UNIVERZITA KARLOVA

Prirodovédecka fakulta

katedra parazitologie

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Parazitologie

e e

Bc. Vit Dohnalek

Evoluce importu proteinti do mitochondrii

Evolution of mitochondrial protein import

DIPLOMOVA PRACE

Skolitel: Mgr. Pavel Dolezal, Ph.D.

v

Praha 2020



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavére¢nou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

predloZzena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne



Podékovani

Chtél bych podékovat vSem z nasi laboratofe, jmenovité pak Lence Markové za jeji pomoc
s experimentalni ¢asti této prace a mému skoliteli Pavlu Dolezalovi za vstficnost, ochotu a
trpélivost. Dale bych rad podékoval Martinu Koliskovi a lidem z jeho tymu, ktefi mne zasvétili

do svéta bioinformatiky. Diky také patfi mé rodiné a pratelm za jejich podporu.



Abstrakt

PfestoZe mitochondrie obsahuji vlastni genom a ribozomy, vétsina mitochondrialnich proteint
je kédovana v jadie a translatovdna na cytosolickych ribozomech. Musely tak vzniknout
transportni komplexy umoZznujici import protein( z cytosolu. Tyto komplexy a jejich fungovani
jsou nejlépe popsany u kvasinek. Stale castéji se vSak setkavame s organismy, které radu
proteinl popsanych u kvasinek pravdépodobné postradaji. Tato prace se proto snazi prinést
prehled o distribuci podjednotek jednotlivych komplex( napfi¢ eukaryoty. Blize se zamérujeme
na extrémni redukci téchto komplex( u parazitického prvoka Giardia intestinalis, u néjz se
zatim podafilo identifikovat podjednotek pouze nékolik. PfestoZe se i pfes vysokou miru
divergence podafilo identifikovat homolog porinu Tom40, kterym prochazi vSechny proteiny
smérujici do mitochondrie, homolog proteinu Sam50, jenZ je zodpovédny za vkladani Tom40
do membrany, se identifikovat nepodafilo. Zna¢nd ast prace se tak vénuje tomuto mezi

eukaryoty ojedinélému fenoménu.



Abstract

Even though mitochondria possess their own genome and ribosomes, majority of
mitochondrial proteins is encoded in the nucleus and translated by cytosolic ribosomes. Hence
it was necessary to establish transport complexes allowing the import of proteins from the
cytosol. These complexes are best described in yeast. However, we are encountering
organisms lacking many of the subunits of these complexes with increasing frequency.
Therefore, we are presenting the overview of the distribution of the subunits within eukaryotic
organisms. We specifically take a closer look at parasitic protist Giardia intestinalis that is well
known for its extreme reductions of the import complexes. There have been only few subunits
identified so far. Porin Tom40, that is responsible for translocating all the incoming proteins
across the outer mitochondrial membrane, has been identified despite the high divergence,
while homolog of Sam50 hasn’t been successfully identified yet. Sam50 is however believed to
be necessary for insertion of Tom40 into the membrane. Vast part of this thesis is dedicated to
this phenomenon that is highly uncommon and maybe unique among the eukaryotic

organisms.



Obsah

L UVOM.ccerrevteeesss e s e et et 8 s £ R R 1
D LT T o T o1 =] o1 1T PO T PT PP RTTS S T 2
2.1 Mitochondridlni iMmportni drahy.......ccveeinireirce e e st 2

2.2 TOM KOMIPIEX.tirtitiitieiiriesiesisiet ettt crtstestestesteseesesteseses s s s esesteses e sessessessesensensarsesesseseann 3

2.3 SAM KOMPIEX...ctiiieieserietietirt it crtete e sttt sttt se e ste e e e et et e tassanease st st seesensensanensneees 4

2.4 Transmembranoveé B-Darely ... ieeeirnrieieeese et eer s s se e s s s es 5

2.5 Vkladani B-barelll do MembBIrany.......ccccveieireceeceeer et e b e 7

2.6 MAlE TimM PrOtEINY....ccuiiieieeieeee ettt et st et te et st se s ebess s ase et st steses e snnsesansans 8

2.7 Redukce importnich KOMPIEXU........eoeviiiiiiieeiie e cceecce et et ae e 9

2.8 GIArdia iNEESEINAIS ........ccveeeeiieteeiie ettt 11

2.9 Predikce 3D struktury proteinl.........ccceecuiieiciieeiieesiee et e 12

S O L= = Lol T TP 14
B IMETOAIKA. ..ttt et e sr e sr e nn e e 15
4.1 SekvenCni @aliGNMENTt.......cc.uiiiiiieeie e eraeaaan 15

4.2 Detekce hOMOIOGIE. ....cciiiiiiiie ettt et rae e e e saaaaeeeas 15

A2 L BLAST .ttt ettt ettt e h e b ea et e et e bt e sr et st 15

4.2 2 HMMER. ...ttt ettt et s s e sreeae 15

e B | o o T [T TP 15

B2 A CLANS. ..ttt e st s sttt e 16

4.3 Predikce sekundarni StrUKEUNY.......oooeeiiee it e 16

4.4 Predikce transmembranovych RB-barell..........cceeeoeiiiciiiiiiiiiccee e 16

4.5 Modelovani 3D struktury proteinl...........ccceeeeceeeeeiieeeeieeee ettt eeeee s 17

4.6 Fylogenetickd analyza.......coooceiii i e 17

4.7 Kultivace pouzZitych organismuU...........ccccveieiiieeiieiiiieeccceeee et eetae e e stae e eearee s 17

4.7.1 ESCREIICHIA COli.....ueeeeeeeieeetee et 17

4.7.2 Giardia iNteStINGIIS. .........ccccueeiuieiiiie ettt 17

4.8 Klonovani a exprese V G. inteStinGlis.............ccuueeeeceeeeeciiieieeeciieeeeeciieeeee e cvaeee e 18

BB 2 PCRut ittt ettt ettt ettt et eh e et bt sttt be e et eat e sre aee e 18

4.8.3 Transformace bakterii........cceeueeieiiieiiiieee e 20

4.8.4 Transfekce G. inteStinalis.............coovuiiiiiiiniiiiieieie e 21

4.9 Kontrola exprese a lokalizace..........ueeveeeieie i et 21

4.9.1 Priprava vzorku z celkového lyzatu G. intestinalis..............cccceeeeeevenennns 21

4.9.2 SDS-PAGE.... ..ottt ettt et ettt et 22

4.9.3 Barveni Coomassie Brilliant BIUE..........cccooiiiiiiiiiniie e 22

4.9. 4 WeSTerN BlOt......coouiiiie e 22

4.9.5 Fluorescencni mikroSkopie.........ccoocueieiceciiiiie et 23



LIV AV [T Q2SRRI 25

5.1 Distribuce proteinli TOM KOMPIEXU.......veecueiiiiieeciieeriieeceeestee e e e stae e seve e e srae s 25

5.2 Distribuce SAmMB50.......coiiiiiiiiiieie e s e 27

5.2.1 Homolog Sam50 G. intestinglis...........ccc.ueeuvcuueeeiiisiieeeseiiieeeescivieesseeeeas 27

5.2.2 Identifikace homologu Sam50 u blizce pfibuznych G. intestinalis........... 31

5.2.3 Ztrata Sam50 v dalSich eukaryotickych liniich.........ccccoeevieiiiiiiiriieen. 33

5.3 MULACE B-SIZNAIU....eeiiiiceiiie et ee e e e e sabe e e e e b e e e e s reeas 38

5.4 Funkce B-signalu v mitochondrialnich organeldch postradajicich Sam50............... 40

5.5 Distribuce proteinli mitochondridlnich importnich komplexQ...........ccccceevvvrennnnns 42

5.6 Redukce importnich komplex( vlivem parazitického zpUsobu Zivota..................... 45

5.7 Maly Tim protein G. inteStinaliS..........c.uuuieeeiviiiieeiiee e ccciiiiie e eeee e eestie e s ssstreeee e e eans 48

B DISKUZE. ...ttt et e sttt et et e s e sr e s en e nre e e e 51
6.1 ZErata SAMBO0. ...c.eeiiiieiiiieriie ettt ettt e e e e 51

6.2 MULACE B-SINAIUL..ciiiitiiiie it e e e ee s e re e e e sreeas 52

6.3 Teplotni mapy distribuce proteini mitochondrialnich importnich komplexd......... 53

A NV PP PPPTPPPRPR VRPN 55
8 SeznNam POUZItYCh ZKrateK.......oviii e s et 56

9 SeZNAM POUZITE [LEIATUNY ... .viiei ittt te e ee e e e et te e es et ae e e s etaeeeesanaaeeesnens 57



1. Uvod

Tato prace obsahuje nékolik projektl, jejichz spole¢nym cilem bylo prispét k porozuméni
evoluce importu proteini do mitochondrii. Mitochondrie je organela endosymbiotického
puvodu obalend dvéma membranami, kterd si az na vyjimky zachovava ¢ast vlastniho genomu.
Vétsina proteinl je nicméné kédovana v jadre a translatovana na cytosolickych ribozomech.
Musely proto vzniknout importni komplexy schopné transportu proteind zcytosolu do
mitochondrie. Pro vétsinu projektl jsme jako modelovy organismus zvolili exkavatniho prvoka
Giardia intestinalis, jenz neni pouze vyznamnym parazitem clovéka a dalSich obratlovc(, ale
také organismem s natolik redukovanym importnim apardtem, Ze vybocuje z nasich predstav o
fungovani mitochondridlnich importnich komplexd. V této praci se pokousime zjistit, zda je
importni apardt G. intestinalis skute¢né natolik odliSny nebo zda pouze nejsme schopni
identifikovat homology jednotlivych protein vlivem divergentni evoluce. Zaroven jsme se
pokusili nalézt dalSi organismy s podobné redukovanymi importnimi komplexy jako ma G.

intestinalis, abychom zjistili jestli je stav u G. intestinalis skute¢né vyjimecny.

Je nutné zminit, Ze v soucasné dobé jiz zname pomérné velké mnozZstvi protein(, které se na
importu podileji, a nebylo tak mozné se detailné zaméfit na vSechny. Zabyvali jsme se
predevsim otdzkou importu transmembranovych RB-bareld, jelikoz pravé otazka importu R-
barelll je u G. intestinalis nedofeSena. Znacna ¢ast prace je tak vénovana hledani Sam50, ale
zaroven také hledani, zda je pfipadna ztrdta Sam50 u G. intestinalis mezi eukaryoty skutecné

unikatni zalezitosti.



2. Literarni prehled

2.1 Mitochondrialni importni drahy

Prekurzory (preproteiny) mitochondridlnich proteind nesou riizné signalni sekvence, které jim
umoznuji interakci s pfislusnymi importnimi komplexy. Prvotni kontakt je vSak vidy navazan
prostrednictvim receptorli TOM komplexu (Translocase of the outer membrane) (Brix et al.
1999). Preprotein je po rozeznani receptory translokovan pomoci porinu Tom40 do

mezimembranového prostoru (Hill et al. 1998) (Obr. 1).

Signalni sekvence proteinli sméfujicich do matrix a vnitini membrany je tvorena 15-55
aminokyselinami na N-konci, které jsou rozpoznany receptory komplexu TIM23 (Translocase of
the inner membrane) (Vogtle et al. 2009; Wiedemann et al. 2007). Tyto presekvence jsou v
matrix nasledné odstranény specifickymi mitochondridlnimi protedzami (Mossmann et al.
2012). Zatimco proteindm, jejichz cilovou destinaci je matrix, sta¢i pouze N-termindlni
presekvence, proteiny vnitfni membrany jesté navic nesou hydrofobni signdl, ktery neni nijak

odstépen a zUstava i po rozpoznani souéasti maturovaného proteinu (Wiedemann et al. 2007).

Do vnitini membrany sméfuje i specializovana rodina mitochondridlnich prenasec
(mitochondrial carrier, PFO0153), které zajistuji transport metabolitl. Ty na rozdil od ostatnich
proteinll nenesou Stépitelnou presekvenci a misto ni maji v sekvenci nékolik hydrofobnich
Usekl, které jsou rozeznavany dal$im transportnim komplexem vnitfni membrany TIM22
(Sirrenberg et al. 1996).

Specifickou skupinou jsou proteiny mezimembrdnového prostoru, které maji ve své sekvenci
useky bohaté na cystein. Sulfhydrylova skupina cysteinu pfenaseného proteinu vytvari docasny
cysteinovy mustek s MIA komplexem (Mitochondrial intermembrane space assembly), jenz se
stard o jejich zachyceni a nasledné sloZeni. Tim zabrani zpétnému Uniku proteinl do cytosolu
(Stojanovski et al. 2012).

Jaderné kédovan je i samotny Tom40 a pro spravné vloZeni do vnéjsi membrany proto také
potfebuje svij specificky transportni signal. Spolecné s ostatnimi R-barely vnéjsi
mitochondrialni membrany ma na svém C-konci tzv. B-signal (Kutik et al. 2008). Ten je
definovan jako kratky aminokyselinovy motiv: PoxGxxHyxHy, kde x muzZe byt libovolna
aminokyselina, Po polarni aminokyselina, Hy hydrofobni aminokyselina a G glycin. B-barely
projdou skrz Tom40 do mezimebranového prostoru, kde jsou za pomoci chaperonud (tzv.
malych Tim protein() prfeneseny na SAM komplex (Sorting and assembly machinery), ktery

obstara jejich vloZzeni do membrany (Hohr et al. 2018).

Bioinformatické metody umoZznuji relativné snadnou detekci hlavnich proteind TOM a SAM

komplexu, tedy Tom40 a Sam50, u vSech eukaryotickych linii. Vyjimkou je G. intestinalis a blizce



pfibuzné organismy, u nichz se nepodafilo detekovat homolog Sam50, ackoli Tom40 je
pritomen. Vzhledem k dosud zjisténé esencialni roli Sam50 by tak u téchto organismi nemélo
dochdzet k funkénimu skladani R-barelovych proteind do vnéjsi mitochondridlni membrany.
Z evolucniho hlediska se tak jedna o unikatni redukci transportnich drah mitochondrie. Tato

prace bude proto zamérena predevsim na komplexy TOM a SAM.

Presequence - Cytosol
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Obrazek 1: Schéma mitochondridlnich importnich drah. Preprotein je nejprve translokovan pomoci TOM
komplexu do mezimembranového prostoru odkud pokraduje do jednoho z dalSich komplex(. Pro
preneseni preproteinu do SAM nebo TIM22 komplexu jsou zapotiebi malé Tim proteiny. Pfevzato z
(Dudek et al. 2013)

2.2 TOM komplex

TOM komplex je hlavni vstupni brana pro preproteiny importované do mitochondrie. Sklada se
z nékolika podjednotek, jejichz pocet se mlze znacéné lisit u jednotlivych eukaryotickych linii
(Araiso et al., 2019; Dagley et al., 2009; Heins and Schmitz, 1996). Nejlépe je TOM komplex
popsan u kvasinek, kde se sklada ze sedmi podjednotek: Tom40, Tom22, Tom20, Tom7, Tom6,
Tom5, Tom70 (Becker et al. 2012).

Klicovym proteinem komplexu je R-barel Tom40, ktery je schopen vytvorit hydrofilni kanal, jimz
dokazZou preproteiny prochazet do mezimebranového prostoru (Hill et al. 1998). Na rozdil od
ostatnich Tom proteinl se homolog Tom40 pravdépodobné vyskytuje ve vSech eukaryotickych
liniich, ackoli nékteré homology vykazuji vysokou miru divergence. U trypanosom se napfiklad
nejprve predpokladalo, Ze namisto Tom40 vyuzivaji nepfibuzny porin, tzv. ATOM (Archaic
translocase of the outer mitochondrial membrane), ktery je bakterialniho ptvodu (Pusnik et al.
2011). Pozdé&ji ale bylo ukdzano, e ATOM je pouze velmi divergovany Tom40 (Zarsky et al.
2012).



Cést prichozich preproteindl nejprve interaguje sreceptorem Tom20, jehoi cytosolicka o-
helikalni doména obsahuje Usek rozpoznavajici hydrofobni ¢ast N-terminalni signalni sekvence
(Abe et al. 2000). Preproteiny s internim hydrofobnim signdlem jsou specificky rozeznavany
receptorem Tom70, jehoz C-termindlni doména vytvari kapsu, kam se mohou proteiny vazat
(Wu and Sha 2006). Tom70 navic slouzi i jako receptor pro protein Mfb1l, ktery zajistuje

spravnou mitochondrialni morfogenezi (Kondo-Okamoto et al. 2008).

Na rozdil od predeslych dvou proteinli, Tom22 obsahuje receptory pro signalni sekvence jak
v cytosolu, tak v mezimembranovém prostoru (Moczko et al. 1997). Cytosolickd doména
prejima preprotein z Tom20 nebo Tom70 a posouva ho do kandlu Tom40, zatimco doména
v mezimembranovém prostoru se podili na navazani preproteinu jakmile projde skrz kanal
Tom40 (Komiya et al. 1998).

Pro spravné fungovdni komplexu jsou také nutné tfi malé a-helikalni proteiny, Tom5, Tom6 a
Tom7. Tom5 je v kooperaci se SAM komplexem nezbytny pro sprdvné sloZzeni struktury Tom40
(Becker et al., 2010). Tom6 a Tom7 pravdépodobné funguji jako antagonisté, kdy Tom6 zajistuje
stabilni interakci Tom40 s receptorovymi podjednotkami, zatimco Tom7 tuto stabilitu sniZuje a
zajistuje tim potfebnou dynamiku celého komplexu. Pfi deleci Tom7 u Saccharomyces
cerevisiae doslo ke stabilizaci interakci mezi Tom40, Tom22 a Tom20, coZ vedlo k Uplné inhibici

proteinového transportu do mitochondrie (Dembowski et al. 2001; Honlinger et al. 1996).

