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Abstrakt

Anaerobni prvok Giardia intestinalis je nejcastéjSim stfevnim parazitem Clovéka. Paraziticky
zpusob zivota a evolu¢ni odliSnost vedly u G. intestinalis k pozoruhodnym adaptacim
bunécnych kompartmentii a metabolickych drah. Z tohoto diivodu piedstavuje G. intestinalis
unikatni modelovy organismus pro studium evoluce =zakladnich bunécénych drah.
Tou je 1 Guided Entry of Tail-anchored proteins (GET) dréha, kterd u eukaryot zarucuje post-
translacni vkladani tzv. tail-anchored (TA) proteinti do endoplazmatického retikula (ER).
Pro TA proteiny je charakteristicka C-termindlni transmembranova doména, ktera zaroven
pusobi jako targetovaci sekvence pro transport do membrany ER. Mezi funkce TA proteint
patii flize membrén, translokace proteinti ¢i regulace apoptdézy. GET draha je nejlépe
charakterizovand u kvasinek a savcl, avSak téméf vSechny jeji komponenty jiz byly
identifikovany i1 u G. intestinalis. Mala pozornost vSak byla dosud vénovana proteinu Getl,
ktery figuruje v kone¢nych krocich GET drahy jako inzertdza. U G. intestinalis se jedna
o jediného zastupce tzv. Oxal superrodiny inzertdz, které zajist'uji ko- i post-transla¢ni inzerci
proteinii do membran organel. Proto je Getl hlavnim tématem této diplomové prace.

Kli¢ova slova: Giardia intestinalis, Guided Entry of Tail-anchored proteins, tail-anchored
proteiny, endoplazmatické retikulum, Getl, pull-down, knock-out



Abstract

The anaerobic protist Giardia intestinalis is the most common intestinal parasite of human.
Parasitic life style and evolutionary divergence have led to remarkable adaptations of cellular
compartments and metabolic pathways in G. intestinalis. For this reason, G. intestinalis
represents a unique model organism for studying the evolution of fundamental cellular
pathway that plays a key role in the post-translational insertion of tail-anchored proteins (TAs)
to the endoplasmic reticulum (ER) in eukaryotes called Guided Entry of Tail-anchored
proteins (GET) pathway. TAs carry a single C-terminal transmembrane domain which also
serves as a targeting sequence for the insertion to the ER membrane. TA protein functions
include membrane fusion, protein translocation and regulation of apoptosis. GET pathway is
well studied in yeast and mammals but almost all of the GET pathway components have been
identified in G. intestinalis. However, not much attention was paid to Getl protein which
plays part in the final steps of GET pathway as the membrane insertase. It is also the only
member of Oxal superfamily of insertases found in G. intestinalis which are mediating co-
and post-translational insertion of proteins to organelle membranes. That makes Getl the
main topic of this thesis.

Key words: Giardia intestinalis, Guided Entry of Tail-anchored proteins, tail-anchored
proteins, endoplasmic reticulum, Getl, pull-down, knock-out
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1. Uvod

Giardia intestinalis je parazitem lidského stfeva Cloveéka a dalSich organismii a zplsobuje
onemocnéni zvané giardidza, se kterym se 1ze setkat jak v rozvojovych, tak i v rozvinutych
zemich. Jedna se o prvoka s unikatni a minimalistickou buné¢nou stavbou, ktera je zptisobena
sekunddrnim zjednoduSenim vlivem parazitického zplsobu zivota. G. intestinalis postrada
nekteré organely, jako jsou Golgiho aparat, peroxisomy ¢i lysozomy a u tohoto parazita lze
také pozorovat redukované mitochondrie, zndmé jako mitosomy. Velkou c¢ast buiky
pak zabird rozsédhlé¢ endoplazmatické retikulum (ER), ve kterém se odehravd mnoho
bunécnych pochodl. S ER je také spjata tzv. Guided Entry of Tail-anchored proteins (GET)
dréha, jez je evolu¢né konzervovanou drahou napfic eukaryoty a ptredstavuje jednu z posledné
popsanych protein-transportnich drah u eukaryot. Konkrétn¢ tato draha zajiStuje post-
translacni inzerci tzv. tail-anchored (TA) proteinii do membrany ER a byla popsana
u kvasinek a fady mnohobunéénych organismti (Borgese & Fasana, 2011; Schuldiner et al.,
2008). GET dradha je tvofena nékolika solubilnimi i membranovymi proteiny, jez byly
v posledni dob¢ identifikovany i u G. intestinalis (Najdrova, 2022). Poslednim c¢lankem
zbyvajicim pro Uplnou charakterizaci GET dréhy u tohoto prvoka byl membranovy protein
Getl, jehoz charakterizace byla hlavni naplni této prace.

Hlavnim cilem této prace bylo objasnit roli Getl v GET drdze na modelu
G. intestinalis. Nasim zamérem bylo nejen objasnit specifickou roli tohoto proteinu v biologii
parazita, ale 1 vyuzit jeho bunéény systém pro pochopeni obecné role proteinu
Getl v transportu TA proteinti a jeho interakce s dalSimi bunéénymi procesy. Za timto tcelem
jsme zvolili dva nezéavislé experimentalni ptistupy: (i) identifikace interak¢énich partnert Getl
a (i) vytvoreni bunécné linie postradajici Getl. Kombinaci téchto experimenti s metodami
bunééné biologie se ndm podafilo identifikovat piekvapivou interakci GET drahy
s podjednotkami EMC komplexu, o kterém se dlouho ptedpokladalo, ze se u G. intestinalis
nevyskytuje. Tato prace navazovala na piedchozi projekt charakterizace GET drahy
vypracovany v nasi laboratofi Mgr. Vladimirou Najdrovou, PhD. Vysledky ziskané v této
diplomové praci poslouzi jako zaklad pro budouci publikaci na téma evoluce a funkce
GET drahy u eukaryot.



2.  Literarni prehled

2.1. Giardia intestinalis

Giardia intestinalis je paraziticky anaerobni prvok nalezici do fadu Diplomonadida a skupiny
Metamonada (Burki et al., 2020). Jedna se o parazita tenkého stfeva clovéka a dalSich savc¢ich
hostiteld. Podle hostitelské specifity a genetické variability je druh G. intestinalis rozdélen
doosmi asemblazi (A-H), pficemzuclovéka se vyskytuji pouze parazité nalezici
do asemblazi A a B (Monis et al., 2009).

Zivotni cyklus G. intestinalis zahrnuje dvé stadia — infekéni cystu a pohyblivého
trofozoita. K ndkaze hostitele dochézi tlustosténnou cystou alimentarné ¢i oralné-fekalnim
pienosem. Po pozfeni cysty dochazi pii prachodu kyselym prostiedim traviciho traktu
k zah4jeni excystace, ktera probihd v duodenu. Trofozoiti se nésledné mnozi podélnym
délenim v oblasti tenkého stieva a pomoci tzv. ventralniho disku se pfichycuji ke stfevni
sténé, odkud pfijimaji potravu. Vlivem zvySené¢ho pH v dolni ¢asti traviciho traktu
pak dochazi k encystaci a G. intestinalis nasledn¢ ve formé¢ cyst opousti télo hostitele,
pficemz uvolnéné cysty jsou okamzité infekéni (Ankarklev et al., 2010; Einarsson et al.,
2016). Béhem zivotniho cyklu se také proménuje ploidie parazita, kterd se pohybuje od 4N
u trofozoit az k 16N u cyst (Bernander et al., 2001).

Infekce G. intestinalis se nazyva giardiéza a Ize se sni setkat jak v rozvojovych,
tak ve vyspélych zemich. Pribéh ndkazy miize byt symptomaticky i asymptomaticky (Ish-
Horowicz et al., 1989). V Ceské republice se u asymptomatickych jedincti mizeme setkat
se 7% prevalenci (Brozova et al., 2023). Klinicky obraz onemocnéni zahrnuje Gporné prijmy,
steatoreu, meteorismus ¢i bolest v epigastriu (Hanevik et al., 2009; Vlad, 2018). Po n¢kolika
tydnech obvykle ndkaza sama odezni, ve vyjime¢nych piipadech pak mize vést k chronickym
onemocnénim a syndromu drazdivého traéniku (IBS) (Hanevik et al., 2014).

2.1.1. Bunééna stavba

G. intestinalis je vyjimecnym organismem 1 z hlediska bunécné kompozice. Bunécna
stavba tohoto prvoka je zjednodusena nejen kvuli parazitickému zptisobu zivota, ale i kvuli
vyrazné evolu¢ni divergenci (Dacks et al., 2002; Embley & Hirt, 1998).

Pro buiiku trofozoitd je charakteristicky kapkovity tvar a diplozoické usporadani —
organely se v buiice nachazi ve dvou sadach. Typické jsou pro G. intestinalis dvé jadra, ktera
se 1 pfes podobnou morfologii 1i8§i mnozstvim genetické informace, kterou obsahuji. Kazdé
z jader muze vlivem aneuploidie a genovych deleci obsahovat jiny pocet chromozomt a jiné
mnozstvi gend (Tmova et al., 2007, 2016). Jadro spolu s axonemami a bazalnimi télisky
bicikli tvofi tzv. karyomastigont. G. intestinalis ma Ctyii pary biCiki — anterolateralni,
posterolateralni, ventralni a kaudalni. Axonemy bicikd maji klasickou mikrotubulovou ,,9+2
strukturu (Nohynkova et al., 2006). Mikrotubuly je tvofena i vyrazné specifické cytoskeletarni
struktura v bunkdch G. intestinalis — ventralni prisavny disk. Ptisavny disk slouzi
trofozoitiim k pfichyceni se na stfevni sténu hostitele a je unikatni nejen napfic ,,b&znymi*
eukaryoty, ale i napfi¢ vSemi zndmymi diplomonadami (Holberton, 1973). Builky trofozoitii
obsahuji jesté dalsi specifickou cytoskeletarni strukturu, kterou jsou medianni téliska. Jejich
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funkce doposud nebyla pln¢ objasnéna, ale pievazuje nazor, Zze by mohla fungovat jako
organizacni centrum mikrotubula (Elmendorf et al., 2003; T. C. Meng et al., 1996).

U tohoto parazita také najdeme vyrazné redukované mitochondrie oznacované jako
mitosomy (Tovar et al., 2003). Mitosomy na rozdil od klasickych, aerobnich mitochondrii
nedisponuji vlastnim genomem a také ztratily veskeré metabolické drdhy az na jedinou,
kterou je syntéza tzv. zelezo-sirnych center. Ta jsou dulezita napf. pro spravnou funkci
nekterych enzymu (Jedelsky et al., 2011; Martincova et al., 2015).

Pro G. intestinalis je typicky vyrazné redukovany endomembranovy systém. Postrada
klasicky Golgiho aparat (GA), peroxisomy ¢i lysozomy (Faso & Hehl, 2011). Velmi vyraznou
organelou endomembranového systému u G. intestinalis je endoplazmatické retikulum (ER)
(Obr.1). ER se rozprostira t¢émet po celé buiice jako sitovitd struktura tvofena mnoha malymi
cisternami (Soltys et al., 1996). Mohlo by se zdat, ze absenci GA bude postizen vezikularni
transport proteintl, ukazuje se vSak, ze G. intestinalis se na tuto ztrdtu dokonale adaptovala
a ER se zde podili jak na syntéze proteint, tak do jisté miry i na endocytdze a degradaci
endocytovanych extracelularnich proteini. Pravdépodobné tak ER bylo schopné ptevzit
do jisté miry 1 funkci GA (Abodeely et al., 2009; Faso & Hehl, 2011; Zamponi et al., 2017).
Endo- i exocytické procesy jsou vSak hlavni funkci tzv. perifernich vakuol (PV) (Cernikova et
al., 2018). PV jsou statické vacky, které se na jedné stran¢ mohou otevirat smérem
k bunéénému povrchu a na druhém konci interaguji prave s ER. Svou funkci pfipominaji
lysozomy, nebot’ stejné¢ jako u lysozoml mé obsah téchto vakuol kyselé pH. Hlavni funkci
PV je tfidéni a denaturace endocytovanych proteinil, dile neutralizace zasaditych Ccastic,
se kterymi G. intestinalis ptijde do styku v tenkém stfevé hostitele a naslednd exocytdza
nevyuzitych ¢i potencidlné Skodlivych latek. (Abodeely et al., 2009; Lanfredi-Rangel et al.,
1998; Zumthor et al., 2016).

Obr. 1 — Schéma rozmisténi ER v buiikach trofozoiti G. intestinalis. ER (svétle modre)
vyplnuje jako sit’ velkou ¢ast buiky. Tmavé modfe jsou oznacCena jadra, hnéd¢ pak mitosomy.
Prevzato z (Faso & Hehl, 2011).



Cely povrch bunky trofozoita je pokryt ochrannou vrstvou slozenou z tzv. variant surface
proteiniit (VSP), které pravdépodobné zajistuji tinik parazita ptfed imunitni odpovédi hostitele.
Existuje mnoho typt VSP, z nichZ je na povrchu parazita v dany okamzik produkovan vzdy
pouze jeden (Nash & Mowatt, 1992; Svird et al., 1998).

2.1.2. G. intestinalis jako modelovy organismus

Mimo medicindlni a veterinarni vyznam je G. intestinalis zkoumana také z molekularné-
biologického a evoluc¢niho hlediska. Piivodni hypotézy navrhovaly, ze zjednodusena bunécna
stavba je zpusobena bazdlnim postavenim tohoto prvoka na evolu¢nim stromu eukaryot.
Ukazuje se vsak, Ze k tomuto zjednoduseni doslo spiSe sekundarné kvili parazitickému
a anaerobnimu zptisobu zivota (Dacks et al., 2002; Embley & Hirt, 1998).

Vyhodou vyzkumu G. intestinalis je pomérné nenaronad kultivace tohoto prvoka
a moznost navozeni excystace i encystace in vitro (Gillin et al., 1989; Keister, 1983).
Nejcastéji studovany je kmen WB c6 zasemblaze A, jehoz genom byl prvnim
osekvenovanym genomem G. intestinalis (Morrison et al., 2007) a jehoZ genomova sekvence
byla neddavno upiesnéna (F. Xu et al., 2020). Pro genetickou manipulaci s G. intestinalis
se vyuziva transfekce plazmidové DNA a nasledna selekce antibiotiky (Singer et al., 1998;
Sun et al., 1998; Yee & Nash, 1995). V ramci funk¢nich studii tohoto parazita je vyuzivana
fada genetickych nastrojii — k docasnému utlumeni genové exprese byl pouzit CRISPR/Cas9
systém (Z. Q. Lin et al., 2019; Mclnally et al., 2019). K blokaci translace nékterych geni byly
také pouzity morfolino oligonukleotidy (Carpenter & Cande, 2009). Prvniho uspé$ného
odstranéni genu u G. intestinalis bylo docileno pomoci Cre/loxP systému (Ebneter et al.,
2016), avsak v nedavné dob¢ byl zaveden efektivni zptisob odstranéni genu ve vSech ¢tyfech
alelach pomoci CRISPR/Cas9 systému (Horackova et al., 2022).

2.2. Integralni membranové proteiny

Zhruba 25 % z celkového mnozstvi proteind v eukaryotickych bunkach tvofi membranové
proteiny (Hegde & Keenan, 2022). Najdeme je nejen v cytoplazmatické membrang,
ale i vendomembranovém systému buiiky a podle jejich topologie je muizeme rozdélit
do n¢kolika skupin: 1) membranové proteiny s jednou transmembranovou doménou (TMD)
s orientaci konci ,,C-in, N-out” (typ 1); 2) membranové proteiny s jednou TMD s orientaci
konct ,,C-out, N-in*“ (typ II); 3) tzv. tail-anchored (TA) proteiny, jejichz TMD je umisténa
na C-konci a N-konec smétuje do cytosolu a 4) polytopické membranové proteiny s nékolika
TMD (Obr. 2) (Borgese et al., 2019; Hegde & Keenan, 2022).

1 2 3 4

C M
Cytosaol

Lumen or extracellular



Obr. 2 — Typy membranovych proteini. 1) Proteiny s jednou TMD s orientaci ,,C-in, N-out*;
2) proteiny s jednou TMD s orientaci ,,N-in, C-out™; 3) tail-anchored (TA) proteiny; 4) polytopické
proteiny s nékolika TMD. Ptevzato a upraveno podle (Borgese et al., 2019).
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se o energeticky naro¢ny proces, ktery Casto vyzaduje aktivitu molekularnich chaperonti.
Nestabilita hydrofobnich TMD ve vodnim prostiedi cytosolu vede k agregaci proteint a jejich
vyfazeni z funkéniho cyklu (Cho et al., 2024; Tector & Hartl, 1999). Komplikace se objevuji
1 pfi samotném vkladani TMD do membrany ER - délka TMD nemusi odpovidat Siice
membrany ER, nebot’ v cilové destinaci miize mit membrana jiné charakteristiky (Sharpe et
al., 2010). Pro funkci membranovych proteinli je navic zasadni jejich spravna topologie,
ktera je ovlivnéna okolnimi membranovymi proteiny i ndbojem na obou strandich membrany
(Anghel et al., 2017). Spatné slozené membranové proteiny jsou ¢asto nesluditelné se Zivotem
organismu nebo se projevuji jako zavaznd onemocnéni, jako je napf. cysticka fibroza
¢i onemocnéni zraku retinitis pigmentosa (Shurtleff et al., 2018; Tector & Hartl, 1999).

VétsSina membranovych proteini je béhem jejich biogeneze vlozena nejdiive
do membrany ER, odkud jsou pak transportovany do jejich cilové lokalizace. Translokace
membranovych proteini mize probihat dvéma zplsoby, a to bud’ ko-transla¢né, nebo post-
translaéné (Deshaies & Schekman, 1987). Ko-translaén¢ mohou byt transportovany
membranové proteiny typu I, typu II a polytopické proteiny. Ve velké vétsiné piipadil je ko-
translacni translokace zavisla na tzv. signal recognition particle (SRP), ktera zprostiedkovava
transport membranového proteinu k translokonu v membrané ER (Keenan et al., 2001).
U skupiny TA proteinli v§ak ko-transla¢ni transport kvili jejich topologii neni mozny, a proto
mohou byt transportovany pouze post-transla¢n¢ (Borgese et al., 2003).

2.2.1. Tail-anchored (TA) proteiny

TA proteiny tvoii 3-5 % z celkového proteomu buiiky a jedna se o skupinu integralnich
membranovych proteinti s prostou topologii (Cho et al., 2024; Kutay et al., 1993; Rao et al.,
2016). Na N-konci se nachazi cytosolickd doména a jako targetovaci sekvence pro translokaci
do membrany ER slouzi jedind TMD, ktera se nachazi na C-konci. Za ni miZe nasledovat
kratky Gsek lumindlni sekvence, ktery neni del$i nez 30 aminokyselin (AK) (Borgese et al.,
2003; Kutay et al., 1993). Tato unikatni orientace TA proteint vSak vyzaduje specidlni zplisob
transportu, nebot’ C-termindlni targetovaci sekvence se v momenté ukonceni translace stale
nachazi v ribozomu a nemuze byt proto navdzana na SRP ¢astici pro ko-translacni transport
do membrany ER. Proto jsou TA proteiny translokovany azZ post-translaéné (Borgese et al.,
2003; Yabal et al., 2003).

Délka a hydrofobicita TMD ma vliv na cilovou destinaci TA proteinu. Proteiny s dlouhou
a vice hydrofobni TMD jsou transportovany na cytoplazmatickou membranu, proteiny
se sttedni délkou a hydrofobicitou TMD smétuji do endoplazmatického retikula a kratké
a slabé hydrofobni TMD jsou rozeznavany jako signal pro transport TA proteinu do vnéjsi
membrany mitochondrii. Hydrofobicita TMD také urcuje zplsob translokace TA proteinii —
zatimco TMD s vysokou hydrofobicitou jsou transportovany do membrany ER pomoci
tzv. GET drahy, TMD vykazujici niz§i hydrofobicitu jsou transportovany pies tzv. EMC



komplex (Borgese et al., 2003; Costello et al., 2017; Hegde & Keenan, 2022; Kalbfleisch et
al., 2007). Oba zminéné mechanismy translokace budou popsany v nasledujicich kapitolach.
Ukazuje se vsak, ze tyto dvé drahy se pravdépodobné¢ mohou piekryvat, nebot’” TA protein
Sec61p, podjednotka Sec translokonu v ER, vykazuje zavislost na obou zminénych drahach
(Guna et al., 2018). Kromé& vySe zminénych moznych lokalizaci se TA proteiny nachéazeji
1 v membranach dalSich organel, jako jsou peroxisomy (Elgersma et al., 1997), GA (Kohl et
al., 2011), ¢i jaderny obal (Manilal et al., 1996). Pii translokaci jsou vétSinou nejdiive vlozeny
do membrany ER, odkud jsou nésledné vezikuldrnim transportem doruceny do finalni
destinace. Krom¢ vnéjsi membrany mitochondrii se TA proteiny nachézeji také v thylakoidni
membrané chloroplasti (Mozdy et al., 2000; Von Loeffelholz et al., 2011). V obou piipadech
jsou TA proteiny vkladany piimo z cytosolu, pfi¢emz neni znamo, jaké faktory se tohoto
procesu ucastni (Borgese et al., 2003; Chartron, Clemons, et al., 2012).

Mezi vyznamné TA proteiny patii proteiny zajistujici vezikuldrni transport a fuzi
membran, jako jsou soluble N-ethylmale-imide-sensitive factor-attachment protein receptors
(SNARE), vesicle-associated membrane proteins (VAMP) ¢i VAMP-associated proteins
(VAP). Rada dalsich TA proteini se pak G¢astni stabilizace vétsich membranovych komplext
nebo funguji jako receptory pro proteiny transportované z cytosolu do dalSich bunéénych
kompartmentti. Napt. Sec6lp ¢i Sec6ly patii mezi podjednotky Sec translokonu,
ktery zajistuje ko-translanéni vkladani membranovych proteini do membrany ER. TA
proteiny TOMS, TOM6, TOM7 ¢i TOM22 se jako podjednotky TOM komplexu podili
na importu proteinli do mitochondrii. Ve vné&j§i membrané chloroplastii se pak nachazeji
podjednotky TOC translokdzy TOC33 ¢i TOC34. Do skupiny TA proteind patii také
cytochrom bs, cytochrom P450 nebo hem oxygenaza, které zajistuji pienos elektront.
V neposledni fadé¢ mezi TA proteiny také patii proteiny tzv. Bel-2 rodiny regulujici proces
apoptdzy v buiice (Borgese et al., 2003; Leznicki et al., 2010; Rao et al., 2016; Wattenberg &
Lithgow, 2001).

Podobn¢ jako u ostatnich eukaryot, fada TA proteini byla identifikovana
iu G. intestinalis, at’ uz se jedna o SNARE proteiny nebo o dalsi funk¢ni skupiny proteini
(Elias et al., 2008; Fry et al., 2022).

2.3. Post-translacni translokace membranovych proteini

NejcastejSim zplsobem translokace TA proteinil je tzv. GET draha. V této kapitole budou
zminény 1 dva dalsi syst¢émy — EMC komplex a SND komplex. GET draha zprostfedkovava
vyluéné post-translaéni transport TA proteind, zatimco EMC a SND komplex umoziuji kromé
post-translaéniho transportu TA proteini 1 ko-translacni transport polytopickych
membranovych proteinil (Aviram et al., 2016; Chitwood et al., 2018; Schuldiner et al., 2008).

2.3.1. Guided Entry of Tail-anchored proteins (GET) draha

GET draha je vysoce evolu¢né konzervovanou drahou pro transport TA proteintl, ktera
byla poprvé popsana u Saccharomyces cerevisiae (Schuldiner et al., 2008). V poslednich
15 letech byla popsana kromé kvasinek iu mnohobunéénych organismi, kde nese nazev
Transmembrane domain Recognition Complex (TRC) (Borgese & Fasana, 2011). Nékteré
komponenty GET dradhy byly popsany 1 u rostliny Arabidopsis thaliana ze superskupiny
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Archaeplastida (Stefanovic & Hegde, 2007; Xing et al., 2017) a u jednobunécnych parazita
Plasmodium falciparum patficiho do skupiny Apicomplexa (superskupina SAR) (Kumar et
al., 2021) a G. intestinalis ze skupiny Metamonada (superskupina Excavata) (Najdrova, 2022)
— detailnéji budou komponenty GET drahy u tohoto organismu popsany v kapitole 2.3.5.

Mechanismus translokace TA proteinu pomoci GET drahy lze rozdé€lit do tii
zakladnich krokl — transport proteinu uvolnéného z ribozomu pies cytosolicky, ¢i tzv. pre-
targetovaci komplex, transport proteinu pomoci ATPazy k membrané¢ ER a finalni inzerce
proteinii do membrany ER skrze membranovy inzertdzovy komplex (Borgese et al., 2019).

Po uvolnéni C-terminalni domény z ribozomu je nascentni TA protein pfipojen pomoci
chaperonu Heat shock protein 70 (Hsp70) na chaperon Small glutamine-rich tetratricopeptide
repeat [TPR]-containing protein 2 (Sgt2), aby doslo k zabranéni kontaktu hydrofobni TMD
s vodnym prostfedim cytosolu (Cho & Shan, 2018; Denic et al., 2013). Sgt2 poté interaguje
s Get5 podjednotkou heterotetrameru Get4/GetS, ¢imz dochazi k vytvoteni tranzientniho
komplexu Sgt2/Getd/Get5. Getd podjednotka nésledné interaguje s homodimerem Get3,
ktery funguje jako ATPéza, jez doruc¢i TA protein azk membran¢ ER. Zde interaguje
s inzertazovym komplexem Getl/Get2. Get2 zachyti Get3, pfiblizi ho k proteinu Getl,
kterému je TA protein piredan. Getl pak zajisti findlni vlozeni TA proteinu do membrany ER
(Obr. 3) (Borgese et al., 2019; Chartron, Clemons, et al., 2012; Denic, 2012).

V TRC draze mnohobun&tnych organisml figuruji ortology proteini GET drahy
(Tab. 1). Vyskytuje se zde navic protein Bcl2-associated athanogene co-chaperone (Bagé6),
ktery je soucasti pre-targetovaciho komplexu a spolu s ortology proteini Get4 a Get5 tvofi
heterotrimer Get4/Bag6/Get5, ktery plni stejnou funkci jako jednodussi Get4/Get5 komplex
kvasinek (Borgese et al., 2019).
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Obr. 3 — Schéma GET a TRC drahy. Nascentni TA protein je zachycen chaperonem Hsp70,
ktery ho ptredad chaperonu Sgt2. Poté je TA protein transportovan na komplex Get4/Get5 (kvasinkovy
model), ¢i na komplex Get4/Bag6/GetS (model u mnohobunéénych organismt). Z tohoto komplexu je
TA protein pienesen k proteinu Get3, ktery ho dopravi ke komplexu Getl/Get2 sidlicimu v membrané
ER. Komplex Getl/Get2 ma inzertdzovou funkci a zaruci vloZzeni TA proteinu do membrany ER.
Prevzato z (Najdrova, 2022).



Tab. 1 — Komponenty GET drahy u S. cerevisiae a jejich homology v TRC draze
u mnohobunéénych organismu. S. cerevisiae nedisponuje ortologem Bag6. Zkratky: SGTA — Small
glutamine-rich tetratricopeptide repeat [TPR]-containing protein A; Bagé — Bcl2-associated
athanogene 6; Ubl4A — Ubiquitin-like protein A; TRC35 — Transmembrane recognition complex of
35 kDa; TRC40 — Transmembrane recognition complex of 40 kDa; CAML — Calcium modulating
cyclophylin ligand; WRB — Tryptophan-rich basic protein. Pfevzato z (Najdrova, 2022).

S. cerevisiae | Metazoa
Sgt2 SGTA
- Bag6
Get5 Ubl4A
Get4 TRC35
Get3 TRC40
Get2 CAML
Getl WRB
2.3.1.1. Inicialni kroky GET drahy — Hsp70, Ydj1, Sis1

Kriticky vyznam v post-translaéni translokaci TA proteinii maji chaperony, které je
udrzuji v neslozeném stavu a zabranuji jejich agregaci v cytosolu (Lee et al., 2021).

Plvodné se predpokladalo, Ze chaperonem GET drdhy je vyluéné protein Sgt2
(Chartron et al., 2011; Chartron, VanderVelde, & Clemons, 2012; Simon et al., 2013). Ukazalo
se vSak, Ze Sgt2 jako chaperon pro zachyceni nascentniho TA proteinu neni dostateny
a ze inicialni zachyceni TA proteinu zprostiedkovava chaperon Hsp70, u kvasinek také
nazyvan Ssal. Tento chaperon se obecné podili na spravném skladani proteini a na jejich
uspéSném transportu (Tomiczek et al., 2020). U TA proteinii tomu neni jinak — Hsp70 se
okamzité prichyti na hydrofobni doménu nové syntetizovaného TA proteinu, ¢imz brani
Spatnému slozeni a zarucuje UspéSné predani TA proteinu k Sgt2 (Borgese et al., 2019; Cho et
al., 2024). Cinnost Hsp70 v GET draze je regulovana pomoci dvou co-chaperontl — proteint
Ydj1 a Sisl patiicich do skupiny tzv. J-domain proteinti (JDP) (Pedrola & Riidiger, 2021).
Jednou z tloh JDP je regulace ATP4zového cyklu chaperont (Liou et al., 2007). Ydj1 a Sisl
zajist'uji vazbu TA proteinu do vazebného mista Hsp70 za hydrolyzy ATP. Pii experimentalni
deleci se ukdzalo, ze Hsp70 je schopny transportu substratu ibez téchto co-chaperont,
avSak pritomnost JDP vyrazné¢ zvySuje UspéSnost tohoto procesu (Cho et al.,, 2021).
Bez Hsp70 je pak translokace TA proteinu do membrany ER téméf nemoznd, coz bylo
prokézano inaktivaci Hsp70 in vivo (Cho & Shan, 2018).

2.3.1.2. Pre-targetovaci komplex — Sgt2, Get4, GetS, Bag6

Funkci chaperonu Sgt2 je nasmérovat nové nasyntetizovany TA protein k jeho
doruceni k membran¢ ER (F. Wang et al., 2010).



Sgt2 tvofi dimer, ktery navazany TA protein odevzda Get3 ATPaze za pomoci
Get4/Get5 heterotetrameru u kvasinek ¢i Get4/Get5/Bag6 heterotrimeru u mnohobunéénych
organisml (Darby et al., 2014; K. F. Lin et al., 2021). Sgt2 je tvofen tfemi doménami —
v misté¢ N-termindlni domény dochazi k dimerizaci, na zakladé¢ které ma dimer otevienou
konformaci a je ptistupny interakcim s dal§imi proteiny (Simon et al., 2013). N-termindlni
doména je také mistem interakce s heterotetramerem Get4/Get5. U mnohobunéénych
organismi N-terminalni doména SGTA interaguje s N-terminalni doménou proteinu Bag6
(Chartron, VanderVelde, & Clemons, 2012). Dals§i doménou je tetratricopeptidova (TPR)
doména, vekteré senachazi vazebné misto pro chaperony a pies tuto doménu je
zprostfedkovany kontakt s Hsp70 s navazanym TA proteinem (Liou & Wang, 2005). Na TPR
doménu savciho ortologu SGTA se také mohou vazat receptory pro rastové faktory a proteiny
viru HIV (Chartron et al., 2011; Krysztofinska et al., 2017; Philp et al., 2016). Posledni, velmi
dilezitou doménou je C-termindlni doména bohatd na glutamin a methionin, ktera obsahuje
vazebné misto pro hydrofobni substraty zahrnujici i TA proteiny (Obr. 4) (Cho et al., 2024; K.
F. Lin et al., 2021). Ukézalo se, ze N-terminalni i C-terminalni doména jsou esencidlni
pro funkei proteinu, na rozdil od TPR domény, kterou lze postradat (Kohl et al., 2011). Delece
Sgt2 u kvasinek je mozn4, ale vede k defektim v lokalizaci TA proteini (Battle et al., 2010).

TA protein

TA protein

Obr. 4 — Schéma domén Sgt2 a jejich funkci v ramci GET drahy u 8. cerevisiae. Sgt2-N
zna¢i N-terminalni doménu proteinu, ktera zprostiedkovava dimerizaci a interakci Sgt2 s ubiquitin-
like (UBL) doménou Get5 (Get5-U). Sgt2-T oznacuje TRP doménu dulezitou pro interakci
se chaperony prenasejicimi TA protein. Sgt2-C pak zna¢i C-termnidlni doménu, kde se nachdzi
vazebné misto pro TA protein, jehoz TMD je chranéna chaperony, jako jsou Ssal ¢i Hsc82. Prevzato
z (Chartron et al., 2011).

Predani TA proteinu z Hsp70 chaperonu vede ke zméné konformace Sgt2 z oteviené
na zavienou, ¢imz je zabranéno ztrat¢ substraitu a hydrofobni doména substratu
je tak chranéna pted agregaci ve vodném prostiedi cytosolu. Pro ochranu substratu jsou nutné
ob¢ C-termindlni domény homodimeru, jinak hrozi uvolnéni substratu z vazebného mista.
Je také mozné, ze Sgt2 funguje jako filtr pro vybér dostatecné hydrofobnich TA proteint
pro translokaci pies GET drahu. Ptikladem jsou mitochondridlni TA proteiny, jejichz TMD
je slabé hydrofobni. Tyto proteiny jsou ziejm¢ chaperonem Hsp70 transportovany
az k membrané mitochondrii bez ucasti Sgt2 (Cho et al., 2024; Rao et al., 2016; F. Wang et
al., 2010).



Sgt2 nefunguje pouze jako vstupni bod GET dréhy, ale ma zna¢ny vliv na udrzeni
homeostaze proteind, jez je zaruCena skrze jeho chaperonovou aktivitu. NejspiSe reguluje
ATPéazovou aktivitu chaperonu Hsp70 (Angeletti et al., 2002) a podili se také na retrogradnim
transportu polyubiquitinovanych proteini pfes ER-associated degradation (ERAD) drahu
a jejich degradaci v proteazomu (Y. Xu et al., 2012). Sgt2 také umoznuje spravnou lokalizaci
integralnich membranovych proteini — brani ubiquitinaci mislokalizovanych proteini,
¢imz oddaluje jejich degradaci v proteazomu a zvysuje pravdépodobnost jejich post-translacni
translokace (Wunderley et al., 2014). Nedostatecna funkce SGTA u Homo sapiens ziejmé
hraje roli vrozvoji onemocnéni neurodegenerativniho charakteru a tento protein je také
vyuzivan beéhem infekce polyomavirem pro transport viru z ER do cytosolu (K. F. Lin et al.,
2021).

Get4 je evolucné konzervovany protein, ktery se nachazi u mnohych eukaryotickych
skupin. Zadny homolog Get4 viak dosud nebyl nalezen u bakterii ani zastupct skupiny
Archea, stejn¢ jako vétSina komponent GET drédhy (Chartron et al., 2010; Fernandes et al.,
2008). C-konec tohoto proteinu obsahuje né€kolik repetic a-helixli, pomoci kterych se vaze
na N-termindlni doménu Get5 za vzniku heterotetrametrniho komplexu Get4/Get5 (Chartron,
Clemons, et al., 2012; Chartron, VanderVelde, Rao, et al., 2012; Jonikas et al., 2009). Pfes N-
termindlni doménu pak interaguje s ATPazou Get3, ¢imz zajistuje predani TA proteinu
z komplexu Get4/Get5 na tuto ATPazu (Bozkurt et al., 2010; Gristick et al., 2014). Get5 byl
puvodné popsan jako protein Mdy2, ktery ma u kvasinek zasadni vliv na jejich parovani (Hu
et al., 2006). Centralni ubiquitin-like (UBL) doména tohoto proteinu je urcena k interakci
s Sgt2 proteinem, od kterého piijima transportovany TA protein (Battle et al., 2010; Chang et
al., 2010; Chartron, VanderVelde, & Clemons, 2012). Zatimco odstranéni Get4 i Get5 vede
ke zpomaleni rlstu a snizeni velikosti populace kvasinek (Chang et al., 2010; Chartron et al.,
2010), unadorovych bunék vyvolavaji tyto proteiny opacné fenotypy — u mySich modelt
vede odstranéni Get4 ke zpomaleni ristu nadoru, zatimco odstranéni ¢i utlumeni exprese
Get5 vede k rychlejsi nadorové progresi (H. Chen et al., 2019; Koike et al., 2022).

Tyto odliSnosti mezi kvasinkovymi a lidskymi ortology mohou odraZet jejich odliSnou
organizaci. TRC3S5, ortolog Get4, neobsahuje na C-konci a-helixy nutné pro interakci s Get5
a UbI4A, ortolog Get5, neobsahuje N-terminalni doménu pro interakci s Get4 (Chartron et al.,
2010; Mock et al., 2015). Namisto téchto domén je u TRC dréhy interakce TRC35 s Ubl4A
v pre-targetovacim komplexu zprosttedkovana dal§im proteinem, Bcl-2 associated athanogene
6 (Bag6). Bag6 byl poprvé popsan jako Human Leukocyte Antigen (HLA) - B associated
transcripts 3 (Bat3), ktery je soucasti klastru gend na chromozomu Sest zahrnujiciho geny
pro hlavni histokompatibilni komplex (MHC) III. tfidy (Banerji et al., 1990; Leznicki et al.,
2010).

Bagb6 je velky protein (1132 AK) tvofeny nékolika doménami — UBL doménou na N-
konci, centrdlni doménou bohatou na prolin, doménou s jadernym lokaliza¢nim signalem
(NLS) a BAG doménou na C-konci (Chartron et al., 2011; Kabbage & Dickman, 2008; Yan et
al., 2003). Spolu s proteiny TRC35 a Ubl4A tvofti heterotrimerni komplex (Hessa et al., 2011;
Mariappan et al., 2010), avSak s TA proteiny sam fyzicky neinteraguje. Tvoii jakysi most
pro TRC35 a Ubl4A (Obr. 5), se kterymi interaguje prostfednictvim jejich C-terminalnich
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domén. TRC35 se na Bag6 vaze v misté NLS, ¢imz tuto sekvenci maskuje a brani tak jaderné
lokalizaci Bag6. Ubl4A se na Bag6 vaze v mist¢ BAG domény (Mock et al., 2015).

Obr. 5 — Schéma prenosu TA proteinu pomoci pre-targetovaciho komplexu TRC drahy.
V této draze lze najit unikatni protein Bag6, ktery nema sviij kvasinkovy ortolog. Zajimavosti je,
Ze iptes svