné H a L proteiny), ktery katalyzuje oxidativni
dekarboxylaci a deaminaci glycinu, ¢imz vznikd CO,, NH; a NADH (Mukherjee et al., 2006a).
A dale byl objeven gen pro serin hydroxymethyltransferazu (SHMT) (Carlton et al., 2007),
dimerni pyridoxal fosfat-dependentni enzym Katalyzujici reverzibilni pfeménu serinu a
tetrahydrofolatu (THF) na glycin a N° N'°-methylen THF (Schirch and Szebenyi, 2005,
Mukherjee et al., 2006b).

Relativné nedavno bylo objeveno, Ze hydrogenosomy trichomonad obsahuji i komponenty
mitochondridlniho  dychaciho Fetézce, a to 2 podjednotky NADH dehydrogenazy
(téZ NAH:ubichinon oxidoreduktaza, komplex 1) (Hrdy et al., 2004). Tento enzym je
u T. vaginalis heterodimer, jedna podjednotka obsahuje kofaktor flavin mononukleotid (FMN) a
[4Fe-4S] skupinu, druha [2Fe-2S] skupinu. Tento enzym pFenasi v hydrogenosomech elektrony
z NADH na feredoxin, a propojuje tak oxidaci NADH s produkci vodiku pres enzym
hydrogenazu (Hrdy et al., 2004).

Pro trichomonady jsou téZ nepostradatelné antioxidacni mechanismy, které chrani klicové
hydrogenosomalni enzymy pfed vysokymi koncentracemi kysliku. Mezi hlavni antioxidanty patfi
bezesporu cystein (Coombs et al., 2004). Jak v cytosolu, tak v hydrogenosomech je pFitomna
superoxid dismutaza (SOD), ktera pfeméniuje dvé molekuly superoxidového radikalu na peroxid
vodiku a kyslik (Ellis et al., 1994). Katalaza, kter4d by odstrafiovala peroxid vodiku, byla
detekovana pouze v Tritrichomonas foetus, nikoli u T. vaginalis (Page-Sharp et al., 1996).

Dalsi hydrogenosomalni antioxidacni enzymy majici peroxidazovou aktivitu jsou rubrerytrin a
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peroxiredoxin (Putz et al., 2005; Mentel et al., 2008). Nedavno byl popsén dimerni

tzv. flavodiiron protein (FDP) patfici do superrodiny flavodiiron proteind tfidy A, vazici FMN a

zajistujici redukci kysliku na vodu (Smutné et al., 2009).
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Obr. 5: Predpokladand mapa metabolismu hydrogenosomd T. vaginalis (Carlton et
al., 2007). Oranzova barva reprezentuje enzymy energetického metabolismu (Hy, hydrogenaza;
PFO, pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza; AK, adenylat kindza; STK, sukcinat thiokinaza; ASCT,
acetat sukcinat-coA transferdza). Fdx, feredoxin (zelend barva) dodava elektrony hydrogenaze,
kterd syntetizuje molekularni vodik. Predpokladana aktivita proteinl, které byly odhaleny
sekvenaci genomu: fialovd — tvorba Fe-S center a maturace hydrogenazy (HydG, HydF, HydE,
pomocné maturazy Fe hydrogenazy; Jacl a Mdjl, chaperony obsahujici J doménu; Mge,
nukleotid exchange faktor; HPP, hydrogenosomalni procesujici peptidaza); modréa — antioxidacni
mechanismy (SOD, superoxid dismutaza; Trx, thioredoxin; TrxP, thioredoxin peroxidaza; TrxR,
thioredoxin reduktadza); Zlutd — metabolismus aminokyselin (GCV, glycin dekarboxylazovy
komplex; SHMT, serin hydroxymetyl transferdza); svétle modrd - translokace proteinl

pfes membréany hydrogenosomu a jejich maturace.
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2.2.2.2 Pyruvéat:feredoxin oxidoreduktiza Trichomonas vaginalis

Jak jiz bylo TeCeno, jeden z klicovych enzym( energetického metabolismu
hydrogenosomd Trichomonas vaginalis je pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza (neboli pyruvat
syntaza). Tento Zelezo-sirny protein patfi do tfidy enzymd oxidoreduktaz a katalyzuje reverzibilni
CoA dependentni oxidativni dekarboxylaci pyruvatu za vzniku ekvimolarniho mnoZstvi
acetyl-CoA, CO; a dvou elektrond. V roce 1987 vysla publikace (Williams et al., 1987), ve které
byla popsana enzymaticka aktivita PFO také s 2-oxobutyratem a 2-oxoglutaratem. PFO vSak
nedokazala vyuzit NAD" ani NADP".

PFO je protein asociovany s vnitfni hydrogenosomalni membranou a znacné citlivy
na pritomnost kysliku. Ten poSkozuje Fe-S centra proteinu oxidaci Zeleza, coZ vede k nestabilité
a rozpadu enzymu (Lindmark and Mauller, 1973; Outten, 2007). PFO je dimerni protein
obsahujici patrné Gtyri [4Fe-4S] centra (avSak presny poCet zatim nebyl stanoven) a nekovalentné
vazany thiamin pyrofosfat. Nativni molekulovad hmotnost tohoto enzymu je pfiblizné 240 kDa
(Williams et al., 1987).

Preprotein PFO je na N-konci del$i o nékolik aminokyselin nez maturovany enzym (Hrdy
and Mudller, 1995a). Tento pentapeptid se nazyva hydrogenosomalni importni (targeting)
sekvence a je nezbytnd ktranslokaci preproteinu do organely. Po importu je odStépena
specifickou  hydrogenosomalni  peptiddzou (Smid et al., 2008). Typickd délka
hydrogenosomélnich importnich sekvenci je cca 9-12 aminokyselin, avsak u PFO, kde je
importni  sekvence extrémné kratka (Hrdy and Maualler, 1995a), a nékolika dalSich
hydrogenosomalnich proteindi se o nezbytnosti této sekvence diskutuje a zvaZuje se i nutnost
pFitomnosti zatim neidentifikovaného konformacniho €i interniho importniho signalu (Mentel et
al., 2008; Burstein et al., 2012).

V genomu T. vaginalis bylo identifikovano celkem 7 paraloglii PFO - A, B1, B2, C, D, E,
F, priemZ patrné vSechny jsou ,wild type* bufikach exprimovany (Schneider et al., 2011,
Jedelsky et al., osobni komunikace). Porovnanim vsech sedmi sekvenci mlzeme rozdélit tyto
paralogy do 2 skupin — (1) PFO A, Bl a B2, (2) PFO C, E, F a ponékud zvlast’ stoji PFO D, ktera

ma ze vSech nejdelsi sekvenci a je nejméné konzervativni (obr. 6) (Carlton et al., 2007).

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schneider%20RE%22%5BAuthor%5D

PFOB1 PFCB2
\_{

PFOA
PFOE

PFOD

PFOF PFOC

Obr. 6: Fylogram paralogli PFO A-F ukazujici stupen jejich podobnosti. Fylogram
byl vytvofen na zakladé sekvenci PFO v programu TreeView. Z obrazku je zfejmé, Zze PFOD je

ze véech paralogl nejdivergentngjsi.

PFO vyuZivd TPP, koenzymu A a [4Fe-4S] center k oxidativni dekarboxylaci pyruvatu.
PFi reakci katalyzované pomoci PFO se patrné tvofi adukt TPP s pyruvatem. Pyruvat je nasledné
dekarboxylovan za vzniku hydroxyethyl-tiamin pyrofosadtoveho (HE-TPP) radikdlu a CO;
(Docampo et al., 1987; Furdui and Ragsdale, 2002). Dale dochazi k prenesu elektronu z HE-TPP
radikalu na [4Fe-4S] skupinu. Koenzym A patrné zvySuje rychlost této reakce, pricemz bylo
navrzeno nékolik mechanism{ vedoucich ke vzniku acetyl-CoA (Furdui and Ragsdale, 2002).
U bakterie Halobacterium halobium bylo také zjisténo, Ze bezprostfedné po oxidativni
dekarboxylaci pyruvatu dochazi ktvorbé stabilniho volného radikalu, pFiemz uvolnéné
elektrony jsou preneseny na Fe-S centra enzymu a dale na feredoxin (Kerscher and Oesterhelt,
1981; Docampo et al., 1987). V hydrogenosomech Tritrichomonas foetus byly detekovany
tzv. thiylové radikaly, které pravdépodobné vznikaji pfi prenosu elektronu z koenzymu A
na [4Fe-4S] centrum a nasledné se sluCuji s HE-TPP radikdlem (Furdui and Ragsdale, 2002).

Tomuto mechanismu se fika tzv. biradikalovy.
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PFO T. vaginalis je velmi ddleZity enzym, i co se lékarského vyznamu tyce. PFO je
dle vSeobecné prijimaného konceptu jeden z klicovych enzym( vystupujici pFi aktivaci
antimikrobialnich IéCiv proti trichomonidze 5-nitroimidazol(l, mezi které patfi i metronidazol.
Toto IéCivo je v hydrogenosomu redukovano na cytotoxickou formu pomoci enzymatického
systému sestavajiciho z redoxné aktivnich proteind prenasejicich elektrony s nizkym redoxnim
potencidlem. Vznikaji vysoce reaktivni radikaly zplsobujicich bunéénou smrt. Hodnoty
redoxnich potencialll nejvyznamnéjsich donorl elektrond u aerobnich a anaerobnich organismd
se velmi lisi, proto je metronidazol vysoce selektivni a efektivni proti anaeroblim (viz kapitola

trichomonédy a metronidazol).
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2.3 Trichomonady a metronidazol

K I1éEbé trichomoniazy, sexualné pfenosného onemocnéni lidi, se pouzivaji riizné derivaty
5-nitroimidazold, sloucenin s péticetnym kruhem se dvéma dusiky a s nitroskupinou (NO3)
na patém atomu kruhu. Mezi nitroimidazoly patfi také metronidazol (obr. 7), ktery byl
do Kklinické praxe zaveden pred vice nez 50ti lety a pouziva se UspéSné dodnes.

1

O-N N1 CHj,

|
CH,CH.OH

Obr. 7: 1-(2-hydroxyetyl)-2-metyl-5-nitroimidazol (metronidazol).

2.3.1 Aktivace metronidazolu

Metronidazol vstupuje do bunék trichomonad pasivni difazi (Muller and Lindmark, 1976)
a akumuluje se dle vSeobecné uznavaného konceptu v hydrogenosomu, kde probiha také jeho
aktivace. V hydrogenosomu doch&zi pfi dekarboxylaci pyruvatu, respektive malatu k uvolnéni
elektrond, které jsou za normalnich okolnosti predany pres nizkomolekularni prenasece
feredoxiny enzymu hydrogenaze, a dochazi k tvorbé molekularniho vodiku. V pfitomnosti
metronidazolu jsou vSak tyto elektrony predavany pravé tomuto léCivu, které je redukovano
za vzniku velmi reaktivnich cytotoxickych metabolitli, pravdépodobné nitroradikalovych anionti
(Edwards, 1993a). Tyto produkty patrné poSkozuji DNA, proteiny a lipidy, coZ vede ke smrti
organismu (Kulda, 1999).

Metronidazol je vysoce selektivni a efektivni proti anaerobnim organismim. Typicti
anaerobové maji redoxni reakce zavislé na proteinech s nizSimi hodnotami redoxpotencialu
nez aerobni organismy. Nitroskupina metronidazolu méa redoxni potencidl -486 mV.
Redoxpotencialy donor(l elektronl aerobd jsou pozitivnéjsi nez u nitroimidazolu. Metronidazol je
proto vysoce Gcinnym akceptorem elektrond a pdsobi selektivné na buriky Zijici v anaerobnim ¢i

mikroaerofilnim prostfedi (Kulda, 1999).
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V hydrogenosomu byly popsany dva zplsoby, jakymi je metronidazol aktivovan. Jde

o tzv. klasickou a alternativni drahu aktivace metronidazolu.

2.3.1.1 Klasicka draha aktivace metronidazolu

Po dekarboxylaci pyruvatu pomoci enzymu pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy
v hydrogenosomu jsou elektrony transportovany na nizkomolekularni prenaSece feredoxiny, které
je oviem v pfitomnosti metronidazolu nepfedavaji enzymu hydrogenaze, ale pravé
metronidazolu, ktery vystupuje jako vysoce afinitni akceptor elektrond. Redukci metronidazolu
vznikaji reaktivni aniontové radikaly (R-NO7) poskozujici burfiku (obr. 8). Tvorba vodiku je
nasledné potlacena (Lloyd and Kristensen, 1985; Kulda, 1999).

7~ PYRUVATE

hydragenosame
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Obr. 8: Schématickd mapa aktivace metronidazolu v hydrogenosomu - klasicka
draha (Kulda, 2007). Vysvétlivky: PFOR, pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza; Fd, feredoxin;
MTZ, metronidazol; HY, hydrogenaza
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2.3.1.2 Alternativni draha aktivace metronidazolu

Tato drdha je u Trichomonas vaginalis nezavisld na aktivité enzymu PFO (obr. 9).
Elektrony potfebné pro redukci metronidazolu jsou generovdny v procesu oxidativni
dekarboxylace malatu pomoci hydrogenosomalniho malic enzymu za vzniku pyruvatu, CO, a
uvolnéni 2 elektront. Tyto elektrony redukuji NAD" na NADH a jsou dale pfedany pres enzym
NADH dehydrogenazu (neboli NADH:feredoxin oxidoreduktazu, homolog 2 subjednotek

komplexu I) na feredoxin a nasledné na metronidazol (Hrdy et al., 2005).

4 N

MALATE hydrogenosome

nt/

R-NO, —»MTZ™

/ I\

MTZ" ——————

Y

-+ PYRUVATE

Obr. 9: Schématickd mapa aktivace metronidazolu v hydrogenosomu — alternativni
draha (Kulda, 2007). Vysvétlivky: ME, malic enzym; Fd, feredoxin; MTZ, metronidazol; NDH,
NADH dehydrogenaza.
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2.3.2 Rezistence Trichomonas vaginalis k metronidazolu

Jiz nékolik let po prvni aplikaci metronidazolu proti trichomonidze byl pozorovan vznik
rezistenci u Trichomonas vaginalis ktomuto IéCivu (Edwards, 1993b). Rezistenci
k metronidazolu jde u T. vaginalis navodit také in vitro, a to pfi dlouhotrvajici kultivaci v médiu
se subletéalni koncentraci metronidazolu, pfi které dochazi k podstatnym metabolickym zménam
v cytosolu a v hydrogenosomech trichomonad.

U trichomonad rozeznavame dle vSeobecné pfijimaného konceptu dva typy rezistence,
tzv. aerobni a anaerobni, v zavislosti na podminkach, které jsou pro jejich vznik a manifestaci
dalezit¢ (Kulda, 1993). Aerobni rezistence se projevuje za pritomnosti kysliku
(Meingassner et al., 1987; Kulda 1999) a pouze tento typ rezistence byl doposud pozorovany
u klinickych izolatl. Dochazi pravdépodobné ke zhorSenému odstrariovani kysliku burikou
(Yarlett et al., 1986; Rasoloson et al., 2001; Cudmore et al., 2004) a nasledné zvySena
koncentrace intracelularniho kysliku mlze branit aktivaci metronidazolu. Mechanizmus tohoto
déje spociva bud v kompetici o elektrony, kdy je kyslik silnéjsi akceptor elektron(, popfipadé
v re-oxidaci nitro radikald (Kulda, 1999). V aerobné rezistentnich burikach byla zjisténa ¢astecné
snizend aktivita hydrogenosomalnich enzym(l PFO, dale NADH:feredoxin oxidoreduktazy a
malic enzymu (Rasoloson et al., 202).

U bunék kultivovanych in vitro v médiu s metronidazolem se nejprve objevuje aerobni typ
rezistence odpovidajici klinickym izolatim. V dal$i fazi vyvoje, tzv. anaerobni rezistenci,
vyrazné klesa aktivita PFO a z&roven i aktivita hydrogenazy. Pfi konecné fazi anaerobni
rezistence je aktivita enzymi hydrogendzy a PFO v podstaté nulova. Pro Uplnou rezistenci
trichomonad k metronidazolu musi byt odstranény klicové komponenty jak klasické, tak
alternativni drahy aktivace metronidazolu zahrnujici malic enzym a NADH:feredoxin
oxidoreduktdzu. Po odstranéni téchto komponent je parazit plné rezistentni k metronidazolu a
pfeziva i v jeho vysokych koncentracich (~ 1000 pg/ml) (Kulda, 1999).

Trichomonady rezistentni k metronidazolu kompenzuji ztratu energie pramenici z poklesu
aktivit hydrogenosomalnich enzym PFO a malic enzymu zvySenou aktivitou cytosolickych
enzym( laktat dehydrogendzy, pyruvat kindzy a NADP-dependentniho jable¢ného enzymu.
Stémito zménami jsou spojend i pomérnd mnozstvi konecnych produktli metabolismu.
Se zvysujici se mirou rezistence roste produkce laktatu (az 92 % glukdzy je preménéno prave
na tento produkt) a snizuje se produkce vodiku a acetatu (Cerkasovova et al., 1988; Kulda, 1999).
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2.3.3 Aktivace a rezistence k metronidazolu u T. vaginalis — novy pohled

V roce 2009 vysla publikace (Leitsch et al., 2009), ktera pfinasi novy pohled na aktivaci a
vznik rezistence k metronidazolu u trichomonad a ktera zpochybiiuje dosavadni poznatky o této
problematice.

Prace vychazi z poznatkl o aktivaci metronidazolu u bakterii a nékterych eukaryotnich
organismll (Entamoeba histolytica). U bakterie Helicobacter pylori je redukce metronidazolu
pfisuzovana NAD(P)H-nitroreduktazam rdxA a frxA (Goodwin et al., 1998; Aldana et al., 2005;
Pal et al., 2008). U parazitického organismu Entamoeba histolytica byla popsana aktivace
metronidazolu pomoci enzymu thioredoxin reduktazy (Leitsch et al., 2007; Pal et al., 2008).
Homolog tohoto enzymu se téZ vyskytuje u Trichomonas vaginalis a jeho funkce spociva
pfedevsim v ochrané bunky pred kyslikovymi radikdly (Coombs et al., 2004). Pfi analyze
genomu T.vaginalis bylo objeveno, Ze geny kddujici nitroreduktdzy jsou u trichomonad
pritomny celkem v 11ti kopiich (Tvntrl az Tvntrll) (Pal et al., 2008).

Leitsch et al. (Leitsch et al., 2009) se déle zabyvali tim, je-li nitroradikalovy anion Ci déle
redukovany metabolit metronidazolu hlavni toxické Cinidlo. V mnoha in vitro studiich bylo
shledano, Ze jedno a/nebo dvouvldknové zlomy DNA zplsobuje elektrochemicky generovany
nitroradikalovy anion (Edwards, 1993a). V rozporu stim je pozorovani, Zze chemicka redukce
metronidazolu dithioni¢itanem (LaRusso et al., 1978) nevedla k dvouvlaknovym zlom(m, ale
spiSe ke kovalentni vazbé reaktivnich metronidazolovych meziprodukt(i na DNA (Lindmark and
Miiller, 1976) a proteiny (West et al., 1982). AvSak buriky T. vaginalis vystavené plisobeni
metronidazolu se prestaly pohybovat a zemrely velmi rychle, coZ je velmi téZké pFisuzovat
poSkozeni DNA, jehoZ nasledky by spi§ vedly k apoptéze v mnohobuné&ném organismu nebo
k inhibici rlstu u jednobunééného organismu (Leitsch et al., 2009).

Zkoumani hydrogenosomalnich proteinli pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy, malat
dehydrogenazy dekarboxylujici a feredoxind, které jsou dle plvodniho konceptu hlavnim
aktérem v aktivaci metronidazolu, s 2,2-dipyridylem pfineslo zajimavy poznatek. Trichomonady
péstované v médiu s dipyridylem, chelatacnim Cinidlem Zeleza, ztratily téméF kompletné aktivitu
téchto proteind, avSak byly stéle pIné citlivé k metronidazolu (Leitsch et al., 2009).

Leitsch et al. ve své praci predpokladaji, Zze thioredoxin reduktiza je u T. vaginalis
klicovym enzymem v aktivaci metronidazolu. U bunék péstovanych s nitroimidazolem
projevovala thioredoxin reduktaza znacné sniZzenou schopnost redukovat thioredoxin,

pravdépodobné kvili vytvareni kovalentnich slouéenin s nitroimidazolovymi intermediaty.
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Snizena aktivita thioredoxin reduktazy nasledné vedla ke snizeni aktivity enzymd, jejichz
funkce jsou zavislé na thioredoxinu. Je tedy usuzovano, Ze nitroimidazoly rozvraceji bunécnou
redoxni rovnovahu jednak sniZzenim aktivity thioredoxin reduktazy, jednak poklesem hladiny
thiold. Dale autofi dokladaji, Ze také rozklad peroxidu vodiku peroxidazami je omezeny shodng s
poklesem aktivity thioredoxin reduktazy diky plisobeni nitroimidazol(i (Leitsch et al., 2009).

Snizena aktivita thioredoxin reduktazy by mohla byt dlleZitou nevyhodou pro T. vaginalis
pfi stfetu s hostitelskym obrannym systémem, ktery zahrnuje tvorbu molekul zodpovédnych
za oxidativni stres. Kromé toho i nékteré dalSi fyziologické procesy u T. vaginalis potfebuji
thioredoxin, jako napf. syntéza dNTP enzymem ribonukleotid reduktdzou, dale redukce sulfatu a
redoxni kontrola chaperondi, a mohlo by to tedy byt pro buriky fatalni (Leitsch et al., 2009).

V aktivaci a tudiz i v rezistenci k metronidazolu budou pravdépodobné zapojeny nejen
flavinové enzymy, ale i volné redukované flaviny (Clarke et al., 1980). Thioredoxin reduktéza je
v plné rezistentnich burikach k metronidazolu z velké Casti inaktivni a pfi velmi nizké nebo
nulové aktivité thioredoxinli nedochézi k redukci FAD, FMN a riboflavin(i u bunék rezistentnich
k metronidazolu, zatimco bunky citlivé na metronidazol ochotné tyto flaviny redukuji. Tento
objev nasvédcuje, Ze hladiny redukovanych flavin u bunék rezistentnich k metronidazolu jsou
patné velmi nizké (Leitsch et al., 2009).

Lze predpokladat, Ze ztrata aktivity flavin reduktazy u rezistentnich bunék T. vaginalis
naruSuje metabolismus Zeleza, tudiz se sniZzuje i exprese PFO a hydrogenosomalni malat
dehydrogenazy (dekarboxylujici). Presto zlstava T. vaginalis i za nedostatku Zeleza pIné citliva
k metronidazolu, coZ v podstaté popird dosavadni model aktivace nitroimidazoll
v trichomonédéch. Autofi se podle svych dosavadnich pozorovani domnivaji, Ze ztrata
Zzelezosirnych enzym( a dal$ich hydrogenosomalnich drah u T. vaginalis rezistentnich
k metronidazolu neni divodem, ale pravdépodobné disledkem rezistence k metronidazolu, a tou

je tézké naruseni bunécného metabolismu flavind (obr. 10) (Leitsch et al., 2009).
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Obr. 10. Predpokladany model aktivace nitroimidazol( u T. vaginalis dle nového
konceptu (Leitsch et al., 2009).

A) Nitroimidazoly vstupuji do bufiky pasivni difuzi (1) a jsou redukovany pomoci
flavinovych enzym0, napf. thioredoxin reduktazou (TrxR), ¢i redukovanymi volnymi flaviny.
Kyslik reaguje s nitroradikdlovym aniontem a dochazi k jeho re-oxidaci jesté pfed tim, nez by
vznikl dalSi metabolit, nitrosoimidazol (2). Nitroimidazoly ¢i jejich nasledné redukované
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metabolity tvofi kovalentni slouceniny s thiolovymi skupinami. Za nizké koncentrace kysliku je
redukce nitroimidazold mnohem G¢inngjsi a vede k vycerpani intracelularnich thiolG.

Tvorba kovalentnich sloucenin s nitroimidazolovymi metabolity také snizuje aktivitu
thioredoxin reduktazy, coZz pravdépodobné vede ke zhorSené obrané bunky proti kyslikovym
radikaliim, protoZe pro spravnou funkci enzymi peroxidaz je aktivita thioredoxinli nezbytna.
V pritomnosti vys$si koncentrace kysliku (4) vede patné situace k akumulaci H,O, zplsobujici
oxidaci thioll a proteinl a vytvoreni velmi nebezpecnych hydroxylovych radikall. V pfitomnosti
nizsi koncentrace kysliku vede nedostatek thiold také k naruSeni dllezitych bunécnych déjd a
pravdépodobné i ke ztraté esencialnich thiold, jako je napf. koenzym A (Leitsch et al., 2009).

B) Fyziologicke procesy v T. vaginalis, o kterych je zndmo Ci o kterych se pfedpoklada,
Ze potiebuji thioredoxiny ke své spravné funkci: Thioredoxiny jsou nezbytné v ochrané buriky
proti  kyslikovym  radikaldm, protoze obnovuji  katalytickou  funkci  peroxidaz
(Coombs et al., 2004) a methionin sulfoxid reduktaz (Boschi-Mdiller et al., 2005). Thioredoxiny
jsou také dllezité pro spravné fungovani ribonukleotid reduktdzy, enzymu vystupujiciho
v syntéze dNTP (Nordlund and Richard, 2006). Thioredoxiny jsou téZ vyznamné pro skladani
nékterych proteind, napf. chaperonll (Berndt et al., 2008), a rovnéZ se ukazaly jako dilezité
enzymy v syntéze Zelezo-sirnych skupin u Escherichia coli (Ding et al., 2005).

V roce 2010 vySel Clanek (Leitsch et al., 2010) zaméfujici se na zmeény v burikéch
trichomonad zplsobené pridanim latky difenyleneiodonium (DPI) do kultivaéniho média. Tento
inhibitor flavin(l vytvari s proteiny obsahujicimi flavin kovalentni adukty a ma tudiz vliv na jejich
spravnou funkci. Leitsch et al. poukazuji na fakt, Ze aktivity enzymi thioredoxin reduktazy a
flavin reduktézy jsou v pFitomnosti DPI vyrazné snizeny.

Aktivita enzyml PFO a malic enzymu byla taktéZz snizena téméf na nulu, na rozdil
od enzym( thioredoxin peroxidazy, superoxid dismuzazy a laktat dehydogenazy, jejichZ exprese
byla velmi zvySena. Pokusy ukazaly, Ze jiz béhem nékolika hodin se staly bufiky inkubované
v médiu s DPI necitlivé k metronidazolu, a to i za velmi vysoké koncentrace metronidazolu. Tato
studie predpoklada, Ze kroky, vedouci k naruseni bunééného metabolismu flavin( u T. vaginalis
pomoci DPI, jsou obdobné s déji, odehrdvajicimi se u bunék rezistentnich k metronidazolu
in vitro (Leitsch et al., 2010).

30



2.4 Alternativni 2-keto acid oxidoreduktazy (KORs) u
Trichomonas vaginalis

V roce 1999 vysla publikace (Brown et al., 1999), ve které byly popsany u Trichomonas
vaginalis dva enzymy karbohydratoveho metabolismu, tzv. alternativni 2-keto acid
oxidoreduktazy (KOR1 a KOR2). Podle autord jsou tyto enzymy jsou pravdépodobné plné
aktivni v trichomonadach rezistentnich k metronidazolu, na rozdil od hydrogenosomalniho
enzymu pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy. Tyto enzymy patrné dokazi ,prelstit” aktivaci
metronidazolu, protoZe neuvoliiuji elektrony, které by predavaly feredoxinim a ty nasledné
metronidazolu (Brown et al., 1999). Brown et al. navrhovali, Zze by KORs mohly predstavovat
pro trichomonady rezistentni k metronidazolu néhradni zdroj energie. Acyl-CoA, ktery se tvofi
v reakci katalyzované pomoci KORs, by mohl byt zpracovan enzymy ASCT a STK za vzniku
ATP. O téchto dvou enzymech bylo zjisténo, Ze jsou aktivni v trichomonéadach rezistentnich
k metronidazolu (Ellis et al., 1992). Aryl-CoA, produkovany také pomoci KORs, by patrné tez
mohl byt vyuZit k tvorbé energie v zatim nedefinované dréze.

Tyto enzymy pravdépodobné metabolizuji, stejné jako PFO, Sirokou $kalu substratd, napf.
pyruvat, a-ketobutyrat Ci o-ketomalonat, zahrnujici také deaminované formy aromatickych
aminokyselin, napf. indolpyruvat i fenylpyruvat. Avsak ani jedna z alternativnich oxidoreduktaz
nedokaze zpracovat a-ketobutyrat (Brown et al., 1999). Podle autor(l citované prace jsou diky
témto vlastnostem jsou tyto enzymy nezbytné Kk preziti trichomonad rezistentnich k
metronidazolu a predstavuji pro trichomonady rezistentni k metronidazolu alternativni zdroj
energie.

Brown et al. se domnivaji, Ze tyto alternativni 2-keto acid oxidoreduktdzy nesdileji
homologii s PFO Zadného organismu. Avsak pfi analyze genomu trichomonad nebyla nalezena

sekvence genl téchto KORs a v proteomu také nebyly tyto enzymy identifikovany.
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3 Cile prace

Ve své diplomové préaci jsem se zaméfila na charakterizaci enzymu pyruvét:feredoxin
oxidoreduktazy D (PFOD), a to s témito cili:

1)

2)

3)

4)

5)

Pfipravit nativni rekombinantni protein PFOD parazitického prvoka Trichomonas
vaginalis v bakteriich Escherichia coli a kvasink&ch Saccharomyces cerevisiae a pouzit
jej pro dalSi studie.

Pfipravit rekombinantni protein k vytvoreni specifické polyklondlni protilatky
proti nekonzervativni oblasti PFOD a pomoci ni lokalizovat PFOD v bufice T. vaginalis.
Exprimovat rekombinantni protein PFOD v rezistentnich bufikach prvoka T. vaginalis a
studovat vliv toho proteinu na rezistenci k metronidazolu.

Zjistit relativni expresi vsech PFO genl u parentnich a rezistentnich bunék T. vaginalis
metodou kvantitativni Real Time PCR.

Charakterizovat alternativni 2-keto acid oxidoreduktazy a identifikovat prislusné proteiny

s cilem urcit jejich vztah k PFOD.
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4 Material a metody

4.1 Bunécne kultury

4.1.1 Trichomonas vaginalis

Pro amplifikaci genu pfod byla pouZita celkovd DNA izolovana z bunék Trichomonas
vaginalis kmene T1 (poskytnuty od J. H. Tai, Institute of Biomedical Sciences, Taiwan).
V pokusech zacilenych na kvantitativni Real Time PCR byla pouZita RNA z T. vaginalis
parentniho kmene 10-02 (Kulda et al.,, 1982) a rezistentniho kmene Tv 10-02 MR 100
(Kuldaetal.,, 1993). V pokusech zaméfenych na transformaci bunék byl pouZit kmen
trichomonéd T1 a Tv 10-02 MR 100.

Buriky T. vaginalis 10-02, respektive T1 byly udrZzované v axenické kultufe v médiu TYM
pH 6,2 bez agaru (Diamond, 1957) v 10 ml Sroubovacich sklenénych zkumavkach, respektive
v 10ml zkumavkéch v termostatu pri teploté 37 °C. Kultura byla o¢kovéana do Cerstvého média
kaZzdych 24 hodin. Pro ziskani vétSiho mnozZstvi kultury byly burky pfevedené z jedné zkumavky
do 100 ml média TYM bez agaru. Po 24 hodinach kultivace byla tato kultura pfevedena
do 1 I média TYM bez agaru. Kultura byla zpracovana pfiblizné po 24 hodinové kultivaci.

Buriky T. vaginalis 10-02 MR 100 byly udrZzované v axenické kultufe v médiu TYM
pH 6,2 s0,05% agarem a metronidazolem (100 pg/ml) v 10 ml Sroubovacich zkumavkach
v termostatu pri teploté 37 °C. Kultura byla o¢kovana do Cerstvého média kazdych 24 hodin.
Pro ziské&ni vétSiho mnoZstvi kultury byly buiiky béhem téchto pasézi pfevedeny do TYM média
bez agaru s metronidazolem (50 pg/ml). Poté byly tfi zkumavky s rezistentnimi trichomonadami
naoCkovany do objemu 50 ml média bez agaru s metronidazolem. Po 24 hodinach byla tato

kultura pfevedena do dvojndsobného objemu média aZ na vysledny objem 1 1.

33



4.1.2 Escherichia coli

Béhem prace byly pouzivané bakterie Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen).
Transformace bunék plasmidem nesoucim vilozZzeny gen pfod byla provedena dle doporuceného
protokolu vyrobce tepelnym Sokem pfi 42 °C 45 vtefin. Bakterie byly kultivovany
na LB/agarovych plotnach se specifickymi antibiotiky pFi 37 °C pro selekci pozitivnich klond.

K produkci rekombinantnich protein(i byly pouZzity bakterie E. coli BL21 DE3 (obsahuji
Sest netypickych tRNA, které umozni expresi genll s vzacnymi kodony) a E. coli BL21
GROES/EL (obsahuji chaperony Hsp60 a HsplO potfebné pro spravné skladani proteind).
Transformace i kultivace bunék byly provadény obdobnym zptsobem jako u kmene TOP 10.

4.1.3 Saccharomyces cerevisiae

Pro expresi rekombinantniho proteinu PFOD byly pouZzity kvasinky Saccharomyces
cerevisiae kmene YPH499. Burky byly kultivovany na YPD/agarovych plotnach pfi 30 °C.
V pfipadé transfekovanych linii byly buriky kultivovany v tekutém YPGal médiu s pfidanym
nourseothricinem (50 pg/ml) (Sigma) pro selekci pozitivnich klond.

4.2 Kultivaéni média

e Médium TYM pro kultivaci T. vaginalis T1 (Diamond, 1957)

Diamondovo médium TYM pH 6,2
navazky g V média- 0,51

Trypton 10 g
Yeast extract 5¢g
Maltéza 25¢g
L-cystein hydrochlorid 0449
Kyselina askorbova 0.1g
KH2P04 0.4 g
KzHPO4 0.4 g
Citrat Zelezito-amonny (86 mM) 500 pl
Destilovana voda do 450 ml
Konské sérum 50 ml

Upravit pH na hodnotu 6,2 a sterilizovat v autoklavu 30 minut pfi 120 °C. Poté pfidat
50 ml inaktivovaného koriského séra (inaktivace séra pfi 56 °C po dobu 30 minut).
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e Slovenské médium pro kultivaci T. vaginalis Tv 10-02 a Tv 10-02 MR 100

Slovenské médium TYM pH 6,2

navazky g V média- 0,51
BBL trypticase pepton 10 g
Kvasnicny autolyzat 5¢
Maltéza 25¢g
L-cystein hydrochlorid 049
Kyselina askorbova 0.1g
KH2P04 0.4 g
KzHPO4 0.4 g
Destilovana voda do 450 ml
Citrat Zelezito-amonny (86 mM) 500 pl
Agar 0,25¢g
Koriské sérum 50 ml

Upravit pH na hodnotu 6,2 a sterilizovat v autoklavu 30 minut pfi 120 °C. Poté pfidat

50 ml inaktivovaného koriského séra (inaktivace séra pfi 56 °C po dobu 30 minut).
(BBL trypticase pepton — Dickinson and Company; Maltéza — Sigma; L-cystein hydrochlorid —
Sigma; Kyselina askorbova - Sigma; Koriské sérum — Invitrogen; Agar — Oxoid; Yeast extract —

Oxoid; Kvasni¢ny autolyzat — Imuna pharm; Trypton - Oxoid)

e YPD a YPGal média pro kultivaci kvasinek Saccharomyces cerevisiae kmene YPH499.

YPD
navazky g V média- 0,51
Proteose peptone 109
Kvasinkovy autolyzat 5¢g
D-glukdza 25¢g
Destilovana voda 500 ml
YPGal
navazky g V média-0/51
Proteose peptone 10g
Kvasinkovy autolyzat 59
D-galakt6za 25¢g
Destilovana voda 500 ml

Obé media sterilizovat v autoklavu 20 minut pfi 120 °C.
(D-glukdza - Lach:Ner; D-galaktéza - Sigma)

35



e Média pro kultivaci bakterii Escherichia coli

LB medium pH 7

navazky g V média-0/51
LB broth (Sigma) 10 g
Destilovana voda 500 ml

Upravit pH na hodnotu 7. Sterilizovat 20 minut pfi 120 °C.

4.3 Pouzité techniky

4.3.1 Amplifikace gen0

PCR primery byly navrzeny pomoci programu Primer.3 (http://frodo.wi.mit.edu/).
Pfed 5" konce komplementarnich Usek( primer( (tabulka 1) byly prediazeny sekvence
restrikénich enzyml k vytvoreni koheznich koncd k naslednému vloZeni do expresnich plasmiddi.

Gen PFOD byl amplifikovan bez importni sekvence (leaderu; viz str. 20).

Tab. 1: Pouzité primery pro amplifikaci genll s vyznacenymi misty pro restrikéni enzymy.

Primery pro PFOD bez leaderu do pET-42b+ s N-terminalné pfipojenym His tagem, restrik¢ni
mista Xbal a BsrGl.

F 5 GTACTCTAGAATGGCATCCAAGCTCGTCCCTATG 3

R 5 CTAGIGTACACTTTGTTTCAAAAACACGTGC 3

Primery pro PFOD bez leaderu do expresniho vektoru pYM-N23 s N-termindlné pfipojenym
His tagem, restrikéni mista Xbal a Clal.

F 5" AACCCCGGATTICTAGAATGGCATCCAAGCTCGTCCCTATG ¥
R 5 ATCTGATATCATCGATTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTTTGTTT
CAAAAACACGTGC &
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Primery pro PFOD bez leaderu do expresniho vektoru TagVag s N-terminalné pfipojenym His

tagem, restrikEni mista Vspl a Acc65.

F

5 ATTAATATGGCATCCAAGCTCGTC 3’

R

5 GGTACCGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTTTGTTTCAAAAACACG 3’

Primery pro PFOD bez leaderu do expresniho vektoru TagVag s N-terminalné pfipojenym 2x HA

tagem, restrikEni mista Vspl a Acc65.

F

5 ATTAATATGGCATCCAAGCTCGTC 3’

R

5 GGTACCCTTTGTTTCAAAAACACG 3’

Pouzité primery pro amplifikaci fragmentu na protilatku proti PFOD s N-terminalné pfipojenym

His tagem, restrikEni mista Ndel a BamHil.

F

5 CACCATATGTTCGAAGATAACGCT 3

R

5 CACGGATCCGTTGGATGGCTTGAC 3’

Amplifikace gend byla provedena metodou polymerazové fetézové reakce (PCR), a to

z celkové DNA T. vaginalis T1 izolované pomoci Hight Pure PCR Template Preparation Kit

(Roche) z 10 ml kultury T. vaginalis. Vzorky DNA (PCR produkty, DNA po Stépeni restrik&énimi

enzymy, plasmidy) byly analyzovany na horizontélni elektroforéze na 1% agar6zovém gelu

s pfidanym SYBR®Safe (Invitrogen). Gely byly prohlizeny na UV transiluminatoru. Pozadovany

prouzek DNA byl vyfiznut sterilnim skalpelem a vyizolovan pomoci QIAquick Gel Extraction
Kitu (Qiagen).

SloZeni PCR reakce:

destilovana voda 16,8 ul
dNTP 0,8 ul
DNA 1 ul
Pfu pufr s MgSO, 2,5 ul
F primer 1ul
R primer 1ul
Pfu polymeraza 0,2 ul
Taq polymeraza 0,2 ul
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PCR reakce probihala za nasledujicich podminek:

Krok T((efcl:(;ta Doba trvani (minuty) PocCet opakovani
Iniciace 94 5 1
Denaturace 94 1 15 1
Nasedani primerl | 60 - 45* 1 15
Syntéza 72 2 15 -
Denaturace 94 1 30 -
Nasedani primerd 45 1 30
Syntéza 72 2 30 -
Syntéza 72 7 1
Chlazeni 4 00

*V kazdém cyklu byla teplota snizena o 1 °C.

4.3.2 Pouzité plasmidy

Pro expresi genu pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy D (PFOD) v trichomonadach byl
pouZzit vektor TagVag (obr. 13) (poskytnuty Mgr. Petrem Radou, Ph.D., katedra parazitologie
PFF UK). Pro expresi PFOD v bakteriich E. coli byl pouzit vektor pET-42b+ (obr. 11) (Novagen)
a pro expresi v kvasinkéach vektor pYM-N23 (obr. 12) (poskytnuty Mgr. Vratislavem Stovickem,
katedra genetiky a mikrobiologie PfF UK).

4.3.2.1. Expresni plasmid pET-42b+

Tento plasmid obsahuje silny bakterialni T7 promotor a T7 terminator a gen pro rezistenci
ke kanamycinu (Kan; selek¢ni znaCeni). Exprese vloZeného genu je indukovana pomoci IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid; IPTG se vaze na lac represor a uvolni ho z lac operonu
(lacl), coZz umozni prepis gend v lac operonu). Vektor je dlouhy 5930 par(i bazi bez inzertu.
Jako restrikéni mista pro PFOD byla pouZita Xbal a BsrGl. Plasmid obsahuje 6x His tag a
glutation S-transferazovy (GST) tag.
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Obr. 11: Mapa expresniho plasmidu pET-42b+ (Novagen) (pfevzato z
https://wasatch.biochem.utah.edu/chris/links/pET42.pdf).
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4.3.2.2 Expresni plasmid pYM-N23

Expresni kvasinkovy plasmid pYM-N23 obsahuje gen pro rezistenci k ampicilinu
(AmpR) pro selekci v bakteriich a gen pro rezistenci k nourseotricinu (nat) pro selekci
v kvasinkéach. Exprese vloZeného genu je Fizena silnym galaktésovym promotorem (GAL 1).
Vektor je dlouhy 4278 parli bazi bez inzertu. Jako restrikéni mista pro PFOD byla pouZita Xbal a
Clal.

Notl

Pvull
Hindlll
Pstl
Sall
BamHl
Nde Bglll
| Pstl
Ncol
Kpnl
Kpnl
\ |
4000
Sphl
pYM-N23 Xhol
1000~
4278 bp
Sphl
//If} Sacl
GAL1 Promoter / /
2000 },f//;///
\ y 4
i o
\\ \
Il \ Xbal
Spel
BamHlI
EcoRl
Clal
EcoRV
Spel
Notl

Obr. 12: Mapa expresniho plasmidu pYM-N23 (Euroscarf). (Pfevzato z
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pY M-N23.html).
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4.3.2.3 Expresni plasmid TagVag

Plasmid TagVag je vektor uréeny k expresi proteinl v trichomonadach. Obsahuje
T7 promotor (T7 prom), gen pro rezistenci k ampicilinu (Amp marker) v bakteriich, gen
pro rezistenci ke geneticinu (NEO marker) v trichomonddach a hemaglutininové znaCeni (2x
Ha tag). Vektor je dlouhy pfiblizné 6000 pard bazi bez inzertu. Jako restrikéni mista pro PFOD
byla pouZita Acc65 a Vspl, které je kompatibilni s Ndel (izoschizomery).

Eglll el

Obr. 13: Mapa expresniho plasmidu TagVag (Hrdy et al., 2004).
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4.3.3 Klonovéni pfod do pET-42b+

1)

2)

3)

4)

6)

K namnoZeni amplifikovaného genu pfod (gene number TVAG_096520) v E. coli byl pouzit Kit
pGem®-T Easy Vectors System (Fermentas). Ligacni smés byla namichana dle doporu¢eného
postupu vyrobce a byla pouZita pro transformaci kompetentnich bakterii TOP 10 tepelnym
Sokem. Transformované bakterie byly naneseny na LB/agarové plotny sampicilinem
(100 pg/ml) (Sigma) a kultivovany pres noc v termostatu pfi 37 °C. Pozitivni buniky byly
vybrany pomoci modro-bilé selekce pFidanim X-Galu (5-bromo-4-chloro-indolyl-f-D-
galaktopyranosid; pozitivni kolonie bunék jsou bilé, gen pro galaktozidazu je prerusen
vloZenou DNA. V opacném pfipadé jsou buriky modré).

Nékolik kolonii bylo otestovano na pfitomnost plasmidu s inzertem pfod. Test probéhl pomoci
PCR z bunék E. coli za pouziti stejnych podminek jako pfi amplifikaci pfod. Pozitivni kolonie
byly napéstovany prfes noc v Cistém LB médiu s ampicilinem pfi 37 °C a 225 otacek za minutu
(RPM) na rotatnim inkubatoru. Plasmidy byly z bakterialnich kultur vyizolovany QIAprep
Spin Miniprep Kitem (Qiagen) a pomoci sekvenace byla provedena kontrola mutaci a
spravného vloZeni inzertu do plasmidu.

Oveéreny inzert byl z plasmidu pGEM vystépen dvojici specifickych restrikénich enzyml a
precistén pomoci horizontéalni elektroforézy na 1% agar6zovém gelu. Stejnym zpdsobem byl
nasStépen a precistén plasmid pET-42b+ s histidinovym znaCenim (His tag). Pfipraveny inzert s
koheznimi konci byl vioZen do expresniho plasmidu. Ligacni reakce s pouZitim T4 DNA ligazy
(Fermentas) byla namichana dle doporu¢eného postupu vyrobce, pfiéemz mnozstvi plasmidu a
inzertu v reakci bylo priblizné 1:1 (ur€eno vizualné na agarézove elektroforéze). Cela ligacni
reakce byla pouZita pro transformaci kompetentnich bakterii TOP 10 tepelnym Sokem.
Transformované bakterie byly naneseny na LB/agarove plotny s kanamycinem (50 pg/ml)
(Sigma) a kultivovany pfes noc v termostatu pfi 37 °C.

Z narostlych kolonii bylo nékolik otestovano na pritomnost plasmidu s inzertem pomoci PCR
(viz str. 38). Pozitivni klony byly napéstovany v LB médiu pfi 37 °C a 225 RPM. Poté z nich
byly vyizolovany plasmidy a pomoci sekvenace byla provedena kontrola mutaci a spravného
vloZeni inzertu do expresniho plasmidu.

Ovéreny plasmid s inzertem byl pouZit pro transformaci kompetentnich bunék BL21 tepelnym
Sokem dle doporuceného protokolu vyrobce. Pozitivni bakterie byly pouZity pro test exprese
proteinu PFOD.
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4.3.3.1 Test exprese PFOD

1)

2)

3)

5)
6)

7)

Z narostlé kultury bunék odebrat 1 ml a pfenést do 15 ml Cerstvého LB média. Bunécna
kultura byla kultivovana jak za aerobnich, tak za anaerobnich podminek (v uzavienych
zkumavkach).

Trepat pfi 225 RPM a 30 °C do ODggo 0,4 - 0,6 (opticka denzita méfend na S800 Diode Array
spektrofotometru (Biochrom) pfi vinové délce 600 nm).

Po dosaZeni poZadované OD odebrat 0,5 ml jako kontrolni vzorek a kulturu dale indukovat
24 hodin pfi 225 RPM a 30 °C s 0,5 mM IPTG, 400 uM siranem Zelezito-amonnym. Test
exprese probihal také s témito terminalnimi akceptory elektrond: 2 mM dusi¢nanem sodnym
(NaNOs3), 2 mM DMSO (dimethyl sulfoxid) a 2 mM fumaratem.

Po 24 hodinové kultivaci odebrat 0,5 ml jako kontrolni vzorek.

Vzorky denaturovat se vzorkovym pufrem pro SDS elektroforézu (dle doporuceného
protokolu vyrobce, Bio-Rad) 5 minut ve vrouci vodé a ovéfit expresi rekombinantniho
proteinu pomoci SDS elektroforézy, Western blotu a specifickych protilatek.

Klon bakterii, ktery nejlépe exprimovat PFOD, byl indukovan v objemu 2 I. Kulturu byla
stoCena pfi 4 000 x g, 10 minut, 4 °C Bakterialni pelet byl pouZit pro purifikaci PFOD

za nativnich podminek.

4.3.3.2 Nativni purifikace PFOD

1)

2)
3)
4)
5)
6)

Pelet bakterii obsahuji rekombinantni protein rozsuspendovat ve 20 ml fosfatového pufru
s 10 mM imidazolem (50 mM NaH;PO4, 300 mM NacCl, 20% glycerol, 10 mM imidazol,
1 mM dithiosific¢itan sodny (redukéni €inidlo), pH 8,5).

Pridat 1 mg/ml lysosymu, 1 mg/ml DNA&zy, 2 pl/ml leupeptinu a 2 pl/ml TLCK.

Suspenzi 20 minut inkubovat na ledu.

Suspenzi homogenizovat na pristroji French press cell disruptor (124 000 kPa).

Homogenat stocit na centrifuze Beckman rotor Ti 50.2 pfi 82 000 x g, 30 minut, 4 °C.
His-tagovany protein izolovat ze supernatantu afinitni purifikaci na koloné s naplni Ni-NTA
agarozy za nativnich podminek dle doporuceného protokolu vyrobce (Qiagen). Protein
elulovat z kolony pomoci nespojitého gradientu pufrli se zvysujicim se obsahem imidazolu
(10 mM a 250 mM). Elucni frakce obsahujici rekombinantni protein zahustit (Amicon Ultra
Concentrator, Millipore) a analyzovat pomoci SDS PAGE, Western blotu a specifickych

protilatek proti histidinovému znaceni.
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4.3.3.3 Stanoveni molekulové hmotnosti PFOD

Molekulova hmotnost PFOD byla determinovana pomoci kapalinové chromatografie
(BioLogic Duo Flow systém, Bio-Rad) na molekularnim situ. Kolona obsahujici SUPERDEX
200 (kolona 10/300GL, GE Healthcare) byla promyta 50 mM fosfatovym pufrem s 400 mM
imidazolem (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20% glycerol, 400 mM imidazol, 1 mM
dithiosificitan sodny, pH 8,5). Frakce obsahujici rekombinantni PFOD byla poté aplikovana na
kolonu. Nativni molekulova hmotnost enzymu byla vypoCtena z kalibracni kfivky (obr. 14)
pomoci standard( (670 kDa, 158 kDa, 44 kDa, 17 kDa a 1,35 kDa).

Kalibraéni kfivka

7

6 - \

5
©
; 3 y = -0,2694x + 8,630 2
s R% = 0,9675

2

1

O T T T T T

9 11 13 15 17 19
eluéni objem / ml

Obr. 14: Kalibrac¢ni kFivka kolony Superdex 200 slogaritmy molekularnich
hmotnosti standard( (osa y). Rovnice byla pouzita pro vypocet nativni molekularni hmotnosti
PFOD.
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4.3.4 Priprava rekombinantniho proteinu na protilatku proti PFOD

4.3.4.1 Exprese proteinu

Sekvence poZadovaneho inzertu byla navrZzena z nekonzervativni oblasti PFOD
T. vaginalis (Obr. 20). Amplifikovany inzert byl namnoZen v plasmidu pGEM®-T Easy Vectors
System, zaklonovan do expresniho plasmidu pET-42b+ s histidinovym znaCenim (6x His tag) a
exprimovan v bakteriich E. coli BL 21 (DE3). Jeden z pozitivnich klon( byl kultivovan pfi 37 °C
v objemu 3 | LB média s pfidanym kanamycinem (50 pg/ml). Po néarlstu kultury
na ODgoo 0,4 - 0,6 byla zahajena exprese proteinu pfidanim 0,5 mM IPTG. Po 6 hodinach byla
bunécna kultura centrifugovéna pfi 4 000 x g, 15 minut a 4 °C.

Cilovy his-tagovany protein byl izolovan z bakterii afinitni purifikaci pomoci Ni-NTA
agarézy (Qiagen) a poté precistén pomoci TALON® Metal Affinity Resin kolony (Clonetech).
Obé procedury byly provadény za denaturacnich podminek pomoci 8 M mocoviny. Protein byl
z kolony eluovan pomoci specifickych pufrll pro precisténi rekombinantniho proteinu
za denaturacnich podminek se snizujicimi se hodnotami pH (5,9 az 4,5) dle doporuceného
protokolu vyrobce (Qiagen). Pfitomnost proteinu v jednotlivych izolovanych frakcich byla
testovana pomoci SDS elektroforézy, Western blotu a specifickych protilatek proti
histidininovému znaceni.

Frakce, ktera obsahovala nejvice proteinu, byla rozdélena podle molekulové hmotnosti
na 15% preparativni SDS-PAGE (BioRad) 5 hodin pfi 250 V a 4 °C. Gel byl obarven roztokem
barvy Coomassie Brilliant Blue (250 mg CBB R-250, 225 ml destilovana voda, 225 ml metanol,
50 ml kyselina octova). Protein o predpokladané velikosti (v mnoZstvi cca 600 ug) byl vyfiznut,
promyt v PBS (Posphate Buffer Saline; 8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,53 g Na;HPOQO,, 0,2 g KH,PO,,
1000 ml destilované vody, pH 7,4) a zaslan do firmy Eurogentec (Belgie) jako antigen pro

imunizaci dvou kralika.
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4.3.5 Klonovani pfod do kvasinkového vektoru pYM-N23

1)

2)

3)

K namnoZeni amplifikovaného genu pfod byl pouZit GENEART® Seamless Cloning and
Assembly Kit (Invitrogen). Ligacni reakce, namichané dle doporuceného protokolu vyrobce,
byla pouZita pro transformaci kompetentnich bakterii TOP 10 tepelnym Sokem.
Transformované bakterie byly naneseny na LB/agarové plotny s ampicilinem (50 pg/ml)
(Sigma) a kultivovany pfes noc v termostatu pfi 37 °C.

Nékolik kolonii bylo otestovano na pfitomnost plasmidu s inzertem pomoci PCR. Pozitivni
kolonie byly napéstovany v LB mediu s pfidanymi antibiotiky pfi 37 °C a 225 RPM.
Plasmidy byly poté z bakteridlnich kultur izolovany kitem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen). Pomoci sekvenace byla provedena kontrola mutaci a spravného vlozeni inzertu
do plasmidu.

Ovérené plasmidy svloZzenym genem pfod byly pouzity pro transformaci kvasinek
Saccharomyces cerevisiae (postup viz nize). Pozitivni klony byly kultivovany v5 ml YPD
média (str. 35) s nourseothricinem (50 pg/ml) (Sigma) pres noc pfi 225 RPM a 30 °C a
pouZzity pro test exprese.

4.3.5.1 Transformace kvasinek Saccharomyces cerevisiae

1)

2)
3)

4)
5)

6)
7)
8)

PFes noc napéstovat kvasinky kmene YPH499 v 5 ml YPD média pfi 30 °C a 225 RMP.
Kvasinky sto€it pfi 1 000 x g, 5 minut, 21 °C a resuspendovat ve sterilni vodeé Ci PBS.
Buriky stocit pfi 1 000 x g, 1 minutu, 21 °C a odlit PBS.
Bunky resuspendovat v1 ml v 0,1 M octanu litném (LiAc) (Schiestl and Gietz, 1989) a
inkubovat 10 minut pfi 30 °C.
StocCit bunky pri 1 000 x g, 3 minuty a 21 °C.
K peletu kvasinek (50 ul) pridat: 300 ul 40% polyethylenglykolu (PEG, typ 3350)

42 pl 1 M LiAc

10 pl SSD (salmon sperm DNA; nosicova DNA)

18 pl plasmidu s inzertem
Buriky 1 minutu vortexovat a poté inkubovat 30 minut pfi 30 °C.
Tepelny Sok 30 minut pfi 42 °C.
Bunky stocit 3 minuty pfi 1000 x g a 21 °C. Pelet resuspendovat ve 200 ul sterilni
destilované vody, rozetfit na YPD/agarové plotny s nourseothricinem (50 pg/ml) a kultivovat
pfi 30 °C.
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4.3.5.2 Test exprese PFOD v kvasinkach

1) Kulturu kvasinek prenést do 10 ml Cistého tekutého YPD meédia a tfepat pfi 225 RPM a 30 °C
do ODgg 0,4 - 0,6.

2) Po dosaZeni poZadované hustoty odebrat 0,5 ml kultury jako kontrolni vzorek. Kulturu stoCit
pfi 1 000 x g, 5 minut, 21 °C, prenést do 10 ml YPGal média (médium obsahuje galakt6zu,
kterd indukuje expresi genu pro protein PFOD na galakt6zovém promotoru) a tfepat 72 hodin
pfi 225 RPM a 30 °C.

3) Kazdych 24 hodin odebirat kontrolni vzorky (0,5 ml kultury) (celkem odebrat 7 vzorkd). Poté
kulturu stoCit pfi 1 000 x g, 10 minut, 4 °C a pelet uschovat jako pfipadny zdroj
rekombinantniho proteinu. Kontrolni vzorky denaturovat se vzorkovym pufrem pro SDS
elektroforézu 5 minut ve vrouci vodé. OvéFit expresi rekombinantniho proteinu pomoci SDS

elektroforézy, Western blotu a specifickych protilatek proti histidinovému znaceni.

4.3.6 Amplifikace a klonovani pfod do vektoru TagVag

Amplifikace a klonovani inzertu do vektoru TagVag (obsahujici 2x HA-tag) probihaly
obdobné jako u pfod do vektoru pET-42b+. Gen pfod byl amplifikovan bez signalni sekvence.
Pro namnoZeni pfod byl pouzit kit pGem®-T Easy Vectors System a bakterie TOP 10. Ovéfeny a
vystépeny inzert byl vioZen do expresniho plasmidu TagVag s pouZitim T4 DNA ligazy. Ligacni
smés byla pouZzita pro transformaci kompetentnich bakterii E. coli TOP 10 tepelnym Sokem.

Pozitivni klony byly kultivovany pfes noc ve 100 ml LB média pfi 37 °C. Plasmidy
sinzertem byly vyizolovany kitem GIlAprep Spin MiIDIlprep Kit (Qiagen) a pouZity
pro elektroporaci trichomondd (postup viz niZze). Koncentrace plasmidu ve vzorcich byla

stanovena na pristroji NanoDropTM 1000 Spectrophotometer.
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4.3.7 Elektroporace trichomonad

4371 Kmen T1

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)

8)
9)

Sterilné stocit 100 ml trichomonéad pfi 1200 x g, 15 minut a 4 °C.

Odsat médium, zvazit pelet a na kazdy gram pfidat 0,5 ml TYM média bez agaru.

Buriky resuspendovat a 4 x protahnout pres 23G jehlu (co nejméné pfi tom pénit).

Do 4 mm kyvety (4 MM Gene Pulser Cuvette; Bio-Rad; 4 milimetry Siroky sloupec
elektroporované suspenze) napipetovat 300 ul suspenze bunék a 30 ul plasmidu.

Nechat kyvety chvili stat na ledu.

Elektroporovat burky pfi ¢asové konstanté 175 ms a 350 V (elektroporator GenePulser Xcell,
Bio-Rad).

Burky po elektroporaci ihned pfenést do vytemperovaného (37 °C) TYM média s agarem a
s pfidanym penicilinem (1000 U/ml) (Sigma) a amikacinem (250 U/ml) (Sigma).
Trichomonady uchovavat pfi 37 °C.

Po 4 hodinach pridat geneticin (200 pg/ml) (Sigma) pro selekci pozitivnich trichomonad.
Dobre narostlé trichomonady oCkovat do 10 ml zkumavek s médiem TYM bez agaru a
selektovat pomoci geneticinu (G 418; 200 pg/ml) (Sigma).

4.3.7.2 Kmen Tv 10-02 MR 100

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

Sterilné stoCit 250 ml rezistentnich trichomonad pfi 1200 x g, 15 minut a 4 °C.

Odsat médium, zvazit pelet a na kazdy gram pfidat 0,3 ml TYM média bez agaru.

Buriky resuspendovat a 4 x protahnout pres 23G jehlu.

Do 4 mm kyvety (Bio-Rad) napipetovat 300 ul suspenze bunék a 30 ul plasmidu.

Nechat kyvety chvili stat na ledu.

Elektroporovat buriky pfi ¢asove konstanté 175 ms a 350 V (Bio-Rad).

Bunky po elektroporaci ihned prenést do 10 ml Sroubovacich sklenénych zkumavek
s vytemperovanym TYM médiem pro rezistentni trichomonady sagarem, s penicilinem
(1000 U/ml) a amikacinem (250 U/ml). Zkumavky uchovavat pfi 37 °C.

Po 24 hodinach prenést bunky do cCerstvého TYM média pro rezistentni trichomonady
sagarem a pridat geneticin (na vyslednou koncentraci 200 ug/ml pro selekci pozitivnich
trichomonéd) a cystein (na vyslednou koncentraci 2 g/l). Trichomonady oCkovat kazdych 24
hodin a selektovat pomoci geneticinu.
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4.3.8 Frakcionace trichomonad

Pro urCeni lokalizace PFOD v bufikach transformovanych trichomonad byla pouzita

nasledujici metoda pripravy subcelularnich frakci:

1)
2)
3)

4)
5)

6)

7)
8)
9)

10)

Napéstovat 0,5 I kultury trichomonad.
Bunky stocit pri 1200 x g, 10 minut, 4 °C.
Buriky 1x promyt ve fyziologickém roztoku (9 g NaCl; 1000 ml destilovana voda) a
1x vizolanim médiu (IM médium; 77 g sacharosa; 1,36 g KH,PO4, 2,42 g Tris,
1,49 g KCI, 10 ml 0,5 M MgCl,, 10 ml EDTA, destilovana voda do 1000 ml, pH 7,2).
Ke stoenym buiikam pridat 10 ml IM média a buriky dlikladné rozsuspendovat.
PFidat inhibitory protedz 20 pl TLCK (trypsin inhibitor N-a-p-tosyl-L-lysine chloromethyl
ketone-HCI; 25 mg/ml) a 20 pl leupeptinu (5 mg/ml).
Suspenzi 10 minut probublat dusikem.
Buriky sonikovat 3 - 5x 1 minutu s pulsy 1 sekunda a amplitudou 40 (sonikator Vibra
Cell™ 72405, Bioblock scientific). Po kazdé sonikaci suspenzi promichat a zkontrolovat
pod mikroskopem.
Odebrat 100 pl sonikatu jako kontrolni vzorek.
Buriky stocit pfi 800 x g, 10 minut a 4 °C. Pelet uschovat jako kontrolni vzorek.
Supernatant dale stoCit pfi 22 820 x g, 30 minut a 4 °C v ultracentrifuze Beckman
Optima L-90K, rotor Ti 50.2.
a) LGF (large granular fraction) obsahujici mj. hnédé hydrogenosomy opatrné ocistit
od bilych lysozomd odsatim, 2 x promyt v 1 ml IM média s 10% glycerolem a
inhibitory protedz TLCK a leupeptin a uschovat v -80 °C.
b) Cytoplasmu stoCit v centrifuze Beckman rotor Ti 50.2 pfi 184 000 x g, 45 minut,
4°C.
Vzorky denaturovat se vzorkovym pufrem pro SDS elektroforézu 5 minut ve vrouci vodé a
OVeérit expresi rekombinantniho proteinu pomoci SDS elektroforézy, Western blotu a
specifickych protilatek.
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4.3.9 Detekce proteint pomoci Western blottingu

Proteiny byly rozdéleny na zékladé molekulovych hmotnosti na elektroforéze
ve vertikalnim polyakrylamidoveém gelu za denaturujicich podminek (s dodecylsulfatem sodnym)
a preneseny na nitrocelul6zovou membranu (semi dry systém BIOMETRA, 1.5 mA/cm?
membrany, 60 minut). Membrana byla blokovana 2 hodiny pfi laboratorni teploté ¢i pfes noc
pfi4 °C v blokovacim roztoku (10 g nizkotu¢né suSené mléko (Laktino), 100 ml PBS, 250 pl
TWEEN 20 (MP Biomedicals, Inc)). Proteiny byly detekovany pomoci specifickych protilatek a
vysledny signal byl vyvolan pomoci alkalické fosfatazy (ICN/CAPPEL). Pro detekci protein(
byly pouZzity nasledujici protilatky:

Rekombinantni proteiny obsahujici HA tag, respektive His tag byly detekovany mysi
monoklonalni anti-HA (Exbio), respektive anti His (Qiagen) protilatkou (fedéni 1:2 000,
inkubacni doba 1 hodina). Jako sekundarni protilatka byla v obou pripadech pouZzita anti-mysi
protilatka (Sigma) konjugovana s alkalickou fosfatdzou (1:2 000; inkubacni doba 1 hodina). Jako
primarni protilatka pro imunofluorescenci byla pouZita mysi protilatka proti hemaglutininovému
znaceni (1:100 000, inkubacni doba 1 hodina) a krali€i protilatka proti hydrogenosomalnimu
jableCnému enzymu (1:1 000, inkubacni doba 1 hodina). Sekundarni protilatky
pro imunofluorescenci byly znaceny ALEXA FLUOR 488 (Invitrogen) proti mysi monoklonalni
primarni protilatce (1:1 000, inkubacni doba 1 hodina) a ALEXA FLUOR 594 (Invitrogen) proti
krali¢i primarni protilatce (fedéni 1:1 000, inkubacni doba 1 hodina). DNA byla oznaena DAPI
(4,6-diamidino-2-fenylindol)  (Vector laboratories) obsazenym v montovacim médiu
Vecta-shield. PFOD byla detekovana specifickou krali¢i polyklonalni protilatkou pfipravenou
firmou Eurogentec (fedéni 1:500). Jako sekundarni protilatka byla pouZita anti-krali¢i protilatka
konjugovand s alkalickou fosfatdzou (fedéni 1:2 000, inkubacni doba 1 hodina). PFOA a B1 byly
detekovany specifickou mySi monoklonalni protilatkou (poskytnuta prof. G. Brugerollem,
Univerzita Blaise Pascala, Francie) (fedéni 1:750, inkubaCni doba 1 hodina). Jako sekundarni
protilatka byla pouZita anti-mysi protilatka konjugovana s alkalickou fosfatazou (fedéni 1:2 000,
inkuba¢ni doba 1 hodina).
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4.3.10 Detekce PFOD nepFimou imunofluorescenci

Fixace:

1)

2)

3)

Kulturu transformovanych trichomondd nechat pfilnout na silanizovand podlozni skla
(silanizace pomoci 2% 3-aminopropyltriethoxysilanu (Sigma) v acetonu) v inkubacni vihke
komdrce pfi 37 °C po dobu 20 minut.

Buriky fixovat ve vychlazeném (-20 °C) metanolu 5 minut a potom permeabilizovat 5 minut
ve vychlazeném (-20 °C) acetonu.

Preparaty nechat zaschnout.

Znaceni protildtkami:

1)

2)

3)
4)

5)
6)

Preparaty blokovat v blokovacim pufru pro imunofluorescenci (0,25% hovézi sérovy albumin
(Sigma), 0,25% zelatina (Sigma), 0,25% TWEEN 20 (Sigma), 50 ml PBS, pH 7,2) 1 hodinu
ve vlhké komlrce.

Inkubovat v blokovacim pufru s primarni mysi protildtkou proti hemaglutininovému znaceni
(1:100 000) a s primarni krali¢i protilatkou proti hydrogenosomalnimu jable¢nému enzymu
(1:1 000) 1 hodinu ve vihké komlrce.

Preparaty promyt 3 x 5 minut v PBS.

Inkubovat v blokovacim pufru se sekundarni protilatkou znatenou ALEXA FLUOR 488 proti
mySi primarni protilatce (1:1 000) spole¢né se sekundarni protilatkou znacenou ALEXA
FLUOR 594 proti krali¢i primarni protilatce (1:1 000) 1 hodinu ve vihké komiirce.

Preparaty promyt 3 x 5 minut v PBS.

Preparaty zalit médiem Vecta-shield s DAPI (Vector laboratories) pro znaceni jaderné DNA a
prekryt krycim sklickem.

Preparaty byly prohlizeny konfokalnim fluorescenénim mikroskopem (Leica). Obraz ziskany

z mikroskopli byl zpracovan programem Adobe Photoshop (Adobe) a Imagel
(http://rsbweb.nih.goV/ij/).
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4.4 Kvantitativni Real Time PCR

4.4.1 1zolace RNA pomaoci Trizolu Reagent

1)  Stocit 10 ml kultury trichomonéad pfi 1 000 x g, 15 minut, 4 °C.

2)  Prenest pelet do DEPC mikrozkumavky (Dietylpyrokarbonat — latka pouZivana k inaktivaci
enzymi RNA&z), rozsuspendovat ho v 1 ml Trizolu Reagent (Total RNA Isolation Reagent,
Gibco BRL) a v3e inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.

3) Do reakce pfidat 200 pl chloroformu, kratce promichat v ruce a inkubovat 3 minuty
pfi laboratorni teploté.

4)  Stocit pfi 11 500 x g, 15 minut, 4 °C.

5)  Odebrat horni bezbarvou fazi obsahujici RNA a pfenést ji do mikrozkumavky.

6) Pridat 0,5 ml izopropanolu, promichat a smés inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté.

7)  StoCit pri 11 500 x g, 15 minut, 4 °C.

8)  Supernatant odsat, pelet promyt v 1 ml 75% etanolu.

9)  Zvortexovat a stocCit pfi 7500 x g, 5 minut, 4 °C, odsét etanol a susit cca 30 minut, dokud se
veskery etanol nevypafri.

10) Pelet rozpustit ve 40 pl vody bez RN&z a inkubovat 10 minut pfi 55 °C.

11) Zmeé¥it koncentraci RNA na Nanodropu 1000 V3.3.0. a odebrat 1 ul RNA pro kontrolni
PCR reakci.

~  wrv

4.4.2 Precisténi RNA pomoci Dnasel (Rnase free, Fermentas)

1) Na 10 plreakce: total RNA ..., 1ng
10x reakeni pufr s MgCla....covevveivevnnee, 1l
DNAsel.......cooiiiiiiie e 1yl
Voda bez RN&z.........ccccoecvveveiennn, do 10 pl

2)  Smeés inkubovat 30 minut pri 37 °C.

3) Pridat 1 pl (na 10 pl reakce) 25 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) a inkubovat
10 minut pfri 65 °C.

4)  Odebrat 1 pl vzorku pro kontrolni PCR ovéfujici Cistotu RNA.

5)  Overit Cistotu RNA na horizontélni elektroforéze na 1% agar6zovém gelu.
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4.4.3 Syntéza cDNA (Invitrogen)

1) MIX A: oligodTprimer (15mer 500 pg/ml)......cccovvviiieniniinnnnn. 1yl
10 MM ANTP. oo e 1 ul
TOtAl RNA. ... 10 ul

2) Inkubovat 5 minut pfi 65 °C.
3) Rychle zchladit na ledu a naplno stocit.

4) Pridat k MIXu A: 5x first strand buffer ............cccooevviinenn 4 ul
O, L MDTT o, 2 ul
RNASIN. ..o 1l

5) Mirné promichat a inkubovat 2 minuty pfi 42 °C.

6) Pridat 1 pl Superscript® Il (Invitrogen)

7) Inkubovat 50 minut pfi 42 °C.

8) Inaktivovat 15 minut pii 70 °C (cDNA je pripravena na real time PCR).

Primery pro kvantitativni Real Time PCR byly navrZzeny pomoci programu Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/). Funkénost primer(l (Tab. 3) byla nejprve ovéfena na genomové DNA
T. vaginalis T1 pomoci PCR reakce (Tab. 5), netvofi-li dimery. Cistota RNA a cDNA byla
ovérena taktéZ pomoci PCR reakce (Tab. 5). Jako referencni gen pro tuto metodu byl vybran
B-tubulin (gene number TVAG_456920).
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Tab. 3: Pouzité primery pro amplifikaci fragment(i na qRT PCR.

PEO A F 5 GCTGCCACATCAGTTGCTTA 3
R 5 ATGTTCTTGCGTCCCTGAGC 3’
PEO BL F 5 TTATCGACCAGAAGGCTCTC 3
R 5 CTCTGGGTGTTCTGTGATGA 3’
PEO B2 F 5 CGCTACTTCTGTCGCATACC 3’
R 5 GGGCACATTTCACCAACAAT 3’
PEO C F 5 TCGCTACAGGTGCTGATGTC 3
R 5 GGTCCTTCTTCGGCTTATCC 3
PEO D F 5 CTGGCTCAAGGTCACAGACA3J’
R 5 GCCTTGACACCTTCTCTTGC ¥
PEO E F 5 GAAGTCCATCGCCAAGACAT 3
R 5 ATACCACGCTTCTCCCATTG 3
PEO F 5 CACGCTCACTCATTTCCTCA 3
R 5 GCTTCGAGTTCCTTTTGTGG 3
8-tubulin F 5 TCGTATCCTCTCCACATACT 3
R 5 GTGTTGTGAGCTTGAGTGTA 3

V3Sechny reakce byly pro kvantitativni RT PCR michany v triplikatech.

Tab. 4: Master mix na 3,5 reakce (1 reakce 10 pl) pro kazdy jeden gen:

destilovana voda 13,3 pl
SYBR® green | 17,5 ul
cDNA 1,4 ul
F primer 1,4 pl
R primer 1,4 pl

Tab. 5: qRT PCR probihala na pfistroji LightCycler® 480 System (Roche) podle programu:

Krok T?E cl:o)ta Doba trvani Pocet opakovani
Preinkubace 95 10 minut 1
Denaturace 95 10 vtefin 50 -
Nasedani primer( 59 12 vtefin 50
Syntéza 72 30 vtefin 50 -
Chlazeni 40 00
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4.5 Alternativni 2-keto acid oxidoreduktazy (KORS)

Pro pokusy s KORs byly purifikovany hydrogenosomy z parentnich bunék Tv 10-02 a

rezistentnich bunék trichomonad Tv 10-02 MR 100. Postup purifikace hydrogenosomd

z trichomonad kmene Tv 10-02 viz strana 48 (krok 1 - 9a).

4.5.1 Purifikace hydrogenosoml z rezistentnich trichomonad

Hydrogenosomy rezistentnich trichomonad byly purifikované pomoci izopyknické

centrifugace na gradientu Percollu (Sigma).

1)
2)

3)
4)

5)

Krok 1 - 9a viz strana 48.
Precisténi LGF (large granular fraction obsahujici mimo jiné i hydrogenosomy):
Pripravit roztok 45% Percollu:
18 ml 2 X ST pufru (500 mM sacharoza, 20 mM Tris, 1 mM KCI, pH 7,2)
16,2 ml  Percoll
1,8 ml H,O
LGF prenést do OptiSeal Beckman zkumavky, doplnit 45% Percollem po okraj a nékolikrat
lehce promichat.
Stocit v centrifuze Beckman v rotoru VTi-50 pfi 67 000 x g, 30 minut, 4 °C.
Po stogeni opatrné odebrat fazi bilych ¢i svétle hnédych hydrogenosoml (nizsi ze dvou
hlavnich oddélenych populaci organel, horni faze odpovida lysozomiim) a 2x ji promyt
v 1 ml 1x ST pufru (Sucrose Tris Buffer; 250 mM sacharoza, 10 mM Tris, 0,5 mM KCI, pH
7,2) a poté v1 ml 1x ST pufru s 10% glycerolem a s inhibitory proteaz 2 yl TLCK a 2 pl
leupeptinu.
Cisté hydrogenosomy jsou pfipravené pro pokusy ¢i zamraZeni v -80 °C.
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4.5.2 Solubilizace trichomonad a hydrogenosom pro detekci KORs

Postup solubilizace celych bunék trichomonad *:

1)
2)
3)

4)
5)

6)
7)
8)
9)

10)
11)

bunék.

StocCit 100 ml bunék Tv 10-02 ¢i Tv 10-02 MR 100 pri 2 000 x g, 5 minut, 4 °C.

Pelet 4 x zmrazit a rozmrazit pomoci tekutého dusiku a vlazné vody.

Pelet rozsuspendovat ve 400 uyl Anaerobniho pufru (50 mM HEPES, 200 uM TPP,
2,5mM MgCl,, 5 mM B-mercaptoethanol, pH 7,5) s0,5% oktylglukosidem (ICN
Biomedicals).

Inkubovat 25 minut na ledu za ob&asného promichéni.

StocCit buriky pfi 200 000 x g, 25 minut, 2 °C (supernatant uschovat pro pfipadnou
pozdéjsi analyzu).

Pelet rozsuspendovat ve 150 ul Anaerobniho pufru s 1% Tritonem X-100.

Inkubovat 25 minut na ledu a ob&as promichat.

Stocit pfi 200 000 x g, 25 minut, 2 °C (supernatant uschovat jako zdroj enzymi KOR 1).
Pelet rozsuspendovat ve 150 pl Anaerobniho pufru s1 M octanem sodnym
(10 mM fosfatovy pufr, 1 M octan sodny, 1 mM EDTA, pH 7,4).

Inkubovat 25 minut na ledu a ob&as promichat.

Stocit pfi 200 000 x g, 25 minut, 2 °C (supernatant uschovat jako zdroj enzymi KOR 2).

* Solubilizace hydrogenosomil za¢inala u bodu 6. Dal$i postup byl stejny jako u celych

Vzorky byly smichany s neredukujicim vzorkovym pufrem pro nativni elektroforézu

(bez SDS) a proteiny byly separovany na 8% vertikdlnim polyakrylamidovém gelu bez SDS

(akrylamid:bisakrylamid pomér 37,5:1) (aparatura MiniProtean Il, Bio-Rad) pfi konstantnim

napéti 120 V, 4 hodiny a 4 °C. Po ukonCeni separace byl gel vloZen do exikatoru a promyt

v Anaerobnim pufru bez B-merkaptoetanolu. Poté byl gel inkubovan ve tmé s Anaerobnim

pufrem bez [B-merkaptoetanolu s 10 mM indolpyruvatem (Sigma), 200 uM CoA (Sigma) a

2 mg/ml nitro blue tetrazolium (NBT) (Sigma). PF¥itomnost aktivity byla prokdzana vytvorenim

nerozpustneho modrého formazanu (redukéni produkt NBT) v gelu.
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4.5.3 Méreni enzymatickych aktivit

Aktivity enzymi byly méfeny spektrofotometricky pomoci UV-1601 spektrofotometru
(Shimadzu) a vizualizovany programem UVProbe.

4.6.3.1 Pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza (PFO)

PFO byla stanovena ve speciélnich anaerobnich kyvetach se dvéma postrannimi raménky
pro umisténi proteinového vzorku béhem probublavani kyvety dusikem. Reak¢ni smés v kyveté
byla tohoto sloZeni: 2 ml PFO pufru (100 mM KH,PO,/NaOH)

50 pl 100 mM methylviologenu (MV) (Sigma)
20 pl 100% B-merkaptoetanolu (Sigma)

20 pl ~ 0,7 M pyruvétu (Sigma) (vZdy Cerstvy)
50 pl 200 uM koenzymu A

Do jednoho raménka byl odméfFen prfesny objem méFeného proteinového vzorku
s 1% roztokem Tritonu X-100. Kyveta byla 10 minut probublana dusikem. PFO byla méfena
spektrofotometricky pfi vinové délce 600 nm po smichani proteinového vzorku s reakéni smési.
Zména absorbance byla odetena z kfivky pribéhu reakce. Aktivita PFO byla méfena také
s indolpyruvatem (20 pl ~ 0,7 M), a to za stejnych podminek jako s pyruvatem.

Aktivita PFO (mnozstvi pmoll substratu preménénych jednim mg proteinu za 1 minutu)
byla vypocétena pomoci molarniho extinkéniho koeficientu pro methylviologen €s00 6 300
Mtem™.

4.6.3.2 Pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza D (PFOD)

Aktivita PFOD byla stanovena za stejnych podminek jako aktivita PFO. MéFeni aktivity
probihalo s témito substraty: 20 ul ~ 0,7 M pyruvatu
20 pl ~ 0,7 M indolpyruvatu (Sigma)
20 ul ~ 0,7 M fenylpyruvétu (Sigma)
20 pl ~ 0,7 M a-ketobutyratu (Sigma)
20 pl ~ 0,7 M a-ketoglutamatu (Sigma)
20 pl ~ 0,7 M a-ketomalonatu (Sigma)
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Déle byla provedena analyza UV/Vis spektra rekombinantni PFOD na UV-1601
spektrofotometru (Shimadzu). Spektrum bylo méfeno v rozsahu 250 — 700 nm.

4.6.3.3 Alternativni 2-keto acid oxidoreduktazy (KORs)

KORs byly stanovovany jak za anaerobnich podminek s methylviologenem, a to stejnym
zplisobem jako PFO, tak v aerobnich kyvetach s nitro blue tetrazoliem (NBT) a indolpyruvatem.
Reakcni smés v kyveté obsahovala: 2 ml 100 mM PFO pufru

2 mg/mI NBT
10 pl 5 mM indolpyruvatu
5 pl 25% Tritonu X-100

Aerobni  méfeni probihalo bez probublavani dusikem. KORs byly méfeny
spektrofotometricky pfi vinové délce 550 nm po smichani proteinového vzorku s reakéni smési a
zména absorbance byla odec¢tena z krivky pribéhu reakce.

4.6.3.4 Malic enzym

Aktivita malic enzymu (ME) byla méfena za aerobnich podminek pfi vinové délce 340 nm.
Reakéni smés v kyveté obsahovala: 2 ml IM média
50 pl 1M L-malatu (Sigma)
20 pl 100 mM NAD (Sigma)
5 pl 10% Tritonu X-100

Reakce byla zahajena pridanim hydrogenosomalniho vzorku s 1% Tritonem X-100. Hodnota
zmény absorbance byla odecétena z kFivky pribéhu reakce.
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5 Vysledky
5.1 Exprese PFOD v E. coli

Gen pfod bez signélni sekvence byl zaklonovan do expresniho plasmidu pET-42b+
obsahujiciho 6x His tag na 3" konci. Histidiny se vaZi s velkou afinitou na nikl, coZz umozZiuje
purifikaci proteinu pomoci afinitni chromatografie. Timto konstruktem byly transformovany
expresni buriky E. coli BL 21 (DE3) a BL 21 (GroES/EL). Po transformaci bylo nékolik klon(i
bakterii otestovano na pfitomnost plasmidu s inzertem pomoci PCR. Pozitivni klony byly pouZity
pro test exprese pfod za anaerobnich podminek (viz str. 43). Mira exprese jednotlivych klon(
byla analyzovana pomoci imunoblotu (obr. 15). Z obrazku 15 je patrné, Ze klon €. 4 indukovany
pomoci IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid) exprimoval protein poZadované velikosti
(znazornéno Sipkou) nejlépe, proto byl vybran pro aerobni a anaerobni kultivaci (viz str. 43).
VytéZnost proteinu z anaerobni kultivace byla oproti aerobni podstatné mensi (pfiblizné
tfetinovd), avSak dochézelo k podstatné menSimu rozpadu rekombinantniho enzymu v bakteriich
E. coli. NejlepSi exprese za anaerobnich podminek bylo dosaZzeno pfi indukci klonu €. 4
s terminalnim akceptorem elektron dusi¢nanem sodnym (NaNQs), byl proto vybran pro

anaerobni kultivaci v objemu 2 I.

L NeI 1 2 3 4 3 &6

kDa
170 -
130 — : -_— +—130kDa

100 -

55 =

Obr. 15: Analyza 6ti klond E. coli pro ovéreni exprese rekombinantniho proteinu
PFOD pomoci Western blotu a specifické protilatky proti His tagu. Vysvétlivky: L,
hmotnostni standardy; Nel, neindukované bunky; 1 - 3, klony E. coli BL 21 (GroES/EL); 4 - 6,
klony E. coli BL 21 (DE3).
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5.1.1 Purifikace PFOD

Z bakterialni kultury byl rekombinantni protein PFOD izolovan pomoci afinitni purifikace
na koloné s naplni Ni-NTA agardzy za nativnich podminek. Protein byl z kolony eluovan pomoci
nespojitého gradientu pufrl se zvySujicim se obsahem imidazolu (10 mM a 250 mM).
Na obrazku 16 jsou znazornény jednotlivé izolované frakce obsahujici rekombinantni PFOD.
Nejvice proteinu bylo obsaZeno ve frakci E2, kterd byla pouZita pro méfeni enzymatické aktivity
a k analyze UV/Vis spektra rekombinantni PFOD. Molekulova hmotnost proteinu byla stanovena

pomoci kapalinové chromatografie na molekularnim situ (viz nize, obr. — 18, 19).

A) L FT W1 W2 El E2 E3 E4
kDa

170-

+— 130 kDa

B)
L FT W1 W2 E1 E2 E3 E4
kDa

130 - - +— 130 kDa
100 - 7 b St

ob =

Obr. 16: Izolace rekombinantniho proteinu PFOD na koloné s Ni-NTA agarézou. A)
SDS elektroforéza (10% gel) zndzorfiujici jednotlivé frakce a mnoZstvi proteinu, které je v nich
obsazeno. Vysvétlivky: L, hmotnostni standardy; FT, flow through; W 1, 2, wash (promyti) 1, 2;
E 1 -4, elution (eluce) 1 — 4. B) Western blot zndzorfiujici pfitomnost rekombinantniho proteinu
PFOD v jednotlivych izolacnich frakcich. Proteiny byly vizualizované pomoci anti-His
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protilatky. Tato protilatka rozpoznavala i proteiny o niz8i molekulové hmotnosti nez 130 kDa,
coZ je patrné rozpadly protein PFOD.

5.1.2 Rekombinantni PFOD obsahuje Fe-S skupiny

Absorpcni optické spektrum rekombinantniho proteinu  PFOD bylo analyzovéano
spektrofotometricky pomoci UV-1601 spektrofotometru (Shimadzu) a vizualizovano programem
UVProbe. Spektrum bylo méfeno v rozsahu 250 — 700 nm. Na obrazku 17 je ¢ervené znazornéno
spektrum enzymu pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy (PFO) purifikovaného v aktivnim stavu
z hydrogenosomi T. vaginalis a zelené je vyobrazeno spektrum rekombinantniho proteinu PFOD.
Z obrazku je zfetelné, Ze obé spektra maji podobny priibéh. Indikativni je pfedevsim oblast mezi
cca 350 - 500 nm, kde absorbuji Fe-S skupiny. Da se tedy usuzovat, Ze rekombinantni PFOD
obsahuje Fe-S skupiny typické pro PFO.

2.351
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Abs
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15560 300.00 400.00 G00.00 G00.00 704.400

Obr. 17: Spektrum rekombinantniho proteinu PFOD (zeleng) v porovnani se

spektrem PFO (Cervené). PFiblizné mnoZstvi méfeného proteinu ve vzorku bylo cca 1.5 mg/ml.
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5.1.3 Rekombinantni PFOD neredukuje methyl viologen na ucet vybranych
elektronovych donort

Aktivita PFOD byla méfena spektrofotometricky pomoci UV-1601 spektrofotometru
(Shimadzu) pfi vinové délce 600 nm a vizualizovana programem UVProbe. Aktivita byla
stanovovana anaerobné s akceptorem elektrond methyl viologenem ve specidlnich kyvetach.
Aktivita PFOD byla méfena jak s ,klasickym“ substratem pro PFO pyruvatem, tak
s ,,alternativnimi substraty indolpyruvatem, fenylpyruvatem, oxalacetatem, a-ketoglutaratem,
a-ketomalondtem a o-ketobutyratem. Rekombinantni PFOD neredukovala methyl viologen

s zadnym z vybranych elektronovych donordi.

5.1.4 Stanoveni nativni molekulové hmotnosti PFOD

PFOD byla na SDS elektroforéze a Western blotu detekovana jako protein o velikosti 130
kDa (napf. obr. 16). Za uCelem zjistit, zdali protein PFOD tvofi funkéni dimer jako PFO
T. vaginalis, jsme stanovili nativni molekulovou hmotnost rekombinantni PFOD izolované
z E. coli pomoci kapalinové chromatografie na molekularnim situ (kolona Superdex 200).
Na obrdzku 18 je znazornén elucni profil PFOD z kapalinové chromatografie. Z obrazku je
patrné, Ze nejvice proteind bylo eluovano v 8., 12., 15., 19. a 23. frakci. Na obrazku 19A je
znazornéna SDS elektroforéza (10% gel) s elu¢nimi frakcemi 8, 12, 15, 19 a 23. Na obrdzku 19B
je Western blot s elu¢nimi frakcemi a s protilatkou proti polyhistidinovému znaceni. Na obrazku
19C je na Western blotu vizualizovana stejnd situace aviak s pouzitim anti PFOD protilatky.
Molekulova hmotnost rekombinantni PFOD stanovend pomoci SDS-PAGE byla priblizné
130 kDa (obr. 16A). Vypoctena molekulova hmotnost protein(i ve frakci 15 byla cca 330 kDa

odpovidajici multimériim proteind.
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Obr. 18: Elucni profil proteinli z kapalinové chromatografii na molekularnim situ.
Vrcholy zndzoriuji elucni frakce (8, 12, ,15, 19 a 23) obsahujici proteinové vzorky. Na elu¢nim
profilu protein( jsou patrné vrcholy odpovidajici multimérlim PFO — frakce 12 a 15.
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Obr. 19: A) SDS elektroforéza (10% gel) a Western bloty znazornujici frakce 8, 12,
15, 19 a 23 z kapalinové chromatografie vizualizované pomoci anti His (B), respektive anti
PFOD protilatky (C). Sipkou je znazornéna predpokladand molekulovd hmotnost
overexprimované PFOD. Na obrézku 19B je na Western blotu pfitomna rekombinantni PFOD
pouze ve frakci 19. Abundantni proteiny protilatka nedetekuje, pfesto Ze jsou jasné patrné

na SDS elektroforéze i na Western blotu s anti PFOD protilatkou. Toto je patrné zplisobeno

rozpadem PFOD a ztratou His tagu béhem izolace.
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5.2 Exprese rekombinantni PFOD v S. cerevisiae

Cilem tohoto pokusu byla exprese PFOD v eukaryotickém  systému.
Gen pfod bez importni sekvence byl zaklonovan do expresniho kvasinkového vektoru pYM-N23.
Na 3 konec pfod genu byla zafazena specificka sekvence 6x His tagu
(CACCACCACCACCACCAC). Timto konstruktem byly transformovany expresni buiky
S. cerevisiae kmene YPH499. Pro transformaci bunék byl pouzit také prazdny vektor pY M-N23,
ktery slouzil jako negativni kontrola. Pozitivni klony kvasinek byly pouZity pro test exprese
PFOD. Kvasinky byly kultivovany aerobné v tekutém YPGal médiu pfi 30 °C po dobu 7 dni.
Kazdych 24 hodin byly odebirany kontrolni vzorky. U vSech vzork( byla ovérena exprese PFOD
pomoci imunoblotu. Exprese PFOD timto systémem vSak nebyla ani u jednoho testovaného

klonu Gspésna.

5.3 Priprava rekombinantniho proteinu pro vyrobu
specifické protilatky

Za UcCelem ziské&ni polyklonalni protilatky proti PFOD T. vaginalis byl gen PFOD
porovnan s ostatnimi PFO paralogy z T. vaginalis pomoci programu ClustalX (obr. 20) a byla
vybrana sekvence inzertu z nekonzervativni oblasti PFOD. Molekularni hmotnost peptidu byla
14 kDa.
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PFOL |FEDNEREEGYGEMEELAVELRRMITEELVVELLESGE-IEGELEELFEQLLE
PFFOBl |[FEDMZ ¥ GMEE] ARRMNITERLIVDVIESGCE-VECELEDLFEQLLE
PFOBZ2 |FEDHNZ Y RRRHNITERLIVDVIESGE-VEGELEDLFEQLLE
PFOC |FEDHZ T LHRRFELEGIVERFIESGEECDEZIMELFTEWLE
PFOD |FEDHZ Y MELRRCHLEDDVDDFLEDQE-ECAEVSEELVDLLE
PFOE |FEDHRL ¥ LRRMNILEELVQDCLENMNE-FEGELEDMMQELLE
PFOF |FEDHMAREEGY ARRNIZEELVQDCLENNE-FEGELEDMMQELLE
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EEFOR VHDQDEESGDLAEREIRPLLEEV————NPSEEMYLLOSQLDILSEEQV
FFOBl |YVWDQDEESGDLEAEEIRFLLAEV(-——-NEPSEELFDLESQAZDILAERQV
PFOBZ |VWDQDEESCDLRERIERELLLEVQ-——-NESEELFDLESQADILEEEQV
PFOC YORGERSLELSHNSICDILETIE-————CTTELEGETIQRERYDLEVEEST
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PFOE VHDEERESEAELVWEIQPLLAEVE————-NPTEEMYELQTQADVLEAEEREIV
PFOF VHDEEELRSEELVHEIQPLLARVG————-NETEEMYALGTQLADVLAEEIV

Obr. 20: Vyrez zalignmentu sekvenci PFOA - F vprogramu ClustalX.
Z prostorovych dlvoddl je zde zobrazena pouze ¢&ast, kterd obsahuje sekvenci inzertu
z nekonzervativni oblasti PFOD.

65



Pozadovany inzert byl vloZzen do expresniho vektoru pET-42b+ obsahujici 6x His tag.
Timto konstruktem byly transformovany buiiky E. coli kmene BL21 (DE3). Nékolik klond
bakterii bylo pouZzito pro test exprese. Klon €. 1 na obrazku 21 byl vybréan pro kultivaci v objemu
3 | Cistého LB média.

Cilovy rekombinantni his-tagovany protein byl izolovan z bakterii afinitni purifikaci
na koloné s Ni-NTA agar6zou za denaturacnich podminek (8 M mocovina) pomoci specifickym
pufrll se snizujicimi se hodnotami pH dle doporuceného protokolu vyrobce (Qiagen). PFitomnost
rekombinantniho proteinu v jednotlivych frakcich byla ovéfena pomoci SDS-PAGE (obr. 22).
Z obrazku je patrno, Ze nejvice proteinu je obsazeno ve frakci E2 a E3. Tyto frakce byly
rozdéleny podle molekulové hmotnosti na 15% preparativni SDS-PAGE. Protein
o0 pfedpokladané velikosti (14 kDa) byl vyfiznut, promyt v PBS a poslan do firmy Eurogentec
(Belgie) jako antigen pro imunizaci dvou kralikd.

kDa L Inl1 NE1 1In2 NE2 In3 NE3
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Ob. 21. Analyza klon0 E. coli pro ovéfeni exprese proteinu pomoci SDS PAGE (15%
gel). Vysvétlivky: L, hmotnostni standardy; IN1-3, indukované klony 0,5 mM IPTG; NE1-3,
neindukované klony.
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Obr. 22: PreCisténi rekombinantniho proteinu izolovaného za denaturacnich
podminek na Ni-NTA koloné. SDS-PAGE (15% gel) zndzorfujici Cistotu jednotlivych frakcich
a mnoZstvi proteinu, které je v nich obsaZeno. Vysvétlivky: L, hmotnostni standardy; W2, wash 2;
D 1-4; E1 -4, frakce obsahujici izolovany protein.

5.3.1 Testovani protilatky

ObdrZzené polyklonélni antisérum bylo pouZito pro testovani pfitomnosti PFOD
v hydrogenosomech T. vaginalis parentniho kmene Tv 10-02 a rezistentniho kmene Tv 10-02
MR 100. Na obrdzku 23 je patrny signal v odpovidajici velikosti (znazornéno Sipkou)

u parentniho kmene trichomonad (P). U rezistentniho kmene trichomonad tento signal neni
ziejmy (R).

kDa L F R

170 -

130 -
100 -

— 130 kD'a

B5-—

Obr. 23: Detekce PFOD v hydrogenosomech trichomonad pomoci Western blotu a
anti PFOD protilatky. Vysvétlivky: L, hmotnostni standardy; P, Hydrogenosomy parentniho

kmene T. vaginalis 10-02. Protilatka rozeznava protein v odpovidajici velikosti (zndzornéno
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Sipkou) i proteiny niZsi velikosti (cca 70 a 65 kDa), signal o velikosti 65 kDa patfi jableCnému
enzymu; R, Hydrogenosomy rezistentniho kmene Tv 10-02 MR 100. Protilatka nerozeznava band

v odpovidajici velikosti, pouze proteiny s nizsi molekulovou hmotnosti.

5.4 Lokalizace PFOD v T. vaginalis

Gen pfod bez importni sekvence byl zaklonovadn do expresniho plasmidu TagVag
obsahujiciho 2x HA tag. Timto konstruktem byly transformovany bunky trichomonad kmene T1.
Trichomonady byly selektovany geneticinem. Uspé3nost transfekce byla testovana po 10ti
pasazich pomoci imunoblotu. Pozitivni trichomonédy byly napéstovany do objemu 250 ml a byla
pouZita metoda pFipravy subcelularnich frakci pro urceni lokalizace PFOD v transformovanych
trichomonadach (viz kapitola 4.3.8). Buriky byly zpracovany dle uvedeného postupu a vsechny
vzorky byly analyzovéany na pfitomnost PFOD pomoci imunoblotu. Na obrazku 24 je znazornéna
lokalizace rekombinantni PFOD v jednotlivych subcelularnich frakcich transformovanych
trichomonad. V celkovém bunécném lyzatu (S) je jasné zfetelny signal HA tag obsahujiciho
proteinu PFOD. Tento signal, pfestoze PFOD neobsahovala hydrogenosomalni signélni sekvenci,
je vyrazné zesilen v LGF frakci, tedy hydrogenosomech. V cytoplasmé PFOD neni pfitomna
vlbec.

\Da L =2 F H ¢
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Obr. 24: Distribuce PFOD v bunkach T. vaginalis kmene T1 transformovanych
vektorem TagVag sinzertem PFOD zndzornénd pomoci Western blotu a specifické
protilatky proti hemaglutininovému znaceni. Vysvétlivky: L, hmotnostni standardy; S, celkovy
lyzat trichomonad po sonikaci; P, pelet po stoeni bunék pfi 800 x g; H, LGF obsahujici
hydrogenosomy; C, cytoplasma.

68



K ur€eni distribuce rekombinantni PFOD v transformovanych trichomonadach kmene T1
byla také pouZita polyklonalni anti PFOD protilatka. Obrazek 25 potvrzuje predeSly vysledek,
tedy Ze se rekombinantni protein nachdzi v LGF. V cytoplasmé transformovanych bunék neni

rekombinantni PFOD pfitomna.
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Obr. 25: Lokalizace PFOD v transformovanych burnkach T. vaginalis kmene T1
vektorem TagVag s inzertem PFOD bez signalni sekvence zndzornéna na Western blotu s
anti PFOD protilatkou. Vysvétlivky: L, hmotnostni standardy; S, celkovy lyzat po sonikaci; P,
pelet po stoceni bunék pfi 800 x g; H, LGF obsahujici hydrogenosomy; C, cytoplasma.

5.4.1 Lokalizace rekombinantni PFOD v bunkéach T. vaginalis pomoci neprime
imunofluorescence

Lokalizace rekombinantni PFOD overexprimované v T. vaginalis kmene T1 byla ovéfena
pomoci nepfimé imunofluorescence (obr. 26). Protein znafeny HA tagem byl lokalizovéan
monoklonalni anti-HA protildtkou (na obrazku zeleng). Jako hydrogenosomalni marker byla
pouzita protilatka proti jablecnému enzymu (na obrazku &ervené). Z prekryvu signall je patrné,
Ze overexprimovany protein PFOD je v burice lokalizovan do hydrogenosomt, coz odpovida

vysledkdm frakcionacnich experimentd.
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Obr. 26: Lokalizace HA-tagované PFOD v burikdch T. vaginalis T1 pomoci neprimé
imunofluorescence. Cerveny signal (znateni hydrogenosomalniho jabletného enzymu)
kolokalizuje se zelenym signalem (znaceni proteinli obsahujici Ha tag). Bunécna jadra (modre)
jsou znaCena DAPI. Z obrdzku je zfejmé, Ze je rekombinantni protein PFOD u T. vaginalis
lokalizovan do organely hydrogenosomu. DIC znazorfuje bunky pod diferencialnim kontrastem.
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5.5 Transformace a kultivace T. vaginalis kmene Tv 10-02
MR 100

Cilem tohoto pokusu bylo studium vlivu PFOD na metronidazolovou rezistenci
trichomondd a objasnéni fyziologické aktivity tohoto proteinu obecné, protoZe rezistentni
trichomonady neexprimuji dominantni paralogy PFO o zndmé aktivité. Pfedpokladala jsem, Ze
vysledkem Gspésné exprese PFOD v homolognim systému by mohl byt funkéni protein, protoze
rezistentni trichomonady maji zachovany systém syntézy Fe-S center v hydrogenosomech. Buiky
T.vaginalis kmene Tv 10-02 MR 100 byly transformovany vektorem TagVag sPFOD
bez importni sekvence. Buiky byly zkontrolovany ihned po elektroporaci pod svételnym
mikroskopem a preneseny do vytemperovaného TYM média pro rezistentni trichomonady.
Kultivace probihala pfi 37 °C a v médiu se zvySenym mnoZzstvim cysteinu na dvojnasobnou
koncentraci (2 g/l). OCkovéni trichomonad probihalo kazdy den, a to ve stejnou hodinu, a
selektovany byly pomoci geneticinu. Jako kontrola slouzily bufiky transformované vektorem
TagVag s hydrogenosomalni procesovaci peptidazou (poskytnuty Mgr. Pavel Dolezelem, Ph.D.).

Transformace rezistentnich trichomonad byla provedena 2x nelspésné, kdy bunky
zemiely do 24 hodin po elektroporaci. Béhem téchto pokusti byl optimalizovan postup
elektroporace a kultivace transformovanych bunék (viz str. 48). PFi nésledujicich transformacnich
pokusech se podafilo trichomonady kultivovat priimérné 8 dni. Po této dobé doslo k umrti bunék
véetné kontroly. Pokud byl do média pfidan metronidazol (10 pg/ml), doSlo k amrti bunék
do 24 hodin. Buiiky se nepodafilo prevest do média bez agaru, které je nutné pro dalsi studie
(nepfimou fluorescenci a analyzu pomoci Western blotu a specifickych protilatek).

71



5.6 Kvantitativni Real Time PCR

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit pomoci kvantitativni Real Time PCR relativni expresi
7 genll kédujicich paralogy pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy (A — F) T. vaginalis parentniho
kmene Tv 10-02 a rezistentniho kmene Tv 10-02 MR 100.

Sekvence navrzenych primerd byla analyzovana pomoci databdze BLAST
na www.ncbi.nlm.nih.gov/, jsou-li specifické pro kazdy dany gen. Funkénost primerl byla

ovéfena pomoci PCR reakce na celkové DNA T. vaginalis kmene T1 (obr. 27). RNA z bunék
trichomonad byla izolovana pomoci Trizolu Reagent dle doporuceného protokolu vyrobce (Total
RNA Isolation Reagent, Gibco BRL). Kvalita vyizolovanych RNA byla zkontrolovidna na
elektroforéze obsahujici formaldehyd (vzdy byly pfitomny dva signaly znézorfujici malou a
velkou ribosomalni podjednotku - 18S a 28S) a na pfistroji NanoDropTM 1000
Spectrophotometer. VVysledny pomér absorbanci méfeny pfi vinovych délkach Azeo/Azso byl vyssi
nez 1.8, coz znaCi vysokou kvalitu RNA. Ovérena RNA byla precisténa od genomové DNA
pomoci DNasyl (Fermentas) a prepsdna do cDNA dle doporuceného protokolu vyrobce
(Invitrogen). Pfitomnost DNA byla ve vzorcich ovérena pomoci PCR reakce (obr. 28) (viz str.
54).
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Obr. 27: Ovéreni specificity navrzenych primerQ pro geny PFO A-F a B-tubulin (T).
Z obou obrazku je patrné, Ze vSechny primery tvofily pouze jeden produkt a mohly byt pouZity
pro qRT PCR. Templatem byla genomova DNA T. vaginalis.
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Obr. 28: Kontrola Cistoty RNA a cDNA pomoci PCR s primery pro B-tubulin.
Vysvétlivky: P, parentni kmen trichomonad Tv 10-02; R, rezistentni kmen trichomonad Tv 10-02
MR 100; 1., PCR produkt z izolované RNA znaCici pfitomnost DNA,; 2., absence PCR produktu
po precisténi RNA DNasoul; 3., PCR produkt z cDNA. Druhé ¢ast obrazku (4., 5., 6.) znazorfiuje
stejnou situaci, ale u rezistentnich bunék kmene Tv 10-02 MR 100. Tato kontrola byla provedena
u vSech RNA a cDNA.

Jako referenéni gen pro normalizaci vysledkd byl vybran B-tubulin (gene number
TVAG_456920, http://trichdb.org/trichdb/). Tato volba byla zaloZena na predpokladu stabilni
exprese tohoto genu v bunkach trichomonad citlivych i rezistentnich k metronidazolu.

Po provedeni vSech vySe zminénych kontrol byly zahajeny samotné pokusy. VSechny vzorky
pro RT PCR byly michany v triplikatech a jako negativni kontroly byly pouZity vzorky, které
neobsahovaly cDNA. Jako fluorescenéni marker byl pouZit SYBR® green| (Invitrogen).
Toto znaCeni se vaze na dvojvldknovou DNA vznikajici béhem PCR reakce. Dochazi k emisi
fluorescencniho zé&feni, které je zachyceno detektorem, pfiCemz intenzita fluorescenéniho signalu
odpovida mnoZstvi amplifikované DNA vytvofené béhem PCR reakce.

MéFeni probihalo na pristroji LightCycler® 480 System (Roche) a celkem byla
analyzovana cDNA z péti nezavislych izolaci z parentniho a rezistentniho kmene trichomonad.
Po ukonCeni PCR reakce byly na pfistroji LightCycler zkontrolovany kFivky tani vyslednych
amplikond, byly odecteny C; hodnoty vzorkd a pouZzity pro vypocet relativnich expresi mRNA
(obr. 29). C; hodnoty odpovidaji poctu cykld, které jsou potfebné pro dosazeni predem stanovené
intenzity fluorescen¢niho signalu (tzv. threshold, fluorescencni prah umistény do exponencialni

faze reakce). C;hodnoty PFO genl byly standardizovany k C; hodnotdm B-tubulinu, tzv. AC;
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(AC; = C; cilového genu — C; referencniho genu) a byly vypocteny relativni exprese mRNA
cilovych gentl (2°“Y), pritemz predpokladané Gginnost primer( byla blizka 100%.

Na obrazku 30 je zndzornén graf relativnich expresi mRNA vsech sedmi PFO gen.
Modra barva predstavuje vysledky méfeni u parentnich trichomonad a fialova barva méreni
u rezistentnich trichomonad. Z grafu je patrné, zZe PFO A, B1 a B2 trichomonad senzitivnich
k metronidazolu jsou na Urovni mRNA dominantné exprimovany. AvSak mnoZstvi mRNA
u PFOA, B1 a B2 u trichomonéd rezistentnich k metronidazolu bylo vyrazné sniZzeno. Relativni
exprese MRNA PFOE a F u parentnich a rezistentnich trichomonad byla téméf nulova a v grafu
proto neni viditelna.

Zajimavy je vysledek u pfoc a pfod. Mira exprese mRNA téchto dvou gend u parentnich
trichomonad nedosahuje hodnot namérenych u PFOA — B2, ale v porovnani s ostatnimi vzorky je

mira exprese u resistentnich trichomonéad zvysena.

Relativni exprese mRNA

45

x 10°

30

25
20 M rezistant

15
10

C D

A B1 B2

O parent

~ACt

E F

Obr. 29: Relativni exprese mMRNA genl kédujici pyruvat:feredoxin oxidoreduktazu
A-F. Vysledky byly normalizovany na referencni gen B-tubulin. V méfeni byla pouzita cDNA
zZ péti nezavislych izolaci z parentnich a rezistentnich trichomonad. Modfe je znazornén parentni
kmen trichomonad Tv 10-02 a fialové rezistentni kmen Tv 10-02 MR 100. Chybové Usecky
vyznacuji smérodatné odchylky.
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5.6.1 Lokalizace dominantné exprimovanych PFO v hydrogenosomech
trichomonad

Pro ovéreni vysledkl z qRT PCR byly hydrogenosomy parentniho a rezistentniho kmene
trichomonad analyzovany pomoci Western blotu s monoklonalni protildtkou proti dominantné
exprimovanym hydrogenosomalnim PFO (pravdépodobné PFOA, B1 a B2, pro presné urceni by
viak bylo potfeba udélat 2D elektroforézu). Na obrézku 30 je jasné viditelny specificky signal
v hydrogenosomech parentnich trichomonad. V hydrogenosomech rezistentnich trichomonad
tento signal neni pritomny. Tato data odpovidaji vysledkdim ziskanym pomoci gRT PCR

i dFivéjsim studiim.
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Obr. 30: Lokalizace dominantné exprimovanych PFO v hydrogenosomech
parentniho a rezistentniho kmene trichomonad pomoci Western blotu. Sipkou je znazornén
specificky signal v hydrogenosomech parentnich trichomonad (P). V hydrogenosomech

rezistentnich trichomonéad (R) tento signal neni pfitomen.
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5.7 Alternativni 2-keto acid oxidoreduktazy v Trichomonas
vaginalis

Na zékladé publikace (Brown et al., 1999) bylo mym cilem charakterizovat alternativni
2-keto acid oxidoreduktazy (KORs) v buikach T. vaginalis a urCit jejich vztah kenzymu
pyruvat:feredoxin oxidoreduktdze D. Vzhledem Kk primarni struktufe PFOD, znaCné odlisné
od ostatnich PFO paralogl jsem predpokladala, Ze by tento protein mohl metabolizovat néktery
ze substratd identifikovanych ve zminéné publikaci a tedy predstavovat nékterou
z identifikovanych alternativnich 2-keto acid oxidoreduktdz. V pokusech bylo pracovano
s celkovym lyzatem trichomonad a s hydrogenosomy purifikovanymi pomoci izopyknické
centrifugace na gradientu Percollu. Pfiprava membrénovych frakci byla reprodukovéna
dle publikace autor(l Brown et al. (viz kap. 4.5.2) s jedinym rozdilem, kdy byl pouZzity detergent
pro primarni solubilizaci membrén 0,5% oktylglukosid misto 0,5% dodecylglukosidu. Jednotlive
frakce byly separovany pomoci nedenaturujici elektroforézy. Gel byl inkubovan s anaerobnim
pufrem bez B-merkaptoetanolu s 10 mM indolpyruvatem, 200 uM CoA a 2 mg/ml nitro blue
tetrazolium (NBT). Pfitomnost aktivity byla prokazana redukci NBT na modry formazan v gelu
(obr. 31).

Draha 1 na obrdzku 31 predstavuje celkovy lyzat T. vaginalis s 1% Tritonem X-100 a
drdha 2 Cisté hydrogenosomy obsahujici 1% Triton X-100 inkubovane dle publikovaného
postupu. V obou pripadech je jasné viditelny signal, coz odpovida datlim ze zminéné publikace.
Jako negativni kontrola (obr. 31 — 3) byly pouZzity Cisté hydrogenosomy obsahujici 1% Triton
X-100 inkubované bez koenzymu A (tato kontrola nebyla v publikaci pouZzita). Z obrazku je
zfejmé, Ze také doslo k barevné reakci v gelu.

Zjisténi, Ze by data publikovand autory Brown et al., nemusela byt vysledkem
enzymatické aktivity KORs, vedla k naslednym pokustim. Na obrazku 31 draze 4 je znazornén
gel s hydrogenosomy s 1% Tritonem X-100, ktery byl po ukon&eni elektroforézy zahfivan pfi 70
°C po dobu 30 minut a nasledné inkubovan s indolpyruvatem, CoA a NBT. Zahfivani gelu mélo
za cil denaturaci proteind, presto je na obrazku jasné patrny signal. Jako kontrola, Ze k denaturaci
enzymi skutecné doslo, byla zméfena aktivita hydrogenosomalniho jable¢ného enzymu.
Spektrofotometrické méreni ukézalo, Ze je tento enzym po 30 minutich inkubace v 70 °C
neaktivni.

Jako dalsi negativni kontroly nédm poslouZily lidské Cervené krvinky smichané
s 1% Tritonem X-100 a Cisty vzorkovy pufr pro nativni elektroforézu obsahujici 1% Triton
X-100 (obr. 31 - 5, 6). Oba vzorky byly inkubovany s indolpyruvatem, NBT a bez CoA.
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Vysledky jasné ukazuji, Ze do3lo k vytvofeni modrého formazanu. Cisté hydrogenosomy
s 1% Tritonem X-100 inkubované v anaerobnim pufru s CoA, NBT a bez indolpyruvatu
nevykazovaly Zadnou barevnou reakci (obr. 31 — 7). A stejné tomu bylo i u hydrogenosomd
bez Tritonu X-100 inkubovanych s indolpyruvatem, NBT a CoA (obr. 31 - 8).

1 2 3 4 5 6 7
." . %

Obr. 31: Nedenaturujici elektroforéza membranovych frakci T. vaginalis. Vysvétlivky:
1, celkovy lyzat T. vaginalis s 1% Tritonem X-100; 2, Cisté hydrogenosomy obsahujici 1% Triton
X-100; 3, Cisté hydrogenosomy obsahujici 1% Triton X-100 inkubované bez CoA; 4, Cisté
hydrogenosomy obsahujici 1% Triton X-100 zahfivané po ukonceni separace proteint 30 minut
pfi 70 °C; 5, lidské Cervené krvinky s 1% Tritonem X-100 inkubované bez CoA,; 6, vzorkovy
pufr obsahujici pouze 1% Triton X-100; 7, Cisté hydrogenosomy s 1% Tritonem X-100
inkubované bez indolpyruvatu; 8, Cisté hydrogenosomy bez Tritonu X-100.

Tyto vysledky vedly k dalsim ovéfovacim pokusiim. V aerobni kyveté byl smichan
ve 2 ml fosfatového pufru 5 mM indolpyruvat a 1 mg/ml NBT. Po pfidani nékolika mikrolitrd
10% Tritonu X-100 doSlo béhem kratke chvile k vyraznému modro-fialovému zbarveni smési.
Nebyl-li ke smési pfiddm Triton X-100, probéhla barevna reakce v fadech minut. Pokud byla

misto pufru pouZita voda, k barevné reakci nedoslo.
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PFi anaerobnim spektrofotometrickéem méfeni enzymatické aktivity celkového lyzatu
rezistentnich trichomonad obsahujiciho 1% Triton X-100 s methyl viologenem jako akceptorem
elektron( a indolpyruvatem také nebyla naméfena zadnd aktivita. PFi méreni aktivity s celkovym
lyzdtem parentnich trichomonad byla pozorovana indolpyruvét- a CoA-dependentni redukce
methyl viologenu. Tato aktivita dosahovala pFiblizné 5% aktivity enzymu PFO méfené
za stejnych podminek s pyruvatem. Pro kontrolu byla aktivita zméfena také s purifikovanou
hydrogenosomélni PFO a indolpyruvatem. A skute¢né, methyl viologen byl redukovan, a to
s podobnou Ucinnosti jako pfi pouZziti celkového lyzatu parentniho kmene trichomonad Tv 10-02
a indolpyruvatu.

Predpokladana aktivita alternativnich 2-keto acid oxidoreduktdz v burkéach trichomonad
rezistentnich k metronidazolu tedy nebyla prokazana. Redukce NBT na modro-fialovy formazan
je vyvolana neenzymatickou reakci pomoci indolpyruvatu v pfitomnosti Tritonu X-100.
Skutec€nost, Ze latky obsahujici aromaticky indolovy kruh (tedy i indolpyruvat) dokéazi redukovat
tetrazoliové soli, potvrdila i dostupna literatura (Glenner et al., 1960). T. vaginalis patrné
nevlastni alternativni oxidoreduktazy. VSechny tyto vysledky byly shrnuty v publikaci Zednikova
et al., 2012, viz pfiloha.
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6 Diskuze

Enzym  pyruvét:feredoxin  oxidoreduktdza je jeden  zkliovych  enzymd
hydrogenosomalniho metabolismu pyruvatu u trichomonad. V genomu Trichomonas vaginalis
bylo identifikovano celkem 7 paralogd pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy (PFO) — A, B1, B2, C,
D, E, F (Carlton et al., 2007). Nejvice divergentni ze vSech paralogd PFO je PFOD.
Tato skuteCnost mé vedla k podrobnéjSimu zkoumani aktivity, miry exprese a funkce tohoto
proteinu v burik&ch trichomonad.

Pro charakterizaci enzymu jsem pouZila rekombinantni protein produkovany v buiikéach
E. coli. Exprese PFOD v eukaryotnim systému (v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae) nebyla
Uspésna. Nabizi se nékolik moznych vysvétleni, pro€ nebyla PFOD v kvasinkdch exprimovana.
Jednim z moznych dlivod(i mohla byt netspésna homologni rekombinace, kdy se nemusel inzert
pfod vlozZit na poZzadované misto v genomu. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae obsahuji sulfit
reduktadzu, enzym nezbytny pro biosyntézu metioninu, jehoZ jedna C&st je tvofena domeénou
homologni s amino-terminalnim fragmentem PFO (Horner et al., 1999). Tato skute¢nost mohla
mit teoreticky vliv na vkladani inzertu pfod do kvasinkového genomu a naslednou expresi
proteinu. Dilvodem nelspéchu mohla také byt degradace rekombinantniho proteinu ihned
po translaci, ktery mohl byt pro kvasinky z neznamych diivodl skodlivy.

Expresi PFOD v E. coli jsem nejprve zkousela za aerobnich podminek. Pribéh UV/Vis
spektra rekombinantni PFOD indikoval pfitomnost Fe-S center, protein vSak nebyl aktivni.
Vzhledem k tomu, Ze je PFO velmi citliva na pritomnost ke kysliku, rozhodla jsem se pro expresi
PFOD za anaerobnich podminek (v uzavienych nadobéach s alternativnim akceptorem elektronl —
NaNOs). Anaerobni kultivace E. coli pro produkci citlivych proteinii je popsana napfiklad
v publikaci autor(i van den Berg et al., 2000. Predpokladala jsem, Ze anaerobni podminky by
mohly pomoci ke spravnému sloZeni kvartérni struktury PFOD a Fe-S skupin.

Pribéh UV/Vis spektra rekombinantni PFOD byl podobny spektru purifikované PFO
v oblasti, ve které absorbuji Fe-S skupiny (obr. 17). Da se tedy usuzovat, Ze i rekombinantni
PFOD obsahuje Zelezo-sirné skupiny typické pro enzym PFO (Williams et al., 1987), avSak
pro objasnéni presného poctu a typu téchto center by bylo zapotfebi provést dalsi studie.

Z bakterialni kultury byl rekombinantni protein PFOD izolovan pomoci afinitni purifikace
na koloné s naplni Ni-NTA agarozy za nativnich podminek. Molekulova hmotnost rekombinantni
PFOD stanovena pomoci SDS-PAGE byla priblizné 130 kDa (obr. 16A). Tato hodnota souhlasi
s teoretickou molekulovou hmotnosti vypocitanou z aminokyselinové sekvence (127 kDa).
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Dodatecna analyza rekombinantniho proteinu pomoci Western blotu s pouZitim protilatky proti
polyhistidinovému znaceni potvrdila identitu purifikované PFOD (obr. 16B). Na Western blotu
jednotlivych frakci obsahujicich rekombinantni PFOD byly vizualizované kromé proteinu
o predpokladané velikosti i proteiny o nizSi molekulové hmotnosti. Jejich identita nebyla blize
zkoumana. Patrné to jsou fragmenty PFOD, které vznikly rozpadem enzymu jiz v bakteriich ¢i to
mlzZe byt dlsledek aerobni izolace vedouci taktéZz k rozpadu enzymu. Pro lepsi izolacni
podminky by bylo potfeba pouZzit specialni anaerobni komory, napf. COY anaerobic chamber.

Na zakladé subjednotkové skladby holoproteinu je rozliSovano nékolik typl PFO
(viz kapitola 2.1.4). O PFO T. vaginalis bylo zjisténo, Ze je to dimerni protein (Williams et al.,
1987), podobné jako jiné charakterizované homology. Na elu¢nim profilu proteind z kapalinové
chromatografie na molekularnim situ byly patrné vrcholy odpovidajici multimer(im protein(
identifikovanych na SDS-PAGE (obr. 18). Vypoctena molekulova hmotnost proteintl ve frakci
15 byla cca 330 kDa. Pokud jsou dominantni proteiny opravdu fragmenty PFOD, které maji
tendenci tvofit oligomery, pak to indikuje, Ze je rekombinantni protein taktéZ multimer a signal o
velikosti 130 kDa na SDS elektroforéze je patrné rozpadly holoenzym, kterého je ziejmé velmi
malo a je znaCné nestabilni. Na obrazku 19B jsou na Western blotu vizualizované elu¢ni frakce
z kapalinové chromatografie pomoci anti His protilatky. Rekombinantni PFOD byla pFitomna
pouze ve frakci 19 a abundantni proteiny protildtka nedetekovala, presto Ze jsou jasné patrne
na SDS elektroforéze i na Western blotu s anti PFOD protilatkou (obr. 19A, C). Toto je patrné
zplsobeno rozpadem PFOD a ztratou His tagu béhem izolace.

Rekombinantni PFOD jsem dale pouZila pro méfeni enzymatické aktivity. ,,Alternativni*
substraty oxalacetat, indolpyruvat, fenylpyruvat, o-ketobutyrat, a-ketoglutarat a a-ketomalonat
byly podle mé pracovni hypotézy kandidaty na substrat, ktery by PFOD mohla pfednostné
metabolizovat. Av3ak rekombinantni PFOD neredukovala methyl viologen sZadnym
z vybranych alternativnich elektronovych donord, ani se substratem charakteristickym pro PFO,
pyruvatem. Jedno z moznych vysvétleni tohoto vysledku je, Ze doSlo k poSkozeni proteinu béhem
izolace atmosférickym kyslikem. PFOD bude patrné stejné jako enzym PFO velmi citliva
na pritomnost kysliku, ktery poskozuje Fe-S skupiny enzymu vedouci k jeho rozpadu a ztraté
funkce (Lindmark and Mauller, 1973; Outten, 2007). Popfipadé heterologni bakterialni systém
vlibec nemusi byt schopen vyprodukovat aktivni enzym a spravné poskladat Fe-S centra, pfestoze
je v literatufe popsana UspéSna exprese aktivni rekombinantni PFO (Pieulle et al., 1987).
Jiné vysvétleni, které se nabizi, je, Ze jsem nenalezla vhodny substrat, ktery by PFOD dokézala
metabolizovat. Timto substratem by teoreticky mohla byt napf. a-keto kyselina s vysSim poctem

uhlikd nez ¢tyfi.
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Pro charakterizaci PFOD v nativnich podminkach jsem provedla také transformaci
trichomondd vektorem TagVag obsahujicim PFOD a 6x His tag, avSak trichomonady
transformované timto plasmidem PFOD neexprimovaly. Jedna z moZnych interpretaci je stavba
konstruktu, ktery obsahoval 6x His tag i 2x HA tag. Takto navrZeny konstrukt nemusel byt
vzhledem ke dvéma znaCenim sprdvné sloZzeny ¢i mohl byt pro trichomonéddy Skodlivy.
ZkuSenosti s neuspésnou expresi proteinu u transformovanych trichomonad vektorem TagVag
obsahujicim 6x His tag mi potvrdili i néktefi kolegové z laboratofe (Mgr. Tamara Smutna,
katedra Parazitologie, Karlova univerzita v Praze, osobni sdéleni). Konstrukty s polyhistidinovym
znacenim jsou pravdépodobné pro trichomonady $kodlivé a vedou k omezeni exprese proteind.

Cilem transformace trichomondd kmene T1 vektorem TagVag obsahujicim PFOD
bez signalni sekvence pro import do hydrogenosom(l a 2x HA tag bylo ovéfeni lokalizace PFOD
v trichomonédach. Overexprimonany protein byl lokalizovan pomoci SDS elektroforézy a
Western blotu do hydrogenosomd, coZz bylo ovéfeno na purifikovanych organelach ziskanych
diferencialni centrifugaci bunééného homogenatu (obr. 24 a 25). Imunofluorescencni znaceni
potvrdilo hydrogenosomalni lokalizaci proteinu (obr. 26). Tento vysledek neni Uplnym
pfekvapenim, protoZe enzym PFO je ve ,wild type* bunkéch lokalizovany v této organele, aviak
konstrukt pro transformaci trichomonad neobsahoval hydrogenosomalni signalni sekvenci, a
presto doslo k translokaci rekombinantniho proteinu do hydrogenosomtl. Signélni sekvence PFO,
respektive PFOD, je oproti jinym hydrogenosomalnim proteinim extrémné kratka (Hrdy and
Miiller, 1995a), obsahuje pouze nékolik aminokyselin. O nezbytnosti takto kratké sekvence se
diskutuje a neni vyloucena ani nezbytnost zatim neidentifikovaného vnitfniho importniho signalu
(Mentel et al., 2008; Burstein et al., 2012). Pro charakterizaci tohoto signalu je zapotfebi provést
mnoho dalSich studii, avSak fakt, Ze rekombinantni PFOD bez signalni sekvence byla s vysokou
specificitou lokalizovana do hydrogenosoml, ukazuje, Ze vnitfni signal existuje.

V publikaci z podzimu roku 2011 autor(i Schneider et al. byla zvefejnéna analyza
hydrogenosomalniho proteomu T. vaginalis, ve které bylo v organele identifikovano 6 z celkem
7 genomem kodovanych PFO. Dominantné exprimované jsou dle publikace PFOA a B1.
Hydrogenosomalni PFOB2, C, E a F jsou také exprimované, ale podstatné méné nez PFOA a B1.
Protein, ktery mé nejvice zajimal, tedy PFOD, nebyl dle publikace autorli Schneider et al.
v hydrogenosomech trichomonad citlivych na metronidazol nalezen. Avsak pfi analyze zatim
nepublikovanych proteomickych dat z hydrogenosomd trichomonad kmene T1 byly nalezeny
kromé dominantné exprimovanych PFOA, B1 a B2 také PFOE a D (Mgr. Petr Jedelsky, katedra

Parazitologie, Karlova univerzita v Praze, osobni sdéleni). Tyto rozdily jsou pravdépodobné
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zplisobeny malym mnoZzstvim prislusnych proteinli pfitomnych v analyzovanych vzorcich a
pravdépodobné tak nedoslo k jejich detekci hmotnostnim spektrometrem.

Pomoci metody kvantitativni Real Time PCR jsem chtéla ziskat pfedstavu o relativni
expresi vsech 7 genl kédujicich paralogy pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy. Relativni exprese
byla jednoznacné nejvyssi u PFOA, Bl a B2, coZ potvrzuje vySe uvedené vysledky autor(
Schneider et al. a Mgr. Petra Jedelského. Relativni exprese mMRNA PFOE a F byla velmi nizka,
ale domnivam se, Ze i presto jsou prepisovany do proteinu. U trichomonad rezistentnich
k metronidazolu dochazi k poklesu miry exprese nékterych hydrogenosomalnich enzymdl
podilejicich se na aktivaci tohoto léku vCetné pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy (Kulda, 1999).
Tyto vysledky potvrdila i kvantitativni Real Time PCR, kdy doSlo ke sniZeni relativnich expresi
dominantné exprimovanych PFO — A, B1 a B2 na nulové hodnoty. Zajimavy vysledek vSak
pfinesla qRT PCR o relativni expresi PFOD a C u rezistentnich trichomonad,. Relativni exprese
téchto genl se oproti ostatnim PFO mirné zvysila. Neni tedy vylouceno, Ze u téchto trichomonad
mliZe byt PFOD, respektive PFOC exprimovana.

V grafu relativnich expresi PFO (obr. 29) je patrné, Ze vysledné smérodatné odchylky
jednotlivych méfeni byly znaCné vysoké. Tento vysledek patrné poukazuje na schopnost
trichomonad prizplsobit se danym podminkam (napf. fluktuacim v kultivaénich podminkach,
stafi média, teploté, dobé ockovani, atd.) pomoci regulace genove exprese. Pro ziskani presnych
dat z kvantitativni Real Time PCR je potfeba zvazit mnoho faktor(, které mohou vysledky velmi
zkreslit. Byly provedeny vsechny dulezité kontroly, avSak pro budouci pokusy bude potreba
provést detailni analyzu efektivnosti primerl a zahrnout do méfeni vice vnitfnich kontrol
(referencnich gend).

Abych zjistila lokalizaci a pfipadnou expresi nativni PFOD v T. vaginalis, byla vytvofena
polyklonalni protilatka namifend proti nekonzervativni Casti proteinu PFOD. Na Western blotu
hydrogenosomalni frakce trichomonad senzitivnich k metronidazolu je patrny signal o velikosti
pfiblizné 130 kDa, coZ odpovida teoretické molekulové hmotnosti PFOD, avsak protilatka
rozeznava velmi silné i proteiny o mensi molekulové hmotnosti (napf. jable€ny enzym — 65 kDa).
Na Western blotu hydrogenosomalni frakce rezistentnich trichomonad s anti PFOD protilatkou
byl viditelny podobny proteinovy profil kromé poZadovaneho signédlu o velikosti cca 130 kDa
(obr. 23). Z téchto vysledkll se da usuzovat, Ze anti PFOD protilatka je nespecifickd a nemohu
s jistotou fici, je-li PFOD v hydrogenosomech pritomna.

Mym dalSim cilem proto bylo zjistit pfipadny vliv proteinu PFOD na rezistenci
trichomonad k metronidazolu. Buriky trichomonad kmene Tv 10-02 MR 100 jsem transformovala
vektorem TagVag s PFOD bez signalni sekvence. Jako kontrola byla provedena transformace
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trichomonad vektorem TagVag s hydrogenosomalni procesujici peptidazou (HPP) (Smid et al.,
2008). Transformované trichomonady prezily kultivaci primérné 8 dni (vCetné kontroly).
Po této dobé doslo k umrti bunék. Pokud byl do média pfidan metronidazol (10 ug/ml), doslo
k amrti bunék do 24 hodin. BohuZel se bufiky nepodafilo pfevést do média bez agaru a pouZit je
pro dalsi studie. Trichomonady rezistentni k metronidazolu jsou velmi citlivé k ndhlym zméném
(napt. stafi média, doba ockovani, mnoZstvi inokula, oxidativni stres atd.), tudiz transformace,
kterou bunky prezily 8 dni se da povaZovat za Uspéch. Predpokladam, Ze transformace
rezistentnich trichomonad méla za nasledek naruSeni jejich bunéénému metabolismu vedouci
ke smrti trichomonéd.

V roce 1999 vysel ¢lanek (Brown et al., 1999), ve kterém byly popsany dva nové enzymy
karbohydratového metabolismu T. vaginalis, tzv. alternativni 2-keto acid oxidoreduktazy
(KORs). V pokusech bylo ukéazéno, Ze jsou tyto KORs pravdépodobné plIné aktivni
v trichomonadach rezistentnich k metronidazolu, Ze se vyskytuji pfevazné v membranovych
frakcich a jako substrét preferuji indolpyruvat. Autofi usuzovali, Ze tyto enzymy jsou klicové
pro preziti rezistentnich trichomonad, které maji defektni energeticky metabolismus pyruvatu
v hydrogenosomech, a KORs jim umoznuji syntetizovat ATP na Ucet jinych substrat.
Tato publikace mé vedla k tomu, Ze jsem se pokusila urCit vztah KORs k PFOD. Vzhledem
k primarni strukture PFOD zna¢né odlisné od ostatnich PFO paralogll jsem pfedpokladala, Ze by
tento protein mohl predstavovat nékterou z identifikovanych alternativnich 2-keto acid
oxidoreduktaz. Prvnim krokem k ovéfeni identity KORs byla jejich purifikace, pokusila jsem se
tedy reprodukovat popsany postup a pripravit membranové frakce obohacené o aktivitu KORs.
Béhem pokusl se vSak ukazalo, Ze vysledky publikované autory Brown et al. jsou patrné artefakt
zplsobeny neenzymatickou redukci NBT na modro-fialovy formazan pomoci indolpyruvatu a
Tritonu X-100 (obr. 31). Ztohoto ddvodu byly provedeny ovéfovaci pokusy (nativni
elektroforéza s kontrolnimi vzorky a spektrofotometricka méfeni), které potvrdily, Ze data
publikovana autory Brown et al. nejsou vysledkem enzymatické aktivity KORs. Pfedpokladana
aktivita alternativnich 2-keto acid oxidoreduktaz v bufkédch trichomonad rezistentnich
k metronidazolu nebyla prokazana.

Nabizi se proto otdzka, existuje-li viibec v hydrogenosomech rezistentnich trichomonad
néjaky alternativni zdroj ATP vzhledem k tomu, Ze tyto trichomonady nemaji hlavni paralogy
PFO (i zda je ATP do hydrogenosomll importovano a jakym zplsobem. V hydrogenosomalni
membrané trichomonad je pfitomny ATD/ADP transportér Hmp31 (Dyall and Johnson, 2000).,
ktery by teoreticky mohl transportovat ATP do organely, jako je tomu u hydrogenosomalniho
homologu Hmp31 u Trichomonas gallinae (Tjaden et al., 2004). V hydrogenosomech parentnich
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trichomonad byl identifikovan enzym ATP:AMP fosfotransferaza (adenylat kinaza) (Declerck
and Muller, 1987), ktera balancuje pomér ATP, AMP a ADP a indikuje pfitomnost fungujiciho
energetického metabolismu. Tento enzym byl identifikovan i v hydrogenosomalnim proteomu
rezistentnich trichomondd a patrné se jeho exprese v souvislosti srezistenci neméni
(nepublikované vysledky Beltran, Jedelsky, Tachezy, katedra Parazitologie, Karlova univerzita).
V hydrogenosomech rezistentnich trichomondd je navic pFitomna i sukcinat thiokinaza
(Rasoloson et al., 2002), ktera je zodpovédna za syntézu ATP v hydrogenosomech.
Hydrogenosomy rezistentnich trichomonad si také zachovaly funkéni Fe-S cluster assembly
systém (nepublikované vysledky Tachezy, Sutak, Jedelsky, katedra Parazitologie, Karlova
univerzita), pro ktery je potfeba ATP. Odpovédi na otazky, jakym zplisobem ziskavaji
hydrogenosomy rezistentnich trichomondd ATP a jaké mechanismy zUstaly v souvislosti

s rezistenci zachovany, snad prinese budoucnost.
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7 Zaver

Ve své diplomové préci jsem zaméfila na hydrogenosomalni protein pyruvat:feredoxin
oxidoreduktazu D parazitickeho prvoka Trichomonas vaginalis.

Rekombinantni PFOD jsem izolovala z bakteridlniho lyzatu pomoci afinitni purifikace na
niklové koloné. Exprese proteinu v eukaryotnim systému (kvasinkach) nebyla Gspésna.
Rekombinantni PFOD byla pouZita pro méfeni enzymatické aktivity a analyzu absorpcniho
UV/Vis spektra. Aktivita PFOD pfi anaerobnim spektrofotometrickém meéreni nebyla namérena
s zadnym testovanym substratem. Priibéh spektra proteinu PFOD byl podobny spektru PFO
v oblasti, ve které absorbuji Fe-S skupiny, a PFOD patrné obsahuje Fe-S centra jako je tomu
u enzymu PFO. Na eluénim profilu proteind z kapalinové chromatografie na molekularnim situ
byly patrné vrcholy odpovidajici multimer(im. Protein PFOD se patrné vyskytuje v E. coli jako
multimer.

Protein PFOD jsem lokalizovala v burkéach transformovanych trichomondd. Metodou
pfipravy subcelularnich frakci a nepfimé imunofluorescence jsem zjistila, Ze PFOD je
translokovana do organely hydrogenosomu, prestoZe konstrukt pro transformaci trichomonad
neobsahoval signalni sekvenci. Transformace trichomonad vektorem TagVag s PFOD a 6x His
tagem nebyla Gspé3na.

Pomoci metody kvantitativni Real Time PCR jsem analyzovala relativni expresi PFO
genll (A-F). Dominantné exprimované geny jsou pfoa, bl a pfob2. Relativni exprese PFO genli
byla u rezistentnich trichomonad snizena kromé pfoc a pfod, u nich byla oproti ostatnim PFO
mirné zvysena.

Dfive publikovana aktivita alternativnich 2-keto acid oxidoreduktdz v burkéach
trichomonéd rezistentnich k metronidazolu nebyla prokdzéna. Redukce NBT na modro-fialovou
usazeninu formazan je vyvolana neenzymatickou redukci NBT pomoci indolpyruvétu a Tritonu
X-100.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lindmark%20DG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goldberg%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moharrami%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bacchi%20CJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoon%20KS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ishii%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kodama%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Igarashi%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=yoon%5BAuthor%5D%20AND%20ishii%5BAuthor%5D%20AND%201997%5BDate%20-%20Publication%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zedn%C3%ADkov%C3%A1%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beltr%C3%A1n%20NC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tachezy%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hrd%C3%BD%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=zednikova%20hrdy
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