Vsechny Tom proteiny jsou kddovany v jadre a translatovany na cytosolickych ribozomech. Pro
jejich spravny import do mitochondrie je tedy zapotfebi jiz maturovany TOM komplex a pro

Tom40 i maturovany SAM komplex (Becker et al. 2009).

2.3 SAM komplex

SAM komplex je zodpovédny za vkladani B-barelll do vnéjsi mitochondridlni membrany.
Klicovym proteinem SAM komplexu je Sam50, R-barel bakteridlniho plvodu (Dolezal et al.
2006). Sam50 se sklada ze dvou domén; C-termindlni domény oznacené jako Bac_surface_Ag
(Bacterial surface antigen, PF01103) doména obsahujici R-signal a N-terminalni POTRA
(polypeptide transport-associated, PF07244) domény (Obr. 2). Zatimco bakteridlni homology
maji POTRA domén nékolik, eukaryoticky Sam50 ma pouze jednu. Pfesna role POTRA domény
neni zndma. Pfedpoklddalo se, Ze slouZi jako receptor SAM komplexu, bylo vsak ukazano, Ze i
pfi jeji absenci jsou R-barelové prekurzory schopné interagovat s C termindlni doménou Sam50
(Stroud et al. 2011). U plastidového proteinu Toc75, ktery patfi do stejné rodiny jako Sam50, se
POTRA domény chovaji jako chaperony, je tedy moiné, Ze zastavaji stejnou funkci i
v mitochodnriich (O’Neil et al. 2017).



Obrazek 2: llustracni srovnani BAM komplexu bakterii (A) a eukaryotického Sam50 (B). Zelené je
oznacena POTRA doména (PF07244), modre Bac_surface_Ag doména (PF01103). BAM komplex je dale
tvofen proteiny BamB (oranZova), BamC (rlizova), BamD (bild) a BamE (Cervend). Struktura BAM
komplexu byla publikovana v (Gu et al. 2016). Model Sam50 byl vytvofen pomoci homologniho

modelovani.

Sam35 a Sam37 jsou mensi proteiny SAM komplexu na cytosolické strané membrany. Sam37
interagujici s Tom22 napomaha tvorbé super komplexu TOM-SAM, ktery je nutny pro sprdvnou
biogenezi R-barelld (Wenz et al. 2015). Sam35 pravdépodobné Uzce kooperuje se Sam50 a
pomaha mu s navazanim R-barelovych prekurzorld (Chan and Lightow 2008). Zatimco Sam50
byl nalezen ve vsech eukaryotickych linii, tak Sam37 u nékterych linii chybi a Sam35 nachdazime

dokonce pouze u hub (Finn et al. 2014).

Poslednim znamym proteinem komplexu je Mdm10 (Mitochondrial distribution and
morphology protein 10), membranovy R-barel zodpovédny za mitochondridlni morfologii. Na
rozdil od Sam50 a Sam35 Mdm10 interaguje s jiz maturovanym Tom40 a podili se na tvorbé

nového TOM komplexu (Meisinger et al. 2004).

2.4 Transmembranové 3-barely

Transmembranové R-barely nalezneme nejcastéji u gram negativnich bakterii. Prostfednictvim
endosymbidzy vsak byly preneseny i do eukaryot, kde je nalezneme v membrdnach
mitochondrii a plastid(i. Jsou definovany svou strukturou (Obr. 3). Jak nazev napovida, jsou
sloZzené prevainé z R-listd, kdy je kazdy RB-list navazan pomoci vodikovych vazeb na dva

sousedni, ¢imzZ se vytvari valcovita struktura (Wimley 2003). B-listy maji navic vzdy sklon okolo



45° a vytvareji pouze antiparalelni skladané listy. VétSina znamych B-barell je tvorena sudym
poctem RB-listli, a neZ byla rozlusténa struktura mitochondridlniho proteinu VDAC (Voltage
dependent anion channel) s lichym poctem, tak se predpokladalo, Ze vSechny R-barely musi mit
pocet R-listd sudy (Schulz 2000).

Celkovy pocet R-listd se mUze znacné lisit. V soucasné dobé zname B-barely tvorené nejméné
osmi a nejvice dvaceti Ctyfmi R-listy. Zatimco RB-barely s nizs$im poctem RB-list maji spise
enzymatickou aktivitu, B-barely s poftem c¢trnact a vice funguji vétSinou jako transportéry
(Fairman et al. 2012). | zde vsak najdeme vyjimky, kdy naptiklad u bakterie Pseudomonas
aeruginosa nalezneme R-barel tvoreny pouze osmi B-listy, ktery slouZi jako kanal pro transport
hydrofobnich molekul skrze membranu (Touw et al. 2010). Mensi B-barely ale u bakterii castéji
funguji jako adhesiny ¢i invasiny a pomahaji s napadenim hostitelskych bunék (Renault et al.
2009; Yamashita et al. 2011).

Dalsimi funkcemi muZe byt naptiklad schopnost vazat DNA ¢i RNA (Bycroft et al. 1997; Lodi et
al. 1995), pripadné mohou obsahovat aktivni mista pro enzymy (Reardon and Farber 2016) a
mimo jiz zminéného transportu proteinl (viz kapitola 2.1) se také podileji na transportu iontl a
metabolitd skrze membranu. V mitochondriich tuto funkci zastdva protein VDAC, o jehoz
dlleZitosti svédc¢i to, Ze je nejhojnéjSim proteinem vnéjsi mitochondridlni membrany
(Colombini et al. 1996; Galganska et al. 2010; Schein et al. 1976). VDAC je navic schopny
regulovat apoptdzu vypusténim proteinli cytochrom c, Smac/Diablo a AIF (apoptose-inducing
factor) z mezimembranového prostoru mitochondrie do cytoplasmy (Abu-Hamad et al. 2009;
Shoshan-Barmatz et al. 2010). VDAC je stejné jako Tom40 tvoren 19 R-listy a primarni sekvence
obou protein( je také podobn4, fadime je proto do spolecné proteinové rodiny eukaryotickych
porin( (Bayrhuber et al. 2008; Tucker and Park 2019).

Podobné jako v mitochondriich je dnes i v plastidech vétSina proteind kddovana v jadre a
translatovana na cytosolickych ribozomech (Cline and Dabney-Smith 2008). Existuji zde proto
funkéni obdoby proteind, které zndme z mitochondrie. Tom40 je funkéné nahrazen porinem
Toc75 (Perry and Keegstra 1994). Funkéni obdobou Sam50 by v chloroplastu mohl byt paralog
Toc75 OEP80. Dostatecné dlkazy pro podloZeni této hypotézy ovsem chybi (Day et al. 2014,
2019).



Obrazek 3: R-barel OmpA gram negativni bakterie
Klebsiella pneumoniae slozeny z osmi R-listd slouZici jako
adhesin (Renault et al. 2009). Zatimco C¢ast proteinu
tvorend R sklddanymi listy (oranZové) se nachazi
v membrané, smycky (modfe) propojujici jednotlivé B-listy
jsou z vétsi ¢asti mimo membranu. N i C konce R-barell se
nachazeji v mezimembranovém prostoru. U bakterialnich
B-barell jsou oba konce casto tvoreny dlouhou smyckou,
jako je tomu u zobrazeného proteinu (Schulz 2000). U
eukaryotickych R-barelli je naopak vétsinou alespon jeden
konec ¢astecné tvoren a-helixem (Hiller et al. 2008; Tucker
and Park 2019). Struktura KpOmpA byla publikovana v
(Renault et al. 2009).

Spolecna viem transmembranovym R-barelim je také vyssi mutaéni rychlost jejich primarni
sekvence ve srovnani se solubilnimi proteiny. Casti R-bareld nachézejici se mimo membranu
vykazuji extrémni variabilitu a nejsou tak naptiklad vhodné pro fylogenetické studie (Schulz
2000). Tyto variabilni c¢asti proteinu nejsou tvoreny z hlediska sekundarni struktury R-

skladanymi listy, nybrz dlouhymi smyckami.

2.5 VKladani f3-barelti do membrany

V soucdasné dobé existuji dva odlisné modely snaZici se popsat vkladani B-barelll do vnéjsi
mitochondridlni membrany. Prvni model predpoklada, Zze Sam50 dokaze docasné zpusobit
ztenceni membrdany, které umozni spontanni vstup R-barelu do membrany (Kim et al. 2012).
Druhy model predpoklada, Zze se prekurzor R-barelu postupné tlac¢i do lumen Sam50 a je
nasledné vypustén do membrany tzv. laterdlni branou. Ta vznikd oddalenim prvniho a

Sestndactého R-listu pouze za pritomnosti prekurzoru (Hohr et al. 2018; Noinaj et al. 2014).

Prvni a Sestnacty RB-list Sam50 jsou k sobé navazany pomoci R-signalu. Kdyz je do lumen
transportovan R-barelovy prekurzor, tak je tato vazba prerusena a prvni B-list Sam50 je navazan
na R-list s B-signdlem nové prichoziho proteinu (Obr. 4). Zatimco C-konec prekurzoru s R-
signdlem zajistuje navazani na Sam50, N-konec umozriuje dynamické interakce mezi obéma

proteiny (Hohr et al. 2018). K témto interakcim je nezbytnd pritomnost dalsi dilezité soucasti



Sam50, a to kratkého velmi konzervovaného aminokyselinového motivu, tzv. loop6 (Leonard-
Rivera and Misra 2012).

Po sparovani prvniho R-listu Sam50 s C-koncem prekurzoru, jsou do lateralni brany po dvojicich
postupné vkladany dalsi B-listy prekurzoru. Tyto dvojice antiparalelnich skladanych listd
oznacujeme jako RB-vldsenky. Jakmile jsou v brané pritomny vSechny G skladané listy

prekurzoru, je protein vypustén z lateralni brany do membrany (H6hr et al. 2018).

Otevienilateralni brany

Zaviena brana Vyména B-signalu Vkladani B-vlasenek Uwvolnéni B-barelu do membrany

Obrazek 4: Model vkladani R-barelovych prekurzorti do membrany prostfednictvim lateraini brany, ktera
vznikd mezi 1 a 16 R-listem Sam50 po vyméné R-signalu mezi Sam50 a prichozim R-barelem. Upraveno
dle (Hohr et al. 2018).

2.6 Malé Tim proteiny

Jak bylo zminéno v kapitole 2.1, pro spravnou biogenezi B-bareld jsou klicové tzv. malé Tim
proteiny. Jednd se o rodinu cca 10 kDa velkych proteint konzervovanou napfi¢ eukaryoty
(Gentle et al. 2007). Charakteristicky je pro né konzervovany cysteinovy ,zinc-finger” (zinkovy
prst) motiv Cx3Cx11-16Cx3C, umoznujici vytvoreni dvou disulfidickych mastkd, které pomahaji se

stabilizaci proteinu (Allen et al. 2003).

Malé Tim proteiny jsou stejné jako vétSina mitochondridlnich proteinl syntetizovany na
cytosolickych ribozomech a do mitochondrii se dostavaji skrz kanal tvofeny Tom40. Pfi jejich
biogenezi vSak navic hraji daleZitou roli zmény redoxniho potencidlu vyse zminénych cystein(
(Herrmann and Riemer 2012). Vcytosolu a pfi priachodu Tom40 zlstavaji cysteiny
v redukovaném stavu, k oxidaci dochazi az v mezimembranovém prostoru za pomoci MIA
komplexu (Durigon et al. 2012; Lutz et al. 2003; Milenkovic et al. 2007). Na regulaci redoxniho
potencidlu se podili vice faktor(. V cytosolu jsou pro udrZzeni redukéniho stavu nejdilezitéjsi
ionty zinku (Lu and Woodburn 2005). V mezimembranovém prostoru je pro oxidaci
pravdépodobné zdsadni kooperace dvou protein(. Thiol oxidaza Ervl funguje jako oxidacni
¢inidlo, zatimco Hot13 plsobi jako chelator zinku, ktery by v nenavazané formé inhiboval Ervl
(Mesecke et al. 2008; Morgan et al. 2009).



Po oxidaci a cCastecném sloZeni proteinu dochdzi k tvorbé hexamerovych komplexu, které
funguji jako chaperony a pomahaji prekurzorlm RB-barelll a nékterych dalSich proteiniim

s pohybem skrze mezimembranovy prostor (lvanova et al. 2008).

Zajimavy byl objev dvou homolog(i malych Tim proteinl u Trichomonas vaginalis. Na rozdil od
ostatnich homologli neobsahuji charakteristicky cysteinovy motiv a ve své sekvenci maji
zachovany pouze jeden cystein. Zaroven se u T. vaginalis nepodafilo identifikovat ani jednu
z komponent MIA drahy (Mia40, Ervl, Hot13). Pfedpoklada se, Ze by tyto modifikace mohli byt
zplUsobeny vlivem anaerobniho prostfedi, v némz T. vaginalis Zije (Rada et al. 2011). U G.
intestinalis dosud nebyly objeveny homology malych Tim protein(, které by umoznovaly pohyb
prekursord R-barelovych proteinl v mezimembranovém prostoru. To spolecné s absenci Sam50
vyvolava fadu funkénich otdzek o celkovém mechanismu membranového skladani B-barell

v takto modifikovaném biologickém systému.

2.7 Redukce importnich komplexi

Vyse uvedené popisy importnich komplex( byly vétsinou ziskany studiemi vyuZivajicimi jako
modelovy organismus kvasinky. Napfi¢ eukaryoty se ale vyskyt nékterych podjednotek muze
znacné lisit. Pomoci sekvencnich analyz se takto napfiklad ukdzalo, Ze pouze tfi ze sedmi
podjednotek kvasinkového TOM komplexu lze bézné identifikovat u vétsiny eukaryot, a to
Tom40, Tom22 a Tom7 (Macasev et al. 2004). Pficinou muzZe byt nedostatecna citlivost nasich
metod pro detekci vzdalenych homologl, avsak je moziné, Ze se u rlznych linii eukaryot
konvergentné vyvinuly jejich vlastni podjednotky, které bychom zase naopak nebyli schopni
nalézt u kvasinek. Prikladem konvergentni evoluce muzZe byt rostlinny Tom20, ktery ma zfejmé
stejnou funkci jako kvasinkovy Tom20, prestoZe jejich primarni sekvence jsou zcela odlisné
(Perry et al. 2006).

Existuji i skupiny, kde mame s pouZitim soucasnych metod potiZze s nalezenim i onéch tfi
zakladnich podjednotek TOM komplexu. Naptiklad u skupiny Metamonada, zahrnujici
vyznamné parazitické organismy (napt.: T vaginalis, G. intestinalis), i volné Zijici organismy
(napt.: Carpediemonas membranifera), nam soucasné metody umoznuji u vétsiny zastupcu
nalezeni pouze homologu Tom40 (Leger et al. 2017). Na viné muZe byt vysokd mira divergence
primarnich sekvenci, kterd byla ukazana naptiklad u Tom40 G. intestinalis pomoci klastrovaci
analyzy (Dagley et al. 2009). Na druhou stranu u zminéné T. vaginalis se podafrilo identifikovat
dva R-barely vnéjsi hydrogenosomalni membrany pojmenované Hmp35 a Hmp36 (Obr. 5),
které nevykazuji zfrejmou homologii s Zadnymi dosud zndmymi proteiny, ale na zakladé predikce
sekundarni struktury se zda, Ze by mohli mit podobnou strukturu jako proteiny VDAC (Dyall et
al. 2003; Rada et al. 2011).
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Obrazek 5: Srovnani proteinovych komplexd vnitfni a vnéjsi hydrogenosomalni membrany T. vaginalis (A)
s komplexy vnitfni a vnéjsi mitochondridlni membrany S. cerevisiae (B). Proteiny spole¢né obéma
organismim (Tom40, Sam50, Tim17/22/23, proteiny PAM komplexu, malé Tim proteiny) vykazuji pouze
nizkou sekven¢ni identitu, kvili éemuZ je nemozné Fict, zda proteiny z rodiny Tim17/22/23 vytvareji dva
funkéné oddélené komplexy jako je tomu u S. cerevisiae, nebo zda vytvari pouze jeden druh
multifunkéniho komplexu. Homology vétsiny kvasinkovych proteind se u T. vaginalis nepodafilo
identifikovat viibec, nicméné R-barely Hmp35 a Hmp36 nemaji naopak Zadny homolog u S. cerevisiae. Ne
vsechny chybéjici homology u T. vaginalis se ptipisuji redukci proteinovych komplexd, naptiklad protein
Miad0 se nepodafilo identifikovat v zadnych exkavatnich organismech a predpoklada se tak, ze se

exkavatni linie oddélila jesté pred vznikem tohoto proteinu. Upraveno dle (Rada et al. 2011)
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2.8 Giardia intestinalis

Jako modelovy organismus jsme si zvolili obligdtné paraziticky organismus G. intestinalis. Jednd
se o exkavatniho prvoka ze skupiny Diplomonadida zpUsobujiciho onemocnéni giardiozu. Toto
onemocnéni mlze probihat zcela bezpfiznakové, u vétsiny infikovanych se ale projevuje prdjmy
a celkovou vycerpanosti. Zavaznéjsi infekce mohou zpUsobovat i horecku a zvraceni. Prestoze
symptomatickou giardiézu kaZdorocné prodélaji desitky milion lidi, je ji kvali nizkému

zdravotnimu riziku vénovana pomérné mala pozornost (Minetti et al. 2016).

G. intestinalis prochazi béhem Zivotniho cyklu dvéma vyvojovymi stadii (Obr. 6). Infekéni je
stadium cysty, které z téla infikovaného odchdzi spolec¢né se stolici. KdyZz je cysta pozfena
dostava se skrze travici trakt aZ do oblasti duodena ptipadné jejuna, kde dochazi k excystaci.
Vzniklé stddium trofozoita se mnozi asexudlné bindrnim délenim a napada strevni epitel. Kdyz
se trofozoit dostane do dolni ¢asti traviciho traktu, je vlivem vyssi koncentrace Zluci a zvySenim

pH vyvolan proces encystace (Gillin et al. 1988; Jex et al. 2020)

Kontaminace potravin, vody
¢irukou

Trofozoiti jsou také
vyludovani se stolici, ale
nepreiiji podminky mimo
hostitele

Obrazek 6: Zivotni cyklus G. intestinalis. Zelené je oznadena &ast traviciho traktu, kterou prochazi cysty
pred excystaci, v modré Casti se jiz vyskytuji trofozoiti parazitujici na stfevnim epitelu, ve Zluté casti
dochazi kencystaci a odchodu cyst do volného prostiedi spolecné se stolici. Upraveno dle

(http://www.cdc.gov)
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U G. intestinalis doslo k ¢etnym redukcim na bunécné urovni, chybi zde Golgiho aparat,
peroxisomy a klasickd mitochondrie je nahrazena mitosomy, které neobsahuji genetickou
informaci a nejsou schopné zajistovat pribéh oxidativni fosforylace. Jedind doposud znama
zachovana funkce u mitosom( G. intestinalis je podil na syntéze Zelezo-sirnych klastr(i (Tovar et
al. 2003). Na druhou stranu u G. intestinalis doslo k duplikaci jader, vytvoreni osmi bicikd a

specidlniho adhezivniho disku, pomoci néhoz se pfichycuje na buriky epitelu tenkého streva,

kde ziskava Ziviny prostfednictvim pinocytézy.

G. intestinalis jsme zvolili jako modelovy organismus pro jeji extrémni redukce mitosomalnich
importnich komplexd, zejména absenci SAM komplexu (Tab. 1). Vyhodou je navic i relativné
snadnad kultivace.

Tabulka 1: Pfehled podjednotek importnich mitochondrialnich komplext a jejich vyskyt u G. intestinalis
na zakladé literatury (Leger et al. 2017; Pyrihova et al. 2018).
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2.9 Predikce 3D struktury proteiniti

Pro Cast nasi prace bylo zadsadni, co mozna nejlépe predikovat 3D strukturu proteinl pouze na
zakladé aminokyselinovych sekvenci. V soucasné dobé je kdispozici nékolik metod, které
muZeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina k predikci vyuZiva 3D struktury protein( ziskané
experimentdlnimi metodami (homologni modelovéani), metody z druhé skupiny se naopak snazi

o predikci nezdvislé na poutZiti jiz zndmé struktury (modelovani ab initio). Oba pfistupy maji sva

specifika.

Pro homologni modelovani je klicové zvolit spravnou strukturu, kterd bude pouzita jako
templat. Nejlepsich vysledkd dosahuji templaty zvolené na zakladé homologie (Deng et al.
2018). PrestoZe pocet znamych struktur v databazi PDB (Berman et al. 2002) kazdorocné roste,
nalézt blizky homolog pro ndmi studovany protein neni vidy mozné. V takovém pripadé je
moZné najit alespon proteiny s ¢astecné podobnou strukturou pomoci tzv. fold recognition
metod (Bowie et al. 1991; Jones 1999a). Tyto metody jsou zaloZeny na teorii, Ze struktura
proteind je v evoluci mnohem |épe konzervovana nez primarni sekvence a Ze pocet unikatnich
mozZnosti sbaleni (foldu) proteind je znacné omezen (lllergard et al. 2009). Vyhodou
modelovani dle templatu je vysoka presnost v pfipadé, Ze jsme schopni v databazi najit blizky

homolog. To je vSak zaroven i limitaci, jelikoZ homologni struktura mlze v databazi chybét a
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prestoZze metody zaloZzené na fold recognition jsou neustale vylepSovany, nemuseji byt vidy
dostatecné (Yang et al. 2011).

Metody ab initio predikuji strukturu proteinl pouze na zakladé fyzikalnich zakon(, presto i tak
¢asto vychazeji z jiz zndmych 3D struktur. Hlavnim rozdilem je tedy absence templdtu béhem
predikce (Deng et al. 2018). Predikéni programy s ab initio pfistupem nejcastéji vstupni
sekvenci rozdéli na mensi ¢asti a nejprve vypocitaji strukturu téchto fragmentl. Nasledné
jednotlivé casti skladaji do finalni podoby (Kim et al. 2004). Hlavni limitace tohoto pfistupu
souvisi s velikosti protein(i. Cim vétsi protein, tim je model nepresnéjsi a zéroven se zvysuje
celkova doba predikce. Modely proteinl skladajicich se z vic jak 150 aminokyselin jsou tak uz

velmi nepfesné a zaroven je jejich predikce velmi vypocetné naroéna (Deng et al. 2018).
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3. Cile prace

1. Nalezeni homologu Sam50 G. intestinalis Ci pfipadné vysvétleni jeho absence

2. Nalezeni jinych organism( bez zjevného homologu Sam50

3. Potvrzeni ¢i vyvraceni univerzalnosti B-signalu

4. Vytvoreni prehledu distribuce podjednotek importnich komplexd napfti¢ eukaryoty
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4, Metodika

4.1 Sekvencni alignment

Pro alignment sekvenci byl pouZivan program MUSCLE (Madeira et al. 2019), dostupny na
webovém serveru EBI (The European Bioinformatics Institute, ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle)
nebo program MAFFT verze 7 (Rozewicki et al. 2019), ktery CBRC (Computational Biology
Research Consortium) volné poskytuje ke staZeni. Pro automatickou Upravu alignmentd, tzn.
odstranéni Useku s nizkou sekvenéni podobnosti apod., byl pouZit program trimAl verze 1.2
(Capella-Gutiérrez et al. 2009) dostupny na webovych strankach

(http://trimal.cgenomics.org/trimal).
4.2 Detekce homologie

Pro detekci homolognich sekvenci bylo béhem prace uZito nékolik nasledujicich nastroju.
4.2.1 BLAST

BLAST je program pouzivany pro detekci homologie na zakladé srovnavani primarnich sekvenci
(Altschul et al. 1997). Béhem prace byly pouZivany rizné varianty tohoto programu, napfiklad
blastp pro srovnavani aminokyselinovych sekvenci, tblastn pro srovnavani aminokyselinovych
sekvenci s nukleotidovymi atd. Byla také pouzivana specialni iterativni verze, tzv. PSI-BLAST,
kterd je vhodna pro hledani vzdalenéjsich homologl. Program byl vyuZivan bud pomoci
webového serveru NCBI (The National Center for Integrative and Biomedical Informatics,
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nebo lokalné, kdy byla pouZzita verze 2.10.0, kterou NCBI volné

poskytuje ke stazeni.
4.2.2 HMMER

HMMER je sada nastrojl pro detekci homologie vyuZivajici skryty Markoviv model (HMM).
Vstupni informaci mlzZe byt bud samostatna sekvence nebo profil vytvofeny na zdkladé HMM
z alignmentu aminokyselinovych sekvenci. Tvorba HMM profild je ve webové verzi
automatizovdna, zatimco lokdlné je mozné vyuzit programu hmmbuild, ktery je soucasti
standardni sady (Finn et al. 2011). Program byl pouzivdn bud na webovém serveru EBI
(ebi.ac.uk/Tools/hmmer) nebo lokalné, kdy byla pouZita verze 3.1b2, kterd je EBI volné

poskytnuta ke staZeni.
4.2.3 HHpred

HHpred slouZi k detekci vzdalenych homologl. Stejné jako HMMER vyuziva HMM, na rozdil od
HMMER ale nesrovnava vstupni informace pouze sdatabazi jednotlivych sekvenci, ale

umoznuje hledani v databazi vytvorenou z HMM profil( (napf.: Pfam (Finn et al. 2014)), coz
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umoziuje nalezeni velmi vzdalenych homologt, ale pocet pouzitelnych databazi je tim znacné
omezen (Zimmermann et al. 2018). Pfi pouZziti webové verze
(toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) je z alignmentu aminokyselinovych sekvenci nejprve
vytvoren HMM profil. Ten je poté iterativné srovnavan pomoci programu HHblits s UniRef30
databazi. Z vysledkd je vytvoren novy alignment a HMM profil, ktery je poté pouzit jako vstupni

informace pro program HHsearch, ktery jiz hleda proti ndmi zvolené databazi.

Pfi lokdlnim uZiti je moiné pouzit HMM profily vytvofené pomoci HMMER, ale rychlost
vyhledavani je tim sniZena. Pro tvorbu HMM profil(i pro lokdlni pouziti HHpred byl proto pouZzit
program hhmake, ktery je soucasti sady ndastroji HH-suite (S6ding et al. 2005). Béhem prace

byla vyuZivdna webova verze i HH-suite verze 3, ktera je volné dostupnad na github.
4.2.4 CLANS

Pro klastrovaci analyzy byl pouZit program CLANS (Frickey and Lupas 2004). Tento program
nejprve porovna pomoci BLAST vSechny sekvence mezi sebou a ze ziskanych p-value spocita
vzajemnou pfibuznost sekvenci. Pfibuznost sekvenci je poté vynesena do interaktivniho 3D
grafu. Vyuzivali jsme volné dostupnou webovou verzi programu

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/clans).
4.3 Predikce sekundarni struktury

Pro predikci sekunddrni struktury byl pouZit program PSIPRED (Buchan and Jones 2019).
Program nejprve s vyuzitim PSI-BLAST vytvofi profil zhomolognich sekvenci. Nasledné je
prostiednictvim neurdlnich siti vypocitdna pravdépodobnost s jakou se dand aminokyselina
podili na tvorbé a-helixu, B-listu ¢i smycky (Jones 1999b). Webova verze programu srovndva
vstupni sekvenci s databazi UniRef90. PFfi lokalnim pouZiti jsme z divodu sniZeni casové
narocnosti zvolili databazi Swiss-Prot (Boutet et al. 2007). BEhem prdce byla vyuZivana verze
ne webovém serveru UCL (London’s Global University) i verze volné poskytnutad ke stazeni

(bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred).
4.4 Predikce transmembranovych f3-barela

Pro predikci prevainé velmi divergentnich homologli Tom40 a Sam50 jsme otestovali
sensitivitu nasledujicich tfi programi: Boctopus2 (Hayat et al. 2016), PRED-TMBB (Bagos et al.
2004) a PRED-TMBB2 (Tsirigos et al. 2016). Na predikci transmembranovych B-barelt u nami
studovanych organism( se jako nejlepsi ukazal PRED-TMBB2, jehoZz webova verze navic

umozZiiuje testovani az 20 000 sekvenci najednou (compgen.org/tools/PRED-TMBB2).
4.5 Modelovani 3D struktury proteint

Pro homologni modelovani 3D struktury proteint byl pouZit program Modeller verze 9.23

(Webb and Sali 2017). Aktivacni kli¢ jsme obdrZeli od autord programu. Pfi praci byly prevzaty
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nékteré skripty z webovych stranek autord (salilab.org/modeller) a upraveny dle potfeby. Pro
modelovani metodou ab initio jsme pouZzivali webovou verzi programu QUARK (Xu and Zhang
2012, 2013) dostupnou na https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/. Jako jeden ze
zpUsobld hodnoceni modelll jsme vyuZivali Ramachandranovy diagramy generované
programem RAMPAGE (mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Pro vizualizaci
modelU byl pouzit program UCSF-ChimeraX (Goddard et al. 2018).

4.6 Fylogeneticka analyza

Pro fylogenetickou analyzu jsme vyuZili sadu programi PhyloBayes verze 2.3 dostupnou na
webovych strankach (http://www.atgc-montpellier.fr/) spravovanych IFB (Institut Francais de
Bioinformatique), ktera ze sekvencnich alignmentll za pomoci metody Monte Carlo Markov
Chain (MCMC) dokaze vytvorit fylogenetické stromy (Lartillot and Philippe 2004, 2006; Lartillot
et al. 2007). Pro vizualizaci stromd jsme pouZili program FigTree verze 1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), ktery je volné dostupny na github.
4.7 Kultivace pouzitych organismii
4.7.1 Escherichia coli

Pro namnoZeni plazmidl byly pouzity kompetentni bakterie E. coli kmene TOP 10. Bunky byly
transformovany pomoci tepelného Soku (42 °C, 45 s) a kultivovany na tfepacce v LB médiu
s pfidanym selek¢énim antibiotikem ampicilinem (Sigma, koncentrace 100ug/ml) pfi
teploté 37 °C. Pro selektovani klonl transformovanych bakterii byly buriky kultivovany na
agarovych plotnach pfi teploté 37 °C. Bunky byly dlouhodobé uchovany zamrazenim s 20%

glycerolem.
4.7.2 Giardia intestinalis

Pro experimenty byly pouziti trofozoiti G. intestinalis kmene WB1 (ATCC 30957). Bunky byly
kultivovany pfi teploté 37 °C v upraveném médiu TYI-S-33 s pfidanym 10% hovézim sérem
(Gibco) a 0,1% hovézi Zluci (Keister 1983). Po transfekci bunék byly linie selektovany pomoci
antibiotik puromycin (PAA laboratorie, koncentrace 54 pg/ml) a G418 (Gold biotechnology,
koncentrace 0,6 mg/ml). Buriky byly pfeockovavany do nového média kazdé 3 — 4 dny. Buriky

byly dlouhodobé uchovany zamraZzenim v dusiku s 0,25% dimethylsulfoxidem.
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http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

TYI-S-33

dH,0

10% inaktivované hovézi sérum
BBL - Trypticase Pepton
Extrakt z kvasinek
Glukoéza
Penicilin-Streptomycin
NaCl

L-cystein

K2HPO4

0,1% hovézi zlu¢
KH2PO4

Kyselina askorbova

Citrat Zelezito-amonny

1000 mli
870 ml
100 ml
20g
10g
10g

10 ml
2g

2g

1g

1ml
0,6g
0,2¢g
0,0228¢g

Optimalniho pH (6,8) je dosaZzeno pridanim NaOH. Médium je nutné sterilizovat pomoci filtrace

(Millipore, Filter Steritop 0,22 um) z dlivodu citlivosti nékterych slozek na teplo.

4.8 Klonovani a exprese v G. intestinalis

4.8.2 PCR

Amplifikovany byly dvé varianty genu pro Tom40 G. intestinalis (Tab. 2). Standardni a poté

varianta, kdy je zgenu odebrana cast kodujici B-signal. Odebrani &asti sekvence bylo

dosahnuto pomoci pouziti alternativniho reversniho primeru.

Tabulka 2: Pouzité primery svyznacenymi restrikénimi misty. Forward primer byl stejny pro oba

konstrukty. Prvni reverse primer naseda na konci genu Tom40 a umozni tak amplifikaci celého genu,

zatimco druhy reverse primer naseda pred Usekem kdédujicim B-signal.

GiTom40 - Forward Asel CATGATTAATATGCCCTTTCCTGGTCTA
GiTom40 - Reverse Pstl CATGCTGCAGGCGGCCTGAGAAAATGTC
GiTom40; no B-signal - Reverse Pstl CATGCTGCAGCTTGTGATTGCTCGAAGA

Geny byly amplifikovany metodou PCR (Polymerase chain reaction) s pouzitim genomové DNA

G. intestinalis ziskané izolaci z bunék. Pro izolaci byl pouZit kit Genomic DNA mini kit (Genaid).

Reakci jsme namichali dle nasledujiciho protokolu.
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PCR

H.0

5x Q5 reakéni pufr

Q5 Enhancer

10 mM dNTPs

10 pM Primer F

10 uM Primer R

gDNA

Q5 High—Fidelity DNA Polymerase

PCR program:
1.98°C
2.98°C
3.55°C
4.72°C
30cyklt 2-4
5.72°C
6.4°C

PCR produkt byl analyzovan na 1,5% agarézovém gelu za pomoci horizontalni gelové
elektroforézy. Diky pfidanému interkalacnimu barvivu SYBR Safe (Invitrogen) bylo mozné

detekovat DNA prostfednictvim UV transiluminatoru.

Pomoci High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) byla z gelu izolovana DNA. Izolovand

DNA byla nasledné spolecné s plazmidem pTG (Lauwaet et al. 2007) naStépena pres noc

25 ul
13,25 pl
5ul

5l

0,5 ul
0,25 ul
0,25 ul
0,5 ul
0,25 pl

30s
5-10s
10-30s
45s

2 min

restrikénimi enzymy dle nasledujiciho protokolu.

Restrikéni reakce (pTG)
H,0

Plazmid/inzert

Pstl

Ndel

Cutsmart pufr

100 pl
83 ul

5 ul (1ug DNA)

1ul
1ul
10l
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Produkty restrikénich reakci byly analyzovany pomoci 1,5% agardzového gelu a opét vycistény
za pomoci vyse zminéného kitu. Vlozeni inzertu do plazmidu bylo dosazeno pomoci nasledujici
ligacni reakce, ktera probihala pres noc pfi 16 °C. V reakci jsme pouZili T4 ligazu (Thermo Fisher

Scientific) a k ni prislusny pufr.

Ligacni reakce 15 pl

Plazmid 2 ul (1pug DNA)
Inzert 5 ul (1ug DNA)
T4 ligdza 1l

T4 pufr 2 ul

H,O 5ul

Pro expresi proteinl v G. intestinalis byly vyuZity dva plazmidy. Pro protein Tom40 byl pouZzit
modifikovany plazmid pTG (Jerlstrom-Hultqvist et al. 2012), pro maly Tim plazmid pONDRA,
vznikly modifikaci plazmidu pRAN-neoGDHluc (Dolezal et al. 2005).

4.8.3 Transformace bakterii

Produkt ligacni reakce byl pfidan ke kompetentnim bakteriim E. coli TOP10. Buriky se ndsledné
inkubovaly 15 minut na ledu. Dalsim krokem byl tepelny Sok, kdy byly buriky po dobu 1 minuty
vystaveny teploté 42 °C. Nasledovala opétovna inkubace na ledé po dobu 2 minut. K bakteriim
bylo nakonec pfiddano 500 pl LB média a pfi teploté 37 °C byly inkubovany na tfepacce (220
RPM) po dobu 30 minut. Narostlé buriky byly pfeneseny na agarovou plotnu s LB médiem a

pridanym antibiotikem. Kultivace na plotnach probihala ptes noc pfi teploté 37 °C.

Z kazdé plotny bylo vybrdno pét kolonii, které byly otestovany, zda maji plazmid s pfislusnym
genem. Kolonie byly nejprve resuspendovdny v 50 pl H,O, znichZz bylo pro testovani na
pfitomnost plazmidu odebrdno 10 pl. Stfidanim teplot bylo dosazeno lyze bunék a uvolnéni
DNA, kterad byla pouzita v kontrolni PCR. PCR produkt byl analyzovan pomoci horizontalni
gelové elektroforézy. Kolonie, které se diky kontrolni PCR ukazaly jako pozitivni, byly

kultivovany na tfepacce (220 RPM) v 5 ml LB média s pfidanym antibiotikem pf¥i 37 °C.

Plazmid byl z narostlych bunék izolovan pomoci High—Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) do
50 ul H,0. Vyslednd koncentrace DNA ve vzorku byla stanovena za pomoci pfistroje NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific). Pfitomnost ndmi vkladaného genu byla ovéfena pomoci
kontrolni restrikéni reakce. Produkt reakce byl analyzovdn pomoci horizontdlni gelové
elektroforézy. Pozitivni vysledky byly nasledné zaslany do sekvencni laboratore k osekvenovani

pro nalezeni ptipadnych mutaci.

JelikoZ pro naslednou transfekci trofozoitll G. intestinalis bylo nutné vétsi mnozstvi DNA, byly
bakterie kultivovany v 75ml LB média s pfislusSnym antibiotikem pfes noc na trepacce

(220 RPM) pfi teploté 37 °C. Plazmidy byly druhy den izolovany pomoci Wizard® Plus
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Midipreps DNA purification System (Promega). Koncentraci DNA ve vysledném vzorku jsme

stanovili na NanoDrop 2000.
4.8.4 Transfekce G. intestinalis

Do trofozoitl G. intestinalis byly vneseny dva nami vytvorené konstrukty (GiTom40 + pTG,
GiTom40 (x B-signal) + pTG) a jeden konstrukt poskytnuty Mgr. Alzbétou Motyckovou, ktery se
skladal z plazmidu pONDRA a malého Tim proteinu G. intestinalis. Trofozoiti byli kultivovani
v 50ml kultivacnich lahvich v upraveném TYI-S-33 médiu. Pfed transfekci bylo toto médium
nahrazeno vychlazenym PBS. Bunky byly inkubovany na ledu po dobu 20 minut, nasledné byly
preneseny do centrifugaénich zkumavek a pfi otackach 1200 x g za teploty 4 °C staceny po
dobu 10 minut. Pelety byly resuspendovany v 900 pl TYI-S-33 média a rozdéleny rovhomérné
do tfi 4 mm elektroporacnich kyvet. Do kyvet bylo nasledné pfidano 50 pg konstruktl a
pomoci pipety byly vzorky promichany. Vzorky se poté inkubovaly 10 minut na ledu. Pro
elektroporaci byl pouZit pristroj Gene Pulser Xcell (Biorad) a program Exponential Protocol
(350 V, 1000 uF, 750 Q). Elektroporované vzorky byly nasledné inkubovany na ledu po dobu 5
minut. Vzorky byly nakonec pfidany do 10 ml kultivacnich zkumavek s TYI-S-33 kultiva¢nim
médiem a nechany kultivovat pfes noc pfi teploté 37 °C. Druhy den bylo vyménéno médium a
pridana selekéni antibiotika puromycin pro bunky nesouci pTG a G418 pro burky nesouci
pPONDRA. Stav kultur byl kontrolovan pomoci mikroskopu a kazdy 3—4 den bylo ménéno
médium s pfislusnym antibiotikem. KdyZ doslo k vytvoreni souvislé vrstvy bunék na sténach

zkumavky, byla kultura pfeockovavana.
4.9 Kontrola exprese a lokalizace

4.9.1 Priprava vzorkii z celkového lyzatu G. intestinalis

Z kultivacnich zkumavek byly Pasteurovou pipetou odstranény mrtvé buriky. Zbytek kultury byl
poté inkubovan po dobu 15 minut na ledu a nasledné stacen pfi otackach 1200 x g za teploty 4
°C po dobu 10 minut. Pelety byly resuspendovany v 50 pl 1x koncentrovaného vzorkového

pufru. Vzorky byly inkubovany pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut.

Vzorkovy pufr

1M Tris 2,4ml
10% SDS 2ml
Glycerol 2,5ml
dH,0 1,6ml
0,2% bromfenolova modr 1ml
R-mercaptoethanol 0,5ml
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4.9.2 SDS-PAGE

Pti pripravé gelG pro vertikalni elektroforézu byla brana v potaz velikost ndmi hledanych
protein. Pro Tom40 tak byl pouzivan 12% polyakrylamidovy gel, zatimco pro maly Tim byl
pouzit 15%. Jako pufr byl pouZit TGS (Tris-Glycin-SDS, Biorad). Napéti elektroforézy bylo
regulovano béhem separace proteint, v zaostfovaci ¢asti gelu bylo pouZito napéti 90 V, po

prechodu vzork( do rozdélovaci ¢asti gelu bylo napéti zvyseno na 180 V.
4.9.3 Barveni Coomassie Brilliant Blue

Hladina exprese byla zjistovdna pomoci Coomassie Brilliant Blue barveni geld zvertikalni
elektroforézy. Gely byly barveny pres noc na rotdtoru pfi 15 RPM. Druhy den byly gely
promyvany odbarvovacim roztokem, dokud nebylo odstranéno barvivo nenavazané na

proteiny.

Coomassie brilliant blue obarvovaci roztok

CBB (Serva) 200mg
Denaturovany etanol 225ml
H.0 225ml
Kyselina octova 50ml
Odbarvovaci roztok

Denaturovany etanol 250ml
dH,0 650ml
Kyselina octova 100ml
4.9.4 Western blot

Pro detekci specifickych proteinl byla vyuZita metoda western blot. Nejprve byly pfipraveny
filtracni papiry a nitrocelulézové membrany velikosti odpovidajici gelu. Filtracni papiry a
membrany byly promyty v blotovacim pufru. Do blotovaciho pfistroje byl poté vloZena vrstva
filtracniho papiru, vrstva tvofena membranou, vrstva tvorend gelem a poté opét vrstva tvorena
filtracnim papirem. Proteiny byly nasledné pomoci blotovaciho pfistroje preneseny na
membranu (1,5 mA/cm?, 1 hodina). Pro kontrolu byly membrény nejprve nabarveny

pomoci Ponceau (0,5% Ponceau S (Merck), 1% kyselina octova).

Membrana byla poté blokovana v 5% roztoku nizkotu¢ného mléka v PBS s0,1% Tween 20
(Sigma). Blokovani probihalo pres noc pfi teploté 4 °C. Druhy den byla membrana inkubovana
ve stejném roztoku s pfidanou primarni protildtkou po dobu 1 hodiny na tfepacce. Nasledné
byla membrana trikrat promyvdna roztokem po dobu 10 minut. Ndsledné byla membrana

presunuta do roztoku se sekundarni protilatkou. Inkubace opét probihala po dobu 1 hodiny a
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nasledovalo tfikrat promyvani v PBS po dobu 10 minut. Vysledky byly detekovany pomoci

pristroje Amersham imager 600 (GE Life Sciences).

Vsechny nami pouzité konstrukty obsahovaly HA-tag. Jako primdrni protilatka tak byla pouzita
krysi monoklondlni anti-HA v doporuc¢eném fedéni 1:1000. Jako sekundarni protilatka byla
pouzita anti-krysi protildtka konjugovand s kfenovou peroxidazou v doporuceném fedéni
1:2000.

Blotovaci pufr

Tris 3g
Glycine 14,4g
SDS 1g
Methanol 200ml
H.O 700ml

4.9.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Kultivacni zkumavka s kulturou byla inkubovdna na ledé po dobu 15 minut. Po odsednuti
bunék ze stén zkumavky bylo odebrdano 1,5 ml kultury a prostfednictvim injekéni jehly byla
odebrana ¢ast kultury vstriknuta do pripravené anaerobni komurky. Komrka skladajici se ze
dvou podloznich skel byla kultivovana pti teploté 37 °C po dobu 15 minut. Nasledné byla
komurka otocena a ponechana k inkubaci na dalsich 10 minut. KomUrka byla poté rozloZena a
podloZni skla se nechala caste¢né oschnout. Prepardty byly fixovany po dobu 5 minut
v metanolu s teplotou -20 °C a nasledné permeabilizovdny po dobu 5 minut v acetonu

s teplotou -20 °C. Preparaty se opét nechaly oschnout.

Nasledné byly preparaty prendany do vihké komurky. Na kazdy preparat bylo rovhomérné
naneseno 700 ul blokovaciho roztoku. Po uplynuti 1 hodiny byl blokovaci roztok slit a bylo
priddano 300 pl blokovaciho roztoku spolecné s primarni protilatkou. Inkubace opét probihala
po dobu 1 hodiny. Roztok byl poté opét slit a preparaty jsme trikrat promyvaly nanesenim 500
ul PBS pufru na dobu 10 minut. Na preparaty byl poté ptidan 1 ml blokovaciho roztoku
s pfidanou sekundarni protilatkou. Preparaty byly inkubovany po dobu 1 hodiny bez ptistupu
svétla, aby nedoslo k znehodnoceni protilatky. Preparaty byly po inkubaci opét trikrat
promyvany PBS pufrem pokazdé po dobu 10 minut a opét s minimalnim kontaktem se svétlem.
Na zavér je preparat priddno montovaci médium VectaShield s pfidanou barvou DAPI, které

bylo prekryto krycim sklickem. Sklicko bylo zafixovano na podloznim skle lakem na nehty.

Jako primarni protilatky pro znaceni nami pouzitych konstruktl byla pouZita mysi anti-HA
protilatka v doporuéeném fedéni 1:1000. Pro znaceni mitosom( byla pouzita kralici

polyklondlni protilatka proti proteinu GL50803 9296 vytvorend v nasi laboratofi z kralika
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v doporuceném fedéni 1:2000. Jako sekundarni protilatky byly pouzity protilatky proti mysim
IgG konjugované s Alexa 488 v doporuc¢eném redéni 1:1000 a protilatka proti kralicim 1gG

konjugovana s Alexa 594 se stejnym fedénim.

Blokovaci pufr

Zelatina (Sigma) 250mg
PBS 30ml
BSA (Bovine serum albumine, Sigma) 250mg
Tween 20 (Sigma) 50ul
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5. Vysledky

5.1 Distribuce proteinii TOM komplexu

Jak bylo zminéno v kapitole 2.6, u TOM komplexu doslo v pribéhu evoluce k cetnym
redukcim/modifikacim. Rozhodli jsme se proto pro ilustrativni analyzu vybranych zastupct
eukaryotickych skupin, u nichZ je k dispozici kompletni proteom. Zatimco nékteré homology
bylo mozné identifikovat pomoci BLAST, pro jiné bylo nutné vytvofit alignmenty a vyuzit
citlivéjsi metody HMMER.

Vychazeli jsme z podjednotek TOM komplexu zndmych pro S. cerevisiae, jejichz homology jsou
velmi dobre popsany i u clovéka (Tab. 3). Identifikovat se u vSech devatendcti zastupcu
podarilo pouze Tom40, kdy az na vyjimky stacilo pouzit BLAST. U Sesti organismG pak byl
Tom40 jedinou identifikovanou podjednotkou. Nejvice homologli jsme identifikovali
v superskupiné Opisthokonta, kde jsme vyraznéjsi ztraty zaznamenali pouze u mikrosporidie
Encephalitozoon cuniculi. V dalSich skupinach byl vyskyt mozaikovity. V superskupinach
Amoebozoa, SAR a Archaeplastida se ndm u nékterych zastupcl podafilo navic identifikovat
Tom?7. V pfipadé Tom22 jsme jeho homology identifikovali kromé opisthokont také u SAR a
Archaeplastida. U superskupiny Excavata jsme byli schopni identifikovat pouze homology
Tom40. Receptorovou podjednotku Tom20 a Tom6 se ndm podafilo identifikovat pouze u
opisthokontnich organismu, kdezto Tom5 jsme identifikovali i u Arabidopsis thaliana. Tom70
se opét vyskytoval vsuperskupiné Opisthokonta, ale navic se nam homolog podafilo
identifikovat i u Blastocystis hominis. Samotna identifikace Tom70 se vsak ukdzala jako
problematickd. Obsahuje totiz tetratrikopeptidové (TPR) domény (PFO0515 a PF13181), které
jsou obsaZzeny i vrfadé dalSich proteind, coZ vedlo k velkému mnoiZstvi falesné pozitivnich
vysledkd zejména pfi pouziti HMMER. Z téchto dlvod( bylo obtizné urdit velmi divergentni

homology Tom70.

Nase vysledky jsme porovnavali s literaturou a narazili jsme tak na publikované homology pro
Tom20 (Q54Y27) a Tom70 (Q75JW?7) identifikované u Dictyostelium discoideum (Buczek et al.
2016), které se neobjevily v nasich vysledcich. Nase opétovna analyza pomoci BLAST nicméné
ukazala, Ze Q54Y27 vykazuje spiSe homologii s peptidylprolyl izomerdzou (sekvencni
podobnost 71.3% s peptidyl izomerazou Dictyostelium purpureum), pficemZ navic v prvnich
péti stech hitech neni v soucasné dobé zadny anotovany homolog pro Tom20. U proteinu
Q75JW?7 je situace komplikovanéjsi. Obsahuje TPR domény stejné jako Tom70, ale to samo o
sobé nemiZeme povaZovat za dostatecny dikaz pro homologii. Hity s nejlepsim skdre jsou pfi
pouZiti BLAST neanotované proteiny, které také obsahuji TRP domény. Prvnim anotovanym
hitem je poté protein fosfatidylethanolamin N-methyltransferdaza améby Cavenderia
fasciculata se sekventni podobnosti 46.4%. JelikoZ v prvnich péti stech hitech neni zadny

anotovany homolog Tom70, usuzujeme, Ze se o homolog nejedna.
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Patrny je rozdil v pfitomnosti/absenci jednotlivych komponent mezi volné Zijicimi a
parazitickymi organismy (vice rozvinuto v kapitole 5.5). Nejvétsi kontrast vidime pfi srovnani
E. cuniculi s ostatnimi organismy ze superskupiny Opisthokonta. Zaroven pét z Sesti organismd,
u nichz se nam podafilo identifikovat pouze Tom40, je parazitickych. AvSak naopak u
parazitické B. hominis se nam vramci superskupiny SAR podafilo identifikovat nejvice

podjednotek.

Tabulka 3: Tabulka ukazuje zastoupeni podjednotek TOM komplexu u 19 vybranych zastupctli eukaryot.
Cervené jsou oznaceny parazitické organismy. Jedina podjednotka spole¢nd véem vybranym eukaryotiim
je Tom40. Dale se nejcastéji vyskytuji podjednotky Tom22 a Tom7, coZ odpovida zavériim predchozich
studii (Macasev et al. 2004).

Homo sapiens

Drosophila melanogaster

Caenorhabditis elegans

Opisthokonta

Saccharomyces cerevisiae

O
1B s
[ 1

+

T

+

BEEEE

+

O

+

Encephalitozoon cuniculi ” ” “ ” |
Arabidopsis thaliana |
Archaeplastida Cyanidoschyzon merolae | ” “ ” ” |
Chlamydomonas rainhardtii | ” || ” “ |
Dictyostelium discoideumn | ” || ” ” |
Amoebozoa |
| Entamoeba histolytica | ” ” “ ” ” |
Blastocystis hominis | || ” |
Fistulifera solaris | ” ” “ | |
SAR

Plasmodium falciparum | || ” ”
Cryptosporidium parvum | ” ” ” ” ”

Giardia intestinalis | ” ” ” ” “ |

Neurospora crassa

1

[]
[]

Trichomonas vaginalis | ” ” ” ” “
Excavata

Trypanosoma brucei | ” ” ” ” “
Naegleria gruberi | ” ” ” ” | |
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5.2 Distribuce Sam50

Dle soucasného modelu biogeneze mitochondridlnich membranovych R-bareld je pro jejich
vlozeni do membrany nutna funkce Sam50. Jelikoz z predchozi tabulky vyplyva, Ze Tom40 je
spolecny vSem eukaryotiim, méli bychom u vsech zakonité nalézt i Sam50. To se skutecné
podafilo u vSech organismi zahrnutych v nasem datasetu s vyjimkou G. intestinalis. Navic jsme
v pfipadé G. intestinalis otestovali rizné sestavené HMM profily pro zvySeni citlivosti
vyhledavaci analyzy. Zkouseli jsme jednak vytvofit vyvazeny alignment, ktery by zachytil
konzervované Useky, ale i alignment Cisté ze sekvenci Sam50 exkavatnich organismd, ktery by
umoznil vyhledévat i podle liniové specifickych oblasti. Zadny se véak neukazal jako dostate¢ny
pro detekci homologu Sam50 u G. intestinalis. Jako dal$i moZnost jsme proto jednotlivé
analyzovali vSechny proteiny G. intestinalis z predikovaného proteomu pomoci HHpred proti
Pfam databazi. Nasledné jsme vytvofili skript prochazejici jednotlivé vysledky, zZadny pozitivni

ale nebyl zaznamenan.
5.2.1 Homolog Sam50 G. intestinalis

Rozhodli jsme se také vyuZit specializovanych program( pro predikci transmembranovych R-
barel(l. Otestovali jsme tfi z nich (Tab. 4). Pro testovani jsme pouZili extrémné divergované
homology Sam50 a Tom40. Jako nejcitlivéjsi se ukdazal program PRED-TMBB2, kterym jsme

provedli predikci pro vSechny proteiny G. intestinalis.

Tabulka 4: Srovnani predikénich program( na homolozich Sam50 Toxoplasma gondii a Trichomonas
vaginalis a Tom40 Giardia muris, Plasmodium falciparum a Trypanosoma brucei. Cislo udava pocet
predikovanych transmembranovych R-listl. Pfredpoklada se, Ze Sam50 se sklada ze 16 a Tom40 z 19 R-
listl (Hohr et al. 2018; Lackey et al. 2014)

_tgSam50| tvSam50| gmTom40| pfTom40| tbTom40
Boctopus2 14 0 4 8 0
PRED-TMBB 2 6 4 0 0
PRED-TMIBB2 16 14 14 14 10

Celkem bylo predikovano 104 proteind s 10-16 transmembranovymi B-listy. Porovnani s nasimi
vysledky z HHpred vsak odhalilo, Ze se s vyjimkou Tom40 pravdépodobné jedna o falesné
pozitivni vysledky. Program tak patrné neni optimalizovan pro predikce u exkavatnich

organismu.

3D struktura proteint je obecné Iépe konzervovana nez jejich primarni sekvence (lllergard et
al. 2009). Na zakladé tohoto predpokladu a diky selhani pouZitych metod pracujicich

s primarnimi sekvencemi, jsme se rozhodli zaméfit na strukturni data a nalézt v proteomu G.
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intestinalis takovy protein, ktery by svou strukturou odpovidal Sam50. Vytvofili jsme proto
nasledujici bioinformatickou pipeline (Obr. 7), kdy vstupni informaci je soubor ve formatu

FASTA obsahuijici primarni sekvenci a vystupem je skére hodnotici jeji strukturni model.

Obrazek 7: Zjednodusena pipeline pro hledani struktury odpovidajici Sam50 u G. intestinalis.

Proteom je nejprve rozdélen na jednotlivé sekvence (1), PSIPRED predikuje jejich sekundarni strukturu
(2), vysledky jsou podrobeny filtraci (3), ¢imZ ziskdme seznam identifikatorl protein(, podle nichZ jsou
poté z proteomu vybrany sekvence k alignovani s templatem (4), na zakladé alignmentU jsou vytvoreny

3D modely (5), jenZ jsou na zavér podrobeny evaluac¢nimu procesu (6).

U vSech sekvenci PSIPRED nejprve predikuje sekundarni strukturu. Pro kazdou pozici je pak ve
vystupu predikce zaznamenana jedna ze tfi hodnot (H pro a-helix, E pro R-list nebo C pro
ostatni), a pravdépodobnost s jakou pozice této hodnoty skute¢né nabyva. Udaje o sekundérni
struktufe jsou nasledné extrahovany do souboru, ktery obsahuje pouze retézec hodnot

oznacujicich sekundarni strukturu a v ndzvu identifikator proteinu.

Tyto soubory prochazeji filtraci, zda obsahuji dostateéné mnoiZstvi R-listd. Filtr ma dva
parametry, jednak minimalni pocet R-listd a také minimalni pocet neprerusovanych pozic
nabyvajicich hodnoty E, které tvofi jeden B-list. Pocitali jsme s tim, Ze pfipadny homolog Sam50
by byl jisté velmi divergentni a presnost PSIPRED by nemusela byt optimalni, proto jsme
parametry filtru nastavili pomérné volné, minimalni pocet pozic v fadé na pét a minimalni

pocet skladanych listd na 10.

Primarni sekvence proslych proteind jsou z FASTA formatu konvertovany na tzv. PIR format,
ktery je vyuzivan programem Modeller. Jednotlivé sekvence jsou poté alignovany s templatem
pro homologni modelovani. Jako templat jsme zvolili BamA protein ze Salmonella typhimurium
(PDB identifikator: 50R1), jehoZ struktura je dostupnd v databazi PDB. Tento model
neobsahuje POTRA domény, ale pouze Bac_surface_Ag doménu, jelikoz modelovani POTRA
domény se ukazalo jako problematické. Jak bylo zminéno v kapitole 2.2 bakterialni homology,

maji POTRA domén oproti eukaryotim vice, coZz vedlo k predikci modelll s nizkou
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vérohodnosti. Doména Bac_surface_Ag je navic vice konzervovdna a pro nasi praci tedy

vhodnéjsi.

Pro alignment jsme vyufZili funkci Modelleru align2d(), ta na rozdil od béznych algoritm( pro
tvorbu sekvencniho alignmentu bere v potaz i strukturni ddaje. Na zdkladé alignmentu jsme

poté pomoci Modelleru vytvofili homologni 3D modely ve formatu pdb.

Poslednim krokem bylo hodnoceni kvality modelll. Zde jsme pouZivali kombinaci vice metod.
Standardni metodou pro hodnoceni modeld je tzv. DOPE metoda (Discrete optimized protein
energy), jejimz vystupem je DOPE skére. Tato metoda je vSak vhodna pro srovnavani modeli
vzniklych na zakladé stejného templatu. Dle Modelleru je na komparativni hodnoceni model(
vzniklych na zakladé rGznych sekvenci doporuceno pouzit Z-skére, které lze z DOPE skére
vypocitat (Sali and Shen 2006).

Modeller ma v sobé implementovanu funkci, kterd vypocet Z-skére umoznuje, zjistili jsme
vsak, Ze tato metoda dava vyrazné lepsi skdre modeliim vyuZivajici jako templat maly protein a
naopak velké proteiny jsou znacné znevyhodnény, pouziti pouze této metody hodnoceni by

tedy nebylo optimalni.

Vramci Modelleru je také mozné ziskat DOPE skodre pro kaZzdou aminokyselinovou pozici.
Nasledné je mozné vynést dvé krivky, jednu pro model a druhou pro templat, ¢im vice se kfivky
pfekryvaji, tim je model vérohodné&ji. Useky, kde se kfivky naopak vyrazné rozchazeji,
pravdépodobné neodpovidaji realnému stavu. JelikoZ by kontrola velkého mnozZstvi takovychto
grafl byla komplikovana, vyvinuli jsme na zakladé DOPE skore vlastni skdrovaci metodu, tzv.
profilové skére. Pro kazdou pozici mdme dva body dané hodnotami DOPE skdére templatu a
modelu, vzdalenost mezi nimi nam da diléi profilové skére (Obr. 8). Pro kazdou pozici je takto
zmérena odchylka modelu od templatu a nakonec jsou vSechny tyto odchylky secteny ve
vysledné skére. Tato metoda se ukazala lepsi nez Z-skére pro proteiny podobné velikosti jako

je templat, u velikostné vyrazné odlisnych proteinl je vsak nevhodna.
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Obrazek 8: Vykresleni DOPE skore pro jednotlivé pozice modelu a templatu. Idedlni by byl prekryv obou
krivek, ¢im vétsi je vjednotlivych bodech odchylka kfivky modelu od kfivky templatu, tim je model
v daném Useku nevérohodnéjsi. Graf A ukazuje DOPE skére pro vsechny pozice, graf B ukazuje detail

s oznacenymi odchylkami, které v souctu ddvaji profilové skore.

Na zakladé vyse uvedenych metod jsou poté vSechny modely sefazeny od nejlepsiho

k nejhorsimu. Modely jsme poté jesté posuzovali podle kvality alignmentu na jehoZ zédkladé byl

model vybudovan nebo podle Ramachandranov{/ch diagrama (Obr. 9).
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Obrazek 9: Ukazka hodnoceni pomoci Ramachandranovych diagraml. Tmavé modfe je oznacen
preferovany region, svétle modie povolené regiony a oranZové vyjimecné povolené regiony.
Vygenerovali jsme Ramachandranovy diagramy pro pouzity templat, model kvasinkového Sam50 a
model kvasinkového CYC2, ktery dosahl lepSiho Z-skére nez Sam50. Celkovy pocet aminokyselin

nachdzejicich se v nepovolené oblasti je ale u CYC2 vyssi, coz nam ukazuje, Ze model je nizsi kvality.

Cely postup byl nejprve otestovdan na proteomu S. cerevisiae (UP000002311) s rdznymi
templaty, kde se plvodné vyhradné pouZivané Z-skére ukazalo jako nedostatecné. Sam50
skoncil z celkovych 6049 protein( nejlépe na dvacaté ctvrté pozici pfi pouziti templatu 50R1.
Zatimco C-konec proteinu obsahujici Bac_surface_Ag doménu se nam dafilo modelovat
pomérné Uspésné, namodelovat malo konzervovany N-konec navic obsahujici POTRA doménu

,

se ukazalo byt problematické. Proto jsme se rozhodli, Ze budeme modelovat pouze Usek
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primarni sekvence z C-konce délkou odpovidajici délce templatu. Vysledné Z-skére se pfilis
nezlepsilo, umistilo Sam50 na osmndctou pozici, zatimco nové pouzité profilové skdére umistilo
Sam50 na pozici ¢tvrtou. FaleSné pozitivni vysledky byly ve vSech pfipadech proteiny
s podobnym poctem R-listd jako ma Sam50. Casto se jednalo o proteiny obsahujici doménu
WD40 (PF00400), ktera je bohata na R-listy (Obr. 10).

Postup byl nasledné aplikovan na proteomu G. intestinalis (UP000018320). Ze vstupnich 5137
protein( filtraci sekundarni struktury proslo 400 proteint, pro néz jsme vytvofili 3D modely.
Primarni sekvence proteinld s nejvérohodnéjsimi modely jsme nasledné otestovali pomoci
BLAST a HHpred. BLAST ve vétSiné ptipadl nalezl pouze homolog u jiné asamblaze G.
intestinalis pfipadné G. muris. HHpred odhalil, Ze stejné jako u S. cerevisiae, vétsina nejlepsich
vysledkd obsahuje WD40 doménu. Ostatni proteiny s nejlepsSimi modely obsahovaly rizné
domény svyraznym podilem R-listd. Zadny zmodell viak nebyl dostate¢n& vérohodny,

abychom mohli tvrdit, Ze se jednd o homolog Sam50.

Obrazek 10: 3D model WD40 domény. Oranzové jsou
oznaceny RB-listy, modre a-helixy. Struktura 4LG8 byla
publikovana v (Zhang et al. 2017)

5.2.2 Identifikace homologu Sam50 u blizce piibuznych G. intestinalis

PFi snaze vytvofit vhodny alignment pro identifikaci homologu Sam50 G. intestinalis jsme se
mimo jiné pokouseli najit homolog Sam50 v evolu¢né blizkych organismech. Pro skupinu
Metamonada bylo dosud publikovdno 12 kompletnich proteom(. Homolog Sam50 se ndm
podafilo identifikovat pouze v proteomu T. vaginalis (UP000001542) a Tritrichomonas foetus
(UP000179807), pficemz oba dva homology vykazuji vysokou miru divergence oproti ostatnim
Sam50 (Tab. 5).
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Tabulka 5: Tabulka obsahuje sekvencni podobnost homologli Sam50 T. vaginalis a T. foetus s homology
nalezenymi v ramci zjistovani distribuce Sam50 napfi¢ eukaryoty. PfestoZe je sekvencni identita velmi
nizkd, HHpred identifikoval v obou pfipadech svysokou pravdépodobnosti Bac_surface_Ag i POTRA

doménu.
E.
# £
& -
o [ S 5 =0 £
oy a - T o &£ 3
g o f = 8 0 S w -
£ 2 f 4 3 F @ 5 ¥ 2 Z . §F 5 5 3
s & ¥ § s F o5 05 5 £ F &35 f S 3
£E 3 ¢ & ¢ & g ¢ © £ £ ¢ 8 &8 § w®

a J v 2 4 < U U 0 uW o&a @ w & U K 2

T vaginajis
T foetys
H. Sapiens

Trichomonas vaginalis | 100 || 308 || 169 " 172 " 18.0 " 1438 " 151 " 114 " 142 " 161 " 177 " 140 " 144 " 86 " 153 " 134 " 132 " 118 " 15.9 |

Tritrichomonas foetus | 308 " 100 " 185 || 126 || 134 || 143 || 161 || 122 || 145 " 140 " 140 || 13.7 || 128 || 7.0 || 13.7 || 153 || 16.1 || 145 || 12.9 |

K dispozici jsme také méli transkriptomickd data sedmi organism( (Obr. 11) ze skupiny
Fornicata do niZ se fadi i G. intestinalis. Pomoci BLAST a HMMER jsme v nich hledali mozny

homolog Sam50.
Zadny pozitivni vysledek jsme nezaznamenali pouze u Chilomastix caulleryi a Kipferlia bialata,

nicméné BLAST pozitivnich vysledk(l od ostatnich organism0 prokazal, Ze se pravdépodobné ve
S vyjimkou jednoho proteinu od

vétsiné pripadd jedna o bakteridlni kontaminace.
Carpediemonas membranifera se ve vysledcich hledani BLAST nachazely pouze bakteridlni
homology. Pro protein 2387 zdatasetu C. membranifera vsak BLAST nasel i fadu
eukaryotickych homologl. HHpred u tohoto proteinu identifikoval POTRA a Bac_surface_Ag

doménu a C-konec proteinu navic obsahuje R-signal. Na zakladé téchto zjisténi povazujeme

tento protein za homolog Sam50.
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Obrazek 11: Fylogeneticky strom obsahujici organismy ze skupiny fornicata a parabasalia. Cervené jsou
oznaceny parazitické organismy. Barevné Ctverce oznacuji, jaka data jsme méli pro dany organismus
k dispozici, pro modré jsme méli proteom, pro oraniové transkriptom a pro bilé jsme data neméli.
Cerveny obdélnik strom rozdéluje na &ast, kde jsme schopni identifikace homologu Sam50 a na ¢ast kde
uz nikoli. Ziskdvame tak pomérné velké mnoizstvi blizce pfibuznych organism( s absenci homologu
Sam50. Upraveno dle (Leger et al. 2017).

5.2.3 Ztrata Sam50 v dalsich eukaryotickych liniich

Ztrata Sam50 u G. intestinalis byva v literature oznacovana za unikatni (Jedelsky et al. 2011,
Kay et al. 2013). Rozhodli jsme se tedy zjistit, zda se nam podafti nalézt dal$i eukaryotické

organismy Ci celé linie bez Sam50.

Pro hledani jsme zvolili databazi UniRefl100, kterd obsahuje vSechny sekvence z databazi
UniProtKB a vybrané sekvence z databaze UniParc (Suzek et al. 2015). Kazda sekvence ma ve
své anotaci identifikacni Cislo proteinu spolecné s ndzvem organismu, coz jsme vyuzili v nasi
bioinformatické pipeline. Databaze zahrnuje i sekvence pro organismy s nekompletnim
proteomem. Abychom castecné omezili velké mnozstvi vysledkl, kdy Sam50 chybi z ddvodu
nekompletnosti dat pro dany organismus, hledali jsme organismy s homologem Tom40 ale
chybéjicim Sam50. Sekvence prokaryotickych organism, které jsou v databazi také pfitomny,

byly odfiltrovany diky nepfitomnosti homologu Tom40.

Vstupni informaci tak jsou dva sekvencni alignmenty z nichz jsou vytvofeny HMM profily pro
HMMER. Otestovali jsme nékolik alignmentli pro oba proteiny. Jako nejlepsi se nakonec
ukazaly relativné malé alignmenty vychazejici z dat ziskanych pfi ilustrativni analyze distribuce
podjednotek TOM a SAM komplexu (viz kapitoly 5.1 a 5.2), které ale obsahuji rovhomérné

mnozstvi sekvenci ze vSech superskupin.
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V prvni verzi pipeline byly z vysledkl HMMER precteny identifikatory vSech proteind, ty byly
nasledné srovnany s databazi UniRef100 pro taxonomické zafazeni jednotlivych eukaryotickych
druhd. Takto vznikly dva seznamy taxond, z nichZ se vypsaly ty nachdazejici se pouze v seznamu

pro Tom40 pozitivni.

Tato pipeline se ukazala jako funkéni, ale v dlsledku rozsahlosti databaze UniRef100 jako prilis
pomala pro redlné vyuziti. Rozhodli jsme se proto rozdélit databazi na deset pfiblizné stejné
velkych celkl. Tim se vyrazné urychlilo hledani pomoci HMMER a zaroveri nam mensi velikost
databaze umoznila vytvofit vramci Pythonu slovnik, kde je pod kazdym identifikatorem
proteinu uloZeno jméno taxonu. Program tedy nemusi hledat pro kaZzdy protein v rozsahlém
textovém souboru Fadek s pfislusnym identifikdtorem, ale hledd v internim slovniku, coZ dobu
celého procesu snizuje o desitky hodin a umoZnilo ndm to testovat vice vstupnich alignmentd.

Zbytek pipeline zlstal stejny, tedy vytvorfi se dvé mnoZziny taxon( a hledame rozdil mezi nimi.

Celkem jsme takto ziskali 363 taxonl bez homologu Sam50. Ve vétsiné pripadl se jedna o
falesné pozitivni vysledky zplsobené nekompletnosti proteomickych dat pro dany organismus.
Pro priklad se nam tak ve vysledcich objevilo ¢trnact rliznych druhl z rodu Drosophila. Zaroven
se nam vyskytlo nékolik pfipadd, kdy byla pfi anotaci Tom40 pouZita pouze néjaka z vyssich
taxonomickych kategorii, napfiklad se tak mezi vysledky dostala podtfida Aves. Jako falesné
pozitivni jsme tedy brali taxony, kde zname alespon jednoho zastupce spadajiciho do
podrazeného taxonu s homologem Sam50 nebo v pfipadé, Ze je vysledkem druh, kde
nalezneme v ramci rodu alespon jeden organismus s homologem Sam50. Timto zplisobem se

nam podafilo vyloucit 288 taxon.

Pro dalSich 61 taxon( nemame dostatecné mnozstvi sekvenci, abychom je mohli povaZovat za
pozitivni vysledky. Ve vétsiné pripadl se jednd o druhy, pro néZ je v databazi pouze malé

mnoZstvi proteind, a zaroven jsou jedinymi zastupci daného rodu vyskytujici se v databazi.

Zbylo tak 14 taxon(, které mdzZeme oznacit za pozitivni vysledky. Ctyfi z vysledkd jsou réizné
asamblaze G. intestinalis, dale pak ptibuzné diplomonady G. muris a S. salmonicida. Mezi
vysledky se také objevila bakterie Macrococcus caseolyticus, pfi BLASTU sekvence této bakterie
oznacené jako homolog Tom40 se vSak ukazalo, Ze se pravdépodobné jedna o faleSné pozitivni
vysledek a chybnou anotaci v databazi, jelikoZ sekvence vykazuje vice jak 55% identitu

s nékolika sekvencemi organismu ze skupiny Ascomycota.

Zbyvajici organismy tvofi dvé mikrosporidie (Edhazardia aedis,Nematocida parisii), dva
nalevnici (Ichthyophthirius multifiliis, Tetrahymena thermophila) a tfi askomycetni houby
(Taphrina deformans, Neolecta irregularis, Magnaporthiopsis poae). Pro vsech sedm
organismi jsou k dispozici kompletni proteomy, které jsme otestovali pomoci HHpred proti
databazi Pfam. Pro snadnou orientaci ve vysledcich z HHpred jsme vytvofili jednoduchy

vyhleddvaci nastroj, kdy zadame jméno ¢i Pfam identifikdtor domény a jsou nam vypsany
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veskeré pozitivni vysledky a jejich E-value. Zadny protein obsahujici POTRA ¢&i Bac_surface_Ag

doménu jsme vSak nezaznamenali.

Pomoci fylogenetické analyzy jsme se pokusili zjistit, zda jsou si vySe zminéné organismy
v ramci své skupiny blizce pfibuzné, jako je tomu u G. intestinalis a ji pfibuznych ze skupiny
Fornicata (Obr. 13, 14, 15). Pro analyzu jsme pouZili ¢tyfi geny, které se ukazaly jako snadno
identifikovatelné ve vSech pouzitych organismech, a to 18S rRNA, a-tubulin, elongacni faktor 1

a elongacni faktor 2.

Pro cely proces jsme vytvofili jednoduchou bioinformatickou pipeline vyuZivajici programy
Mafft, trimAl a BLAST. Nejprve pomoci BLAST najdeme pro kazdy organismus pfrislusné
proteiny, jejich sekvence jsou nasledné alignovany pomoci Mafft a problematické useky
obsahujici mezery ve vice nez 20% pfipadl jsou odstranény programem trimAl. VSechny Ctyfi
alignmenty pro kazdy organismus jsou nakonec sloZeny do jedné sekvence, tzv. super genu.
Odlisny pfistup mlze byt tvorba fylogenetického stromu pro kazdy gen zvlast a nasledné
vytvoreni konsensus stromu, tato metoda vsak ve vétsiné pripadd dosahuje horsich vysledk
(Gadagkar et al. 2005).

Pro kazdou skupinu jsme ve PhyloBayes nechali béZet Ctyfi nezavislé MCMC a pomoci
programu bpcomp, ktery je soucasti PhyloBayes sady, jsme kontrolovali, zda se néjaky rfetézec
nezasekl v lokdlnim maximu. PhyloBayes navic produkuje soubor obsahujici statistické
hodnoty, z nichZ se po vyneseni do grafu da usoudit, zda se MCMC jiz ustalil, pfipadné jaky

nastavit burn-in pfi tvorbé vysledného stromu (Obr. 12).
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Obrazek 12: Ukazka dvou statistickych hodnot vynesenych do grafu pro dva nezavisle bézici MCMC ve
PhyloBayes. MiZeme vidét, Ze se MCMC ustali pomérné rychle a neni proto potfeba nastavovat vysoky

burn-in.

Pro Ascomycota jsme proces museli dvakrat opakovat, jelikoz kontroly programem bpcomp
naznacovaly zaseknuti fetézce v lokalnim maximu. Pri tvorbé vyslednych strom( jsme nastavili
burnin na 1000 a pocitali jsme s kazdym desatym stromem. Pro vizualizaci strom( jsme pouzili

program FigTree.

35



Stylonychia lemnae

Oytricha trifalla

Faramecium tetraurelia
Fseudocohnilembus persalinus

[~ [chthyophthirius multifilis

L Tetrahymena thermophila
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Obrazek 13: Fylogeneticky strom skupiny Ciliophora skladajici se ze sedmi druh(. Cervené oznacené
druhy postradaji Sam50. Vidime, Zze oba druhy tvofi v ramci skupiny oddélenou vétev, nicméné pomérné
nizky pocet pouzZitych druhl mdlZe zkreslovat vysledek. ObsaZena Ccisla udavaji posteriorni
pravdépodobnost.
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[Nematocida parisii

Vavraia culicis
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Edhazardia asdis
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L Tubulinosema ratisbonensis
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Obrazek 14: Fylogeneticky strom skupiny Mikrosporidia skladajici se z tfinacti druhd. Cervené oznacené

druhy postradaji Sam50. Oproti skupiné Ciliophora zde druhy netvofi jednu oddélenou vétev.
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Obrazek 15: Fylogeneticky strom
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skupiny Ascomycota

skladajici se ze 135 druhf. Cervené oznacené

druhy postradaji Sam50. Zatimco M. poae se nachazi v zcela odlisné ¢asti stromu, N. irregularis a T.

deformans vytvari spolecnou vétev. Jeji soucasti je ale i druh Protomyces lactucaedebilis u néhoz jsme

homolog Sam50 dokazali identifikovat. Hodnoty posteriorni pravdépodobnosti jsme v ramci zvyseni

prehlednosti nezobrazovali.

Z vysledk( vyplyva, Ze jedinymi dvéma skupinami eukaryot bez homologu Sam50 jsou vyse

zminéné organismy ze skupiny Metamonada a ndlevnici z fddu Hymenostomatida. Z divodu

nizkého poctu proteomickcyh dat pro nalevniky je vysledek diskutabilni.

V ostatnich pfipadech se jednalo o z hlediska fylogenetiky osamocené organismy. U vsech tfi

askomycetmichch hub se nam podafily identifikovat alesponn nékteré zproteini SAM

komplexu, konkrétné homology Sam37 a Mdm10, které ukazuji na pfitomnost SAM komplexu.

Mikrosporidie jsou zndmé extrémnimi redukcemi genomu a zaroven maji stejné jako G.

intestinalis mitochondrie redukované na mitosomy (Nakjang et al. 2013; Williams et al. 2002).

Pfipadna ztrata Sam50 by tak u nich byla vérohodnéjsi nez u askomycetnich hub.
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Dle naSich zjisténi také homology Sam50 vykazuji u mikrosporidii vysokou miru divergence a
jsou oproti vétsiné znamych homologli o cca 150 aminokyselin kratsi. VSechny mikrosporidialni
homology Sam50 jsme klasifikovali pomoci HHpred, ktery i pres vysokou miru divergence
poskytoval vysledky s velmi dobrymi E-value. Pro obé mikrosporidie, u nichz se nam nepodafilo
identifikovat homolog Sam50, jsme pomoci HHpred otestovali cely jejich proteom, ale zadné

sekvence s kyZzenymi doménami se mezi vysledky neobjevily.

Je tfreba zminit, ze samotny Tom40 N. parisii je velice divergentni a liSi se i od ostatnich
mikrosporididlnich homologli Tom40 (Obr. 16). Tom40 E. aedis naproti tomu nevykazuje
vyraznou odlisnost od ostatnich mikrosporidii. Pokud je Tom40 takto odlisny, Ize pfedpokladat,
Ze by i pfipadny homolog Sam50 vykazoval vysokou miru divergence a je tedy moziné, Ze

pouZité metody pro identifikaci homologie nejsou dostatecné citlivé.

’ . o . Obrézek 16: Klastrovaci analyza tficeti
{@'l .' mikrosporidialnich homologli Tom40. OranZové je

e oznacen Tom40 N. parisii, modie Tom40 E. aedis.

v Sekvenéni  identita NpTom40 s ostatnimi

homology se pohybuje ve vétsiné pripadl okolo
15%. Nejvyssi sekvencni identitu (20.15%) ma

s homologem Tom40 Anncaliia algerae.

5.3 Mutace 3-signalu

R-signal B-barelovych membranovych proteinl je definovan pomérné volné (viz kapitola 2.1).
Zajimalo nas, zda se ndm i pfesto podafi najit néjaké mitochondridlni B-barely vybocujici z této
definice, pfipadné zda bude néjaka pozice nachylnéjsi k mutacim nez ostatni. Pomoci HMMER
jsme z databaze UniProtKB ziskali celkem 13 473 homologli Sam50, Tom40 a VDAC. Vzdjemna
podobnost sekvenci VDAC a Tom40 vyZadovala pro rozliSeni klastrovaci analyzu. Diky této
analyze jsme byli schopni nasledné vytvorit tfi datasety. Nejméné sekvenci jsme identifikovali
pro Sam50, celkem 3671. Pro Tom40 jsme identifikovali 4074 sekvenci a pro VDAC 5728.
Nepomér poctu sekvenci je zplsoben pomérné ¢astym vyskytem vice isoforem Tom40 a VDAC

u jednoho organismu.

Pro hledani R-signalu v datasetech jsme vytvofili jednoduchy program vyuZivajici reguldrni
vyraz, tedy jeden fetézec popisujici mnoZinu fetézcl. V nasem ptipadé tedy vSechny mozné

kombinace aminokyselin, které mohou tvofrit B-signal. B-signal se nemusi nachazet na uplném
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konci proteinu, ale mlzZe byt nasledovan jesté pomérné dlouhym usekem aminokyselin. U
Tom40 S.cerevisiae je to napfiklad 28 aminokyselin. Rozhodli jsme se proto prohledavat

poslednich 40 aminokyselin C-konce proteinu.

VSechny sekvence z datasetll pro Sam50 a VDAC obsahovaly standardni B-signal. Pro Tom40
jsme vsak identifikovali nékolik homologl s mutacemi v B-signalu (Tab. 6). Ve vsech ptipadech
se jedna o jednobodové mutace, avsak vysledkd je pfilis malo, abychom mohli s jistotou tvrdit,
Ze je néjaka pozice vyrazné nachylnéjsi k mutacim nez ostatni. Jedind pozice, kterd se zda byt
spole¢nd skutecné viem R-barellm je pozice Cislo tfi tvorena glycinem. Mezi vysledky se
objevily dva organismy ze skupiny Metazoa, konkrétné Sus strofa a Acyrthosiphon pisum. Oba
organismy vSak maji i druhou isoformu Tom40 se standardnim R-signdlem. Bodova mutace se
vyskytla i u homologu Tom40 mikrosporidie Nosema bombycis, u niz se ndm isoformu Tom40
se standardnim R-signalem nalézt nepodafilo. Poslednim nalezenym organismem s mutaci v B-
signdlu u Tom40 je T. vaginalis, kde se nam podafilo identifikovat celkem Sest homologl
Tom40. Pouze jeden z nich obsahoval bodovou mutaci. Musime zminit, Ze prestoZe klastrovaci
analyza zaradila vsech Sest proteinli do datasetu Tom40, nem(iZeme s jistotou tvrdit, Ze se ve
vSech pfipadech skutecné jednd o homolog Tom40. Pti otestovani sekvenci pomoci HHpred
s pouzitim databdze PDB jsme u jedné sekvence zaznamenali nejlepsi hit pro VDAC a nikoli
Tom40. U ostatnich byly sice Tom40 na nejlepsi pozici, ale hity pro VDAC proteiny nemély ve
vétsiné pripadl vyrazné horsi skére. Dle literatury (Rada et al. 2011) se vSak jedna vyhradné o

homology Tom40 a rozhodli jsme se je proto v datasetu ponechat.

Tabulka 6: prehled nalezenych nestandardnich R-signald u homologli Tom40. OranZové jsou oznaceny
aminokyseliny vymykajici se definici B-signdlu. Jelikoz pouze Ctyri sekvence z 13 473 testovanych nesly
mutaci, navic ve vsech pfipadech pouze jednobodovou, tak mizZeme fict, Ze R-signal je skute¢né aZz na

naprosté vyjimky konzervovany napftic eukaryoty.

Po G Hy Hy

Sus scrofa RIR|G|JR|I|T|P]|V

Acyrthosiphon pisum MIM|G|A|G]|L]|T]I

Nosema bombycis Il | Y|G|]Y]|]G]L|N]Y

Trichomonas vaginalis K|L|G|JL|G|F]Y]|S

Zajimavym prikladem B-barel(l jsou proteiny T. vaginalis Hmp35 a Hmp36 zminéné v kapitole
2.6, které se nachazeji ve vnéjsi hydrogenosomalni membrdané. V databazi UniProtkKB jsme nasli

celkem 3 sekvence pro Hmp35 a dvé pro Hmp36. ldentifikovali jsme také jeden
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pravdépodobny homolog Hmp35 u Tritrichomonas foetus. Zatimco Hmp35 proteiny véetné
homologu T. foetus maji standardni R-signdl, u Hmp36 nalezneme R-signaly s jednobodovou
mutaci nasledované v obou pfipadech 17 aminokyselinami (Tab. 7). Pfi predikci sekundarni
struktury poloha posledniho R-listu neodpovida poloze B-signalu (Rada et al. 2011). Presnost
predikce sekundarni struktury u proteinu, u néjz nezndme zadné vzdalenéjsi homology, vsak
nemusi byt optimalni. Pfesnost u membranovych proteinl tvorenych prevaziné R-listy je navic
obvykle nizsi neZ u membranovych a-helikalnich proteinl ¢i solubilnich protein( (Yan et al.
2015).

Tabulka 7: prehled nalezenych nestandardnich B-signald u Hmp36 proteinl T. vaginalis. Proteiny maji
47,35% sekvencni identitu. Pod sekvenci jsou vyobrazeny vysledky predikce sekundarni struktury, kdy
modre jsou vyznaceny B-listy a Cervené a-helixy. Vidime, Ze se B-signal nenachazi na poslednim B-listu a

zaroven se tfi posledni aminokyseliny motivu ani nepodileji na tvorbé B-listu.

Hmp361 fIX[V[G[t[S['[P[N[iTsToTaTk e[ IN[YTF]VIN]LTKT1]x]D]

Amp362 f|X[V[SIVIA['[P[3 [TTo[eTATalk[ATHLTFIVIN]LTKT1TK]D]

5.3 Funkce 3-signalu v mitochondrialnich organelach postradajicich Sam50

Ziskané vysledky pro G. intestinalis (absence Sam50 a pritomnost Tom40 s R-signalem)
vytvareji unikatni experimentdlni systém pro testovani funkce signdlu béhem smérovani a
skladani R-barelu v membrané. Ztoho dlvodu jsme vytvofili dva konstrukty nesouci N-
terminalni HA-tagovany Tom40 G.intestinalis s a bez R-signalu. Konstrukty jsme poté vnesli do
trofozoitl G. intestinalis a vyselektovali stabilni transformované linie. Expresi protein( jsme

ovéfili western blotem z celkového lyzatu bunék (Obr. 17).
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GiTom40 GiTom40x
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=

35-

Obrazek 17: Western blot zcelkového lyzdtu bunék.
Srovndni  band(  standardniho Tom40 s Tom40
s odstranénym R-signdlem. Po odstranéni RB-signalu
detekujeme tfi proteiny oznacené HA-tagem. GiTom40
zhruba odpovida predikované molekulové hmotnosti 37,8
kDa. Predikovana molekulovd hmotnost po odstranéni R-
signalu je 35,4 kDa. Spodni ze tfi band( zhruba odpovida

této velikosti.

Predikovand molekulovd hmotnost standardniho Tom40 na western blotu odpovidala. Po

odstranéni B-signdlu jsme pozorovali rozpadnuti na tfi mensi proteiny. Avsak predikovana

molekulovd hmotnost po odstranéni R-signalu zhruba odpovidala nejmensimu z bandd, nikoli

nejvétsimu, jak by Slo spise predpokladat.

Exprese HA-tagovanych protein( ukazala v obou pripadech ¢astecnou mitosomalni lokalizaci,

jak je patrné z prekryvu se signdlem pro mitosomalni marker GL50803 9296 (Obr. 18).

V ptipadé Tom40 bez B-signdlu byla vS8ak mitosomalni lokalizace méné castd a ovlivnéna byla i

bunécéné distribuce mitosomalniho markeru GL5080_9296.

Anti-HA

Anti-HA

Obrazek 18: Lokalizace standardniho Tom40 (A) a Tom40 bez R-signalu (B) pomoci fluorescencni

mikroskopie u G. intestinalis. Cervené je znacen nas konstrukt pomoci anti-HA protilatky, mitosomy jsou

znaceny zelené pomoci anti-GL5080_9296. Jadra jsou pomoci DAPI barvena modre.
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5.5 Distribuce proteinii mitochondrialnich importnich komplexii

Po detailni analyze distribuce komponent TOM komplexu napfi¢ eukaryoty (viz kapitola 5.1),

jsme se rozhodli pro vytvoreni podobné analyzy ve vétSim méfitku s méné detailnim
pristupem. Namisto devatendcti reprezentativnich zastupcli jsme se rozhodli pro analyzu
pouzit organismy s dostupnym proteomem. Z nasi analyzy i z dalSich pozorovani vyplyva, ze
jedinym proteinem TOM komplexu spole¢nym vSem eukaryotickym superskupindm je Tom40
(Zarsky et al. 2012), proto jsme pomoci HMMER nejprve viechny proteomy otestovali na
pritomnost homologu Tom40. Celkem jsme takto otestovali 2598 proteom, z toho 1398 bylo
v databazi UniProt oznadeno jako tzv. referencni proteom (manualné i automaticky ovéreny
proteom). Mezi referencnimi proteomy jsme zaznamenali pouze dva bez zjevného homologu
Tom40 (Rhizophagus irregularis ze skupiny Mucoromycota a Sprague lorii ze skupiny
Mikrosporidia). Z 1200 nereferencnich proteom( vsak 141 postradalo zjevny homolog Tom40,
pricemz fada z téchto proteom( ndleZela i organismim ze skupiny Metazoa, kde povaZzujeme
ztrdtu Tom40 za nepravdépodobnou. Na zakladé tohoto testovani jsme se proto rozhodli
pracovat témér vyhradné s referencnimi proteomy. Nékteré nereferenéni proteomy jsme se
rozhodli zafadit do analyzy z divodu nizkého poctu dat pro danou skupinu eukaryot. Naopak
nékteré referenéni proteomy byly vyrazeny z dvodu nadbyteénosti (k dispozici jsou napftiklad
tfi datasety pro G. intestinalis). K dispozici jsme také méli dataset pro Andalucia godoyi z fadu
Jakobida (Gray et al. 2020). Nakonec tak bylo pro analyzu pouZito celkem 797 organism, které
jsme rozdélili do 24 fylogenetickych skupin.

V ramci této analyzy nas nezajimal pouze stav TOM komplexu, ale i komplex SAM, TIM22,
TIM23, PAM, MIA a MIM. Celkem jsme tak ovéfili pfitomnost 31 proteinli u ndmi vybranych
organism0, respektive jsme zjistovali procentualni zastoupeni organismi s pfitomnym
homologem daného proteinu vramci fylogenetické skupiny. Pro tyto Ucely jsme si rovnéz
vytvofili bioinformatickou pipeline. Pro kazdy protein bylo nejprve nutné vytvofit alignment,
ktery obsahoval sekvence, co nejlépe pokryvajici spektrum eukaryot. Na zakladé alignmentu
byl vytvofen HMM profil, ktery HMMER pouZije pro hledani v jednotlivych proteomech.
Proteiny ziskanymi v prvnim kole HMMER hledani je obohacen plvodni alignment a zbudovan
novy HMM profil specificky pro kazdou fylogenetickou skupinu. V prvni verzi pipeline jsme
pocitali jesté s dalSimi koly HMMER, dokud nedoslo k ustaleni poctu sekvenci v alignmentu.
Avsak v pfipadé, Ze se do alignmentu dostaly chybné identifikované sekvence, v kazdém dalsim
kroku se jejich pocet zndsoboval, coz ve findle vedlo k velkému mnozstvi falesné pozitivnich
vysledk(. Jako optimalni se ukazalo jedno opakovani HMMER. Po druhém HMMER hledani jsou
spocteny pocty druhd s homologem daného proteinu a celkové pocty druhl v kazdé
fylogenetické skupiné. Ztéchto hodnot je nakonec spocitano procentudlni zastoupeni
pozitivnich organismu v kazdé skupiné. Pro prehledné;jsi zobrazeni vysledkll jsme procentualni
hodnoty prevedli na RGB hodnoty, které udavaji barvu prislusného pole. Ziskame tak teplotni

mapu distribuce protein mitochondridlnich importnich komplexa (Obr. 20).
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Béhem prace se vyskytlo nékolik problém. PrestoZe vyse zminéné omezeni iterativnich kroku
zamezilo velkému mnoiZstvi falesSné pozitivnich vysledkl, u nékterych proteini se uplna
eliminace nepodafila. Tom70 se ukazal jako problematicky pfi pouZiti HMMER uz pfi ilustrativni
analyze (viz kapitola 5.1) a pro tuto analyzu musel byt zcela vyfazen. S obdobnymi problémy
jsme se potykali u proteini Mdm10, Tim50, Sam37 a Tim54. Falesné pozitivni vysledky jsme se
nejprve pokusili eliminovat pomoci klastrovaci analyzy, kdy jsme dataset reprezentativnich
sekvenci pro kazdy protein obohatili sekvencemi z nasi analyzy. Tato metoda se vSak neukdzala
jako vhodna, jelikoZ rada vysledk( byla hrani¢ni, a nedokazali jsme posoudit, zda se jednd o
pozitivni ¢i faleSné pozitivni vysledek. Misto klastrovaci analyzy jsme tak zvolili zpétnou
kontrolu pomoci HHpred. Zatimco Sam37 a Tim54 mohli byt diky tomuto postupu zafazeny do
studie, u Tim50 a Mdm10 se nepodafilo presvédCivé eliminovat falesné pozitivni vysledky.
Tim50 obsahuje tzv. NIF doménu (NLI interacting factor-like phosphatase, PF03031), ktera se
nachazi i v fadé jinych protein(. | pfes nizkou podobnost primarnich sekvenci se pro Mdm10 se
do vysledkll casto dostavaly homology Tom40 a neslo je efektivné eliminovat. Podobnost

proteinll vSak byla ukazana jiz v pfedchozich pracich napf. (Flinner et al. 2013).

Jako problematické se také ukazaly proteiny z rodiny Tim17 (PF02466), tedy Tim17, Tim22 a
Tim23. Tyto proteiny sdili pomérné vysokou sekvencni identitu a snadno muzZe dojit k
jejich zdméné. Pro nasi analyzu jsme tak vytvofili pouze jeden alignment sestavajici se ze
sekvenci vsech tfi proteind a vysledky jsme poté podrobili klastrovaci analyze (Obr. 19). Pro
klastrovaci analyzu jsme vytvofili dataset ze sekvenci Tim17, Tim22 a Tim23, které vytvareji tfi
jasné odliSitelné klastry. Dataset jsme nasledné obohatili nasimi sekvencemi a sledovali,
k jakému ze tfi klastri se pfidaji. Zde je nutné fict, Ze proteinova rodina Tim17 neobsahuje
pouze tfi zminéné proteiny, ve skutecnosti obsahuje minimalné deset odliSnych proteinl
(Zarsky and Dolezal 2016). Pro zjednodudeni jsme viechny tyto ostatni proteiny zafadili do

jedné kategorie Tim17-like proteind.

Obrazek 19: Klastrovaci analyza protein( z rodiny Tim17 pro organismy ze skupiny Chytridiomycota.
Zelené jsou oznaceny Tim23, oranZové Tim17 a modie Tim22. Sedivé jsou oznacené viechny ostatni
proteiny z rodiny Tim17, které jsme dale nespecifikovali. Stejna analyza byla provedena pro vsech 24

zkoumanych fylogenetickych skupin.
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Obdobné jako rodina Tim17 sdruZuje vice podrodin blizce pfibuznych protein(, rodina Tim10
(PF02953) sdruzuje rizné malé Tim proteiny. Rozdéleni na zakladé klastrovaci analyzy se ale
ukazalo jako méné efektivni nez v predchozim pripadé, rozhodli jsme se proto sekvence

nerozdélovat do podrodin a ponechali jsme je v souhrnné rodiné oznacené Tim10.

Béhem automatizovaného procesu analyzy jsou ukladany mezivysledky, ke kterym jsme se
mohli v pfipadé podezfeni na chybné vysledky vratit. Podafilo se nam diky nim napfiklad
odhalit chybnou identifikaci nékolika sekvenci jako Tom20 u skupin Streptophyta, Chlorophyta
a Amoebozoa. | pres nasi kontrolu bylo vysledka pfilis velké mnozZstvi, nez abychom je vsechny
mohli manualné ovéfit, a neda se tak vyloudit pfitomnost falesné pozitivnich vysledk(. Zaroven
je pri cteni vysledk( také nutné brat v potaz pocet dostupnych dat pro jednotlivé fylogenetické

skupiny, kde je zfejmy velky nepomér ve prospéch organism( ze superskupiny Opisthokonta.

Ascomycoka

B
Basidiomycota ..

Mucoromycota ..

Choanoflzgellata

Amoebozoa

Obrazek 20: Teplotni mapa distribuce proteind importnich mitochondrialnich komplexd. V zavorce jsou
uvedeny pocty testovanych druhd pro danou fylogenetickou skupinu. Pofadi komplext je nasledujici:
TOM (Tom40-Tom5), SAM (Sam50-Sam35), TIM22 (Tim22-Tim10), TIM23 (Tim23-Tim21), PAM (Tim44-
GrpE), MIA (Mia40-Erv1l), MIM (Mim1, Mim2). Prvni fddek mapy obsahuje Ascomycota, do nichZ spadd i
S. cerevisiae, u niz byla velka ¢ast z proteint pouZitych v této studii poprvé popsana. Na opacné strané
mapy lezi Jakobida, jejichz mitochondrie maji mitochondridlni genom s nejvétsim poctem protein
kddujicich gend (Burger et al. 2013). Do skupiny Cryptomycota byly zahrnuty mikrosporidie spole¢né
s Rozella allomycis a Paramicrosporidium saccamoebae na zakladé literatury (Letcher et al. 2013;
Quandt et al. 2017). VétSina z proteind v této skupiné byla nalezena pravé u téchto dvou druh,

pfipadné u primitivni mikrosporidie Mitosporidium daphniae.

44



Z analyzy vyplyvd, Ze proteiny zachovalymi ve vsech liniich jsou Tom40, malé Tim proteiny,
Tim44, mtHsp70, GrpE, Pam16 a Pam18. S vyjimkou Pam17, ktery jako jediny chybi i ve skupiné
Jakobida, se zdaji byt vSechny proteiny PAM komplexu pomérné dobie konzervovany az na
skupiny Cryptomycota a Metamonada, kde je zastoupeni mensi. U téchto dvou skupin se ndm
obecné dafilo identifikovat mensi mnozstvi homologl. Je nutné zminit, Ze vétSina zastupcl
z obou skupin ma redukované formy mitochondrii (hydrogenosomy, mitosomy), coZ by mohlo
byt zdGvodnénim redukce samotnych importnich komplexd. Komponenty TIM23 translokazy
jsou na rozdil od motorového PAM komplexu méné konzervovany. Nejcastéji ztohoto
komplexu chybi Tim21, Tim23 a Tim17 se ve vétsiné organismu vyskytuji bud oba, nebo Zadny.
TIM22 komplex se zdd byt konzervovany jeSté o pozndni méné s vyjimkou malych Tim
proteinll, které ale nemusi byt nutné vazany pouze na TIM22 (viz kapitola 2.1). Tim54
nalezneme pouze ve skupindach Metazoa, Fungi a Cryptomycota, z ¢ehoZ Ize odvozovat, Ze se
vyvinul aZ u posledniho spolec¢ného predka téchto skupin a u vétsiny Cryptomycot byl nasledné
ztracen. U SAM komplexu se ndm potvrdila ztrata Sam50 u nékolika organism specifikovanych
v kapitole 5.2.3, kde jsme se problematikou bliZze zabyvali. Zatimco vyskyt Sam37 aZ na vyjimky
kopiruje vyskyt Sam50, Sam35 se pravdépodobné vyvinul az u odvozenych hub. Podobné tak
se pravdépodobné i cely MIM komplex vyvinul az u hub. Nejpestiejsi je situace u TOM
komplexu, kde je vyskyt jednotlivych komponent pomérné mozaikovity, coz ukazuje spise na
druhotné ztraty protein(. Tom7 se napfiklad vyskytuje témér ve vsech liniich, ale malokdy jsme

ho byli schopni identifikovat pro vSechny druhy dané linie.

5.6 Redukce importnich komplexi vlivem parazitického zptisobu Zivota

S pouzitim stejné bioninformatické pipeline jako v pfedchozi kapitole jsme se rozhodli zjistit,
zda existuje korelace mezi parazitickym zpUsobem Zivota a redukcemi mitochondridlnich
importnich komplexU. Z pfedchozi analyzy je naptiklad na prvni pohled patrné, Ze organismy ze
skupiny Cryptomycota, ktera je blizce pfibuzna houbam, ztratily celou fadu proteind. Avsak
predchozi analyza umozZiiuje pouze srovnavani celych linii. Pro srovnani organism( v ramci
jednotlivych linii bylo nejprve nutné z plvodnich datasetd vyclenit vSechny parazitické
organismy a vytvofit znich nové databdze. Ty byly nasledné pouzity pro vypocet
procentudlniho zastoupeni homologl stejné jako plvodni datasety pfi zjistovani celkové
distribuce proteind mitochondridlnich importnich komplex(i. Procentudlni zastoupeni u
neparazitickych zastupcl bylo poté vypocteno srovnanim zastoupeni u parazitickych zastupct
se zastoupenim u vSech zastupcu. Na zakladé vysledk( jsme vykreslily dvé teplotni mapy (Obr.
21).

Zvysledk(l je na prvni pohled patrné, Ze se nadm u parazitickych organismd podafilo
identifikovat mensi mnoZstvi homologl. Zejména u skupin Amoebozoa, Cnidaria a Ciliophora

jsou rozdily markantni, avSak pocet dostupnych dat nebyl idedlni. Na druhou stranu i u
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parazitickych hub, pro néz jsme méli vice dat, jsme az na vyjimky zaznamenali mensi mnozstvi
homologli. Ve skupindch Metamonada a Euglenozoa, kde jsme méli naopak méné dat pro
neparazitické zastupce, se spiSe zd4, Ze paraziticky zplUsob Zivota nema zasadni vliv. U obou
skupin je vsak identifikace homologl ¢asto sloZita a je pravdépodobné, Ze se nam ne vsechny
podafilo nalézt.
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Obrazek 21: Teplotni mapa distribuce proteinli importnich mitochondridlnich komplexd u

neparazitickych organismi (A) a parazitickych organisma (B). Sedivé jsou vyznaceny linie bez pfislusnych
zastupcu. V zédvorce jsou uvedeny pocty testovanych druhl pro danou fylogenetickou skupinu. Poradi
komplexd je nasledujici: TOM (Tom40-Tom5), SAM (Sam50-Sam35), TIM22 (Tim22-Tim10), TIM23
(Tim23-Tim21), PAM (Tim44-GrpE), MIA (Mia40-Erv1), MIM (Mim1, Mim2). Obecné se da fici, Ze se nam
u parazitickych zastupcl podafilo identifikovat méné homologl, pro vétsinu linii jsme vsak méli k

dispozici mensi pocet parazitickych neZ neparazitickych zastupcu.
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5.7 Maly Tim protein G. intestinalis

Jednim zvedlejsich vystupl naSich bioinformatickych analyz byla identifikace mozZného
homologu pro maly Tim protein v genomu G. intestinalis ( V6TL65, GL50803_2173). Podobné
jako malé Tim proteiny u T. vaginalis tento protein postrdda charakteristicky cysteinovy motiv
a jeho sekvence obsahuje pouze jeden cystein. Pravdépodobnostni skére (probability score)
navic nebylo idedlni (36,75%). BLAST sekvence proti databazi UniProtkKB nam kvali nizké
sekvencni identité s ostatnimi homology malych Tim proteind s ovérenim spravnosti klasifikace
nepomohl. PFi pouZiti BLAST proti transkriptomickym databazim pouzZitym v kapitole 5.2.2 jsme
vSak byli schopni identifikovat nékolik homologli. Z nalezenych sekvenci jsme vytvofili
alignment a HMM profil, ktery jsme nasledné pouzili v HMMER hledani v transkriptomech.
Postupnym obohacovdnim alignmentu o nové nalezené sekvence jsme byli schopni
identifikovat pomérné velké mnoizstvi sekvenci (Tab. 8). HHpred findlni alignment sestaveny
z 23 sekvenci klasifikoval jako rodinu malych Tim proteind s pravdépodobnostnim skére
99,77%. Nékteré sekvence testované jednotlivé pfitom dosahovali hrani¢niho skére podobné
jako sekvence G. intestinalis, vétSina sekvenci od C. membranifera naopak dosahovala velmi
dobrych skdre. Vétsina sekvenci také obsahovala ¢tyti cysteiny, avsak vzdalenost mezi nimi se
znacné odliSovala od standardniho motivu (Cx3Cx11-16Cx3C). S pomoci findlniho HMM profilu

jsme také hledali v proteomu S. salmonicida, avsak nebyli jsme schopni identifikovat Zadny

homolog.
G. intestinalis 1 1 36,75
C. membranifera || 15 ([ 4 | 92,99 | Tabulka 8: Pofet homologli malych Tim protein
E. cyprinoides 1 a 81,42 identifikovanych u G. intestinalis a ji blizce pribuznych
organismU. Hodnoty obsaZzené v prvnim sloupci udavaji
A. paluster 1 5 [| 92,99 | poet nalezenych homologd, hodnoty ve druhém udavaji
C. cuspidata 1 a 58.97 pocet cysteind v sekvenci s nejlepsim Probability skére pro
dany druh. Posledni sloupec uvadi tyto Probability skoére.
C. caulleryi 0 . v . .
Celkem se ndm podafilo identifikovat 23 homologli. U C.
K. bialata 2 2 96,85 | caulleryi jsme dostali jeden vysledek blizko prahu
signifikance, protein obsahoval ,zinc finger” motiv, avsak
D. brevis 2 3 90,98 R . , . -
s nejvétsi pravdépodobnosti se nejednalo o maly Tim.
S. salmonicida 0

Exprese HA-tagovaného proteinu G. intestinalis ukazala jeho specifickou mitosomalni
lokalizaci, jak je patrné z prekryvu se signalem pro mitosomalni marker GL50803_ 9296 (Obr.
22). Expresi proteinu se ndm vsak zifejmé z dlvodu nizké hladiny exprese nepodafilo ovéfrit

pomoci western blotu.
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A)

anti-HA prekryv

B)

anti-HA

Obrazek 22: Lokalizace malého Tim proteinu pomoci fluorescenéni mikroskopie u G. intestinalis.
Cervené je znacen na$ protein pomoci anti-HA protilatky, mitosomy jsou znaceny zelené pomoci anti-
GL5080_9296. Jadra jsou pomoci DAPI barvena modfe. V nékterych burikidch jsme pozorovali signal
nejen v mitosomech, ale i v oblasti jader (A), v naprosté vétsiné bunék vsak lokalizace naseho konstruktu

odpovidala mitosomdm (B).

Jako dalsi kontrolu jsme zvolili predikci 3D struktury proteinu (Obr. 23). V tomto ptipadé bylo
diky malé velikosti proteinu mozné poutzit pfistup ab initio. Zaroven jsme pouzili i homologni
modelovani, jelikoZ jsme méli k dispozici vhodny templat, strukturu Tim9 S. cerevisiae, kterd
byla publikovana v (Baker et al. 2009).
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A) B)

Obrazek 23: Predikce 3D struktury malého Tim proteinu G. intestinalis. A) Tim9 S. cerevisiae (PDB
identifikator: 3dxr, rfetézec A), B) model vytvoreny pomoci homologniho modelovani, C) model
vytvoreny metodou ab initio. Oranzoveé jsou vyznaceny a-helixy, ¢ervené jsou vyznaceny mista preruseni

a-helixu. N a C oznaduji konce proteina.

Predikované modely se lisi pfedevsim ve velikosti N-terminalniho a-helixu. U modelu ziskaného
homolognim modelovanim je krat$i (aminokyseliny 5-35 u homologniho, 2-45 u ab initio) a
obsahuje dva Useky, kdy je a-helix prerusen. C-termindlni a-helixy se naopak lisi pouze v jedné
aminokyseliné. Pomoci Ramachandronovych grafli jsme se pokusili odhalit problematické
useky. U homologniho modelu problematické useky sedi s pferusenim N-termindlniho a-
helixu, u ab initio modelu jsme v této ¢asti proteinu Zadny problém nezaznamenali. Oba dva

modely vsak ukazuji, Ze se jedna o strukturu, kterd odpovida malym Tim proteintim.
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6. Diskuze

6.1 Ztrata Sam50

Jednim z hlavnich cild prace bylo objasnit, zda G. intestinalis skute¢né ztratila Sam50 ¢i nikoli.
Pro ztratu Sam50 prinadsSime dva dikazy. Prvnim je neschopnost identifikovat Sam50 i u blizce
pfibuznych G. intestinalis, kdy nejblizsi pfibuzny organismus se Sam50 je C. membranifera.
Velka ¢ast metamonad tak Sam50 postrada. Pro G. intestinalis mame navic k dispozici nékolik
teoretickych proteomi pro rlzné asamblazZe, a povazujeme tedy za nepravdépodobné, Ze by
byl Sam50 ztracen béhem chybné predikce proteinli. MoZnym vysvétlenim je, Ze se Sam50 stal
u téchto organismu pfilis divergentnim na to, aby jej sou¢asné metody pro hledani homologl
dokdazaly detekovat. Pfipomenime napftiklad identifikaci Tom40 u G. intestinalis, pro niz bylo
zapotiebi pouzit HMMER, jelikoZ BLAST nebyl dostatec¢né citlivy (Dagley et al. 2009). Je mozZné,
Ze se octneme v obdobné situaci, kdy s pfichodem novych citlivéjSich metod bude moiné

Sam50 snadno identifikovat i u G. intestinalis.

V nasem dalSim Uusili jsme proto upravili nasi strategii na hleddni strukturné podobnych
proteinl. Vtomto pripadé bylo klicovym faktorem spravné vyhodnotit vérohodnost 3D
modell, coZ se ukazalo jako pomérné problematické. PfestozZe jsme kombinovali vice pFistupq,
je prakticky nemozné zamezit nadhodnoceni nékterych model(. Zejména proteiny s doménami
bohatymi na R-listy ziskavaly vysoké skore, ackoli se nejednalo o B-barely. Sefazeni model( dle
vérohodnosti je tak spiSe indikativni a nikoliv absolutni. Abychom vsak nevénovali vice ¢asu
optimalizaci skdrovacich metod nez samotnému hledani Sam50, rozhodli jsme se, Zze bude
Casové prijatelnéjSi pouzivat nedokonalé metody a manualné pak ovéfit nejlepsi vysledky.
Navic Zadny z modell proteinl G. intestinalis nedosahl skore, které bychom mohli povaZovat
za prijatelné a nebylo tak nutné fesit prfesné poradi modelll. PfestoZe uzndvame, Ze nase
pipeline pro hledani Sam50 na zakladé 3D struktury neni dokonald a zejména v oblasti
hodnoceni modell by jesté potiebovala vylepsit, povazujeme vysledek za signifikantni. V
pfipadé, Ze by Sam50 skutecné chybél, vyvstava otdzka, jak jsou u G. intestinalis vkladany R-
barely do membrany. Jednou z hypotéz mUze byt, Ze Tom40 prevzal roli Sam50 a dokaze sam
vkladat ostatni R-barely do membrany. Podobny pfipad moZna existuje. Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 2.3, v chloroplastech doslo k duplikaci proteinu Toc75, ktery funguje obdobné jako
Tom40. O funkci paralogu OEP80 se spekuluje, ale jednou z moznosti je, Ze zastava stejnou
funkci jako Sam50 (Day et al. 2019). U G. intestinalis se ndm ovsem nepodafilo identifikovat
vice kopii Tom40 a jeden protein by tak musel zastavat obé funkce, coZ z jinych organism

nezname.

V kapitole 5.2.3 jsme uvedli dal$i organismy bez homologu Sam50. Pomoci fylogenetickych
analyz jsme odhalili, Ze se na rozdil od G. intestinalis jednd o ztrdty na drovni druhd.

S vyjimkou nalevnik(, kde jsme vSak méli k dispozici pouze velmi omezeny dataset, netvofi
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organismy bez Sam50 oddélenou vétev jako je tomu ve skupiné Metamonada. Tom40 ma
z nasi zkusenosti obecné vétsi sklon k divergenci nez Sam50, a nékdy tak muUZe byt sloZité
homolog identifikovat (ATOM u trypanosom, Tom40 N.parisii), zatimco Sam50 je podstatné
konzervovanéjsi. O tom svédci i fakt, Zze jsme schopni identifikovat bez vétSich obtizi i
bakteridlni homology, coz se u Tom40 dosud nepodafilo. Jelikoz se nam podafilo identifikovat
homolog Tom40, je nepravdépodobné, ze by proteom obsahoval Sam50 a my jsme ho nebyli
schopni identifikovat. Na druhou stranu zejména u askomycetnich hub povazujeme ztratu za
krajné nepravdépodobnou i sohledem na to, Ze jsme u nich identifikovali nékteré jiné
komponenty SAM komplexu. Moznym vysvétlenim muize byt i nekompletnost proteomu. U
mikrosporidii by se dala ztrata oCekavat vice. Stejné jako G. intestinalis maji misto klasickych

mitochondrii mitosomy a redukce genomu je u nich ¢astym jevem.

Otazka vkladani Tom40 do vnéjsi mitosomalni membrany u G. intestinalis z(stava oteviena.
Zajimavym nalezem je v tomto sméru identifikace malého Tim proteinu. U eukaryot se Sam50
jsou malé Tim proteiny nezbytné pro pfeneseni Tom40 do SAM komplexu. Pfitomnost malého
Timu tak nasvédcuje, Ze Tomd40 prfichdzi do membrany z mezimembranového prostoru.
Jedinym zndmym RB-barelem vnéjsi mitosomalni membrany u G. intestinalis je pak samotny

Tom40, ktery by tak teoreticky mohl prebirat funkci Sam50.

6.2 Mutace f3-signalu

V kapitole 5.3 jsme se zabyvali R-signdlem mitochondridlnich R-barell a z vysledk( analyzy
vyplyva, Ze az na naprosté vyjimky je B-signal zachovan. V pfipadé vyjimek se jedna o
jednobodové mutace, pficemz vétSinu vyjimek nalezneme u T. vaginalis. Bylo by zajimavé
udélat podobnou analyzu zahrnujici nejen mitochondridlni R-barely, ale i bakteridlni a
chloroplastové RB-barely, na coz bohuZel jiz nezbyl ¢as. Dva z Sesti pfipadl mutace B-signalu se
vyskytuji u proteind z rodiny Hmp35, kterd je pravdépodobné specifickd pro trichomonady.
Mohlo by tak byt pfinosné zkusit najit dalSi mitochondridlni B-barely specifické pro urcité
eukaryotické linie a zjistit jak vypadad jejich R-signal. Prestoze programi pro predikci
transmembranovych R-barell je vice (Tab. 4), jejich spolehlivost je diskutabilni. Stejné tak
programy predikujici bunécnou lokalizaci nejsou vidy spolehlivé a pro nalezeni novych
eukaryotickych RB-barell by bylo zapotfebi vytvofit bioinformatickou pipeline vyuzivajici
soucinnost vice predikénich programu. JelikoZ je B-signdl pomérné dobie konzervovan, dal by

se pro hledani také dobre pouZit.

U proteinl Hmp36 jsme navic narazili na dalsi zvlastnost. Dle PSIPRED poloha R-signalu
neodpovidd poloze posledniho RB-listu. Pfesnost PSIPREDU u proteinli bez vice znamych
homologli vSak nemusi byt optimalni. Navic jak bylo zminéno v kapitole 5.3, prfesnost predikce

u transmembrdanovych protein( je obecné nizsi nez u solubilnich. Pfesto by jisté stalo zato
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provést analyzu, vramci které bychom predikovali sekundarni strukturu vsSech R-barell
pouZitych v kapitole 5.3 a zjistili vkolika procentech pripad R-signdl skutecné odpovida
poslednimu predikovanému B-listu. Predikce sekundarni struktury je vSak i pfi lokalnim pouziti
PSIPRED casové narocnd a v ramci této diplomové prace pro takovouto analyzu jiz nezbyl cas.
PSIPRED sice umoznuje vynechdni PSI-BLAST kroku, ¢imzZ se rychlost predikce vyrazné zvysi,
z nasi zkusenosti je vSak dopad na presnost a znacny a pro takovouto analyzu by pouziti této

verze mohlo vést k chybnym zavérim.

6.3 Teplotni mapy distribuce proteinti mitochondrialnich importnich
komplexii

V kapitolach 5.5 a 5.6 jsme vytvorili celkem tfi teplotni mapy vyobrazujici distribuci protein(
mitochondrialnich importnich komplex(. Analyza ukazala, Ze za univerzalné konzervované
mUlZeme povaZovat proteiny Tom40, Pam18, Pam16, mtHsp70, GrpE a malé Tim proteiny.
Jedna se o proteiny z rznych komplex(. Zatimco u MIM komplexu je patrné, Ze se vyvinul az u
hub, ztraty komplexd TIM22 a TIM23 povazujeme za sekundarni. Pravdépodobné neni
nahodou, Ze se nachazeji zejména u anaerobnich organism(. Na absenci téchto komplexl se
tak mohla vyznamné podilet ztrdta membranového potencialu, ktery by mohl byt nezbytny pro
jejich funkci. U SAM komplexu nam teplotni mapy potvrdily vysledky analyzy z kapitoly 5.2.3
(ztrata Sam50 v dalsich eukaryotickych liniich).

Pdvodni snaha o vytvoreni zcela automatizovaného procesu se ukazala jako neredlnd. V prvni
verzi programu jsme pouzivali postupné obohacovani alignmentu o nové nalezené homology
specifické pro danou eukaryotickou linii a opakované HMMER hleddni. Pro nékteré proteiny se
tato metoda ukazala jako vhodn3, ve vétsiné pfipadl s sebou vsak nesla pouze velké mnozstvi
falesné pozitivnich vysledk(. MnoZstvi chyb jsme se pokouseli omezit vhodnéjsim nastavenim
minimalni E-value pro signifikantni vysledek. Snizeni minimalni E-value ale pfineslo jiné
problémy, divergentni homology, napfiklad Tom40 ve skupiné Euglenozoa, nebyly vibec
identifikovany. Abychom nemuseli zvlast pripravovat specificky postup pro kaidy protein
v kazdé skupiné, rozhodli jsme se, Ze pocet iterativnich krokli omezime na jeden. Tim se
vyrazné snizil pocet falesné pozitivnich vysledkl, ale nepochybné jsme tim i ztratily nékteré
vzdalenéjsi homology. | pres snahu o automatizaci procesu bylo nutné vysledky manudlné
kontrolovat. Kvili velkému mnoZstvi dat jsme nebyli schopni projit vSechny vysledky, ale snazili
jsme se o odstranéni, co nejvétsiho mnozZstvi nepresnosti. Pro nékteré fylogenetické skupiny
jsme méli pomérné malo dat, cozZ jisté zkresluje vysledek. Vysledek je také ovlivnén tim, Ze
vétsSina téchto protein( byla poprvé popsana u S. cerevisiae. U MIM komplexu ¢i Sam35 je
jasné vidét, Ze se jedna o proteiny specifické pro houby. Kolik podobnych specifickych protein(
maji ostatni skupiny, je pochopitelné tézsi zjistit. Skupina Metamonada z analyzy vysla jako

skupina s nejvétsim poctem redukci importnich komplexu, pro T. vaginalis ale zname specifické
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mitochondridlni B-barely (Hmp35, Hmp36) a je tak otdzkou kolik unikatnich proteind
organismy z této i ostatnich skupiny maji. Pro lepsi pochopeni evoluce mitochondrialnich
importnich komplex( by také bylo vhodné mit vice proteom ¢i transkriptom pro Jakobida,
jejichZ mitochondrie se zachovdvaji nejvice mitochondridlni DNA ze vSech znamych eukaryot
(Burger et al. 2013). Jak moc je stav importnich komplex( A. godoyi typicky pro Jakobida
nedokdzeme fict, avSak nepfedpokladdme, ze by zde doslo k vyraznéjsSim sekunddrnim ztrdtam

protein(.

Teplotni mapy srovnavajici parazitické a neparazitické organismy nam ukazaly, Ze ve vétsiné
pripadl maji parazité komplexy redukovanéjsi. Parazitické organismy ale také casto Ziji
v anaerobnim prostfedi a maji redukované formy mitochondrii. Forma mitochondrie neni
v nasi analyze nijak zohlednéna, ale jisté by stdlo zato vytvofit obdobné teplotni mapy

reflektujici stav mitochondrie.
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7.7Zaveér

Cilem této prdace bylo ziskat nové poznatky o evoluci importu proteint do mitochondrii. Dlraz
byl kladen predevSim na proteinové komplexy vnéjsi mitochondridlni membrany, tedy
komplexy TOM a SAM, které az na vyjimky najdeme ve vSech eukaryotickych organismech.
Pravé na tyto vyjimky jsme se zaméfili. Tato prace tak prinasi dikazy o absenci homologu
Sam50 u G. intestinalis a ji blizce pribuznych organism(. Zaroven jsme ukazali, Ze takovato
ztrdta nemusi byt mezi eukaryoty zcela ojedinéla, avsak u ostatnich nalezenych organismU bez
zjevného homologu Sam50 jsou dlikazy pro absenci slabsi. JelikoZ jsou hlavnimi proteiny TOM i
SAM komplexu R-barely, byla provedena analyza sekvence pomoci niz spolu R-barely
interaguji, tzv. B-signalu. Dokazali jsme nalézt pouze Sest mitochondridlnich R-barell s mutaci
v B-signdlu, pficemi t¥i z piipad se vyskytovaly u T. vaginalis. Ze jsou importni komplexy
organism0 ze skupiny Metamonada, kam patfi pravé G. intestinalis a T. vaginalis, neobvyklé
bylo prokazano i nasi analyzou distribuce proteinl importnich mitochondridlnich komplext, do
niz bylo zahrnuto témér osm set organismu. V ni se také ukazalo, Ze parazitické organismy maji
komplexy ve srovnani se svymi volné Zijicimi pfibuznymi ¢asto redukované. Na druhou stranu
jsme se v ramci této prace Casto setkdvali s velmi divergentnimi homology, které nebylo vidy
mozné jednoduse identifikovat, a to zejména ve skupindch, kde nachazime nejvétsi mnozstvi
redukci. Povazujeme tak za pravdépodobné, Ze nékteré homology neni mozné identifikovat,

jelikoZ souc¢asné metody pro detekci homologie nejsou dostatecné citlivé.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ATOM »Archaic translocase of the outer mitochondrial membrane”
Bac_surface Ag »,Bacterial surface antigen”

BAM »3-barrel assembly machinery”

CcYc2 ,Cytochrome ¢ mitochondrial import factor 2
DAPI 4,6-diamid-2-fenylindol

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxynukleotidy

G418 geneticin

HA-tag hemagglutininovy tag

HMM skryty Markoviv model

LB rastové médium pro bakterie

MCMC Monte Carlo Markov Chain

Mdm10 ,Mitochondrial distribution and morphology protein 10“
MIA ,Mitochondrial intermembrane space assembly”
MIM ,Machinery of the inner membrane”

NIF fosfatazovd doména

PAM ,Mitochondrial protein import motor”

PBS fosfatovy pufr

PCR polymerazova retézova reakce

POTRA ,Polypeptide transport-associated domain®

RNA ribonukleova kyselina

SDS dodecylsiran sodny

SAM ,Sorting and assembly machinery“

TGS ,tris-glycine-SDS*” pufr

TIM ,Translocase of the inner memebrane”

TOM ,Translocase of the outer membrane”

Tween polyoxyethylensorbitanmonolaurat

VDAC ,Voltage dependent anion channel”
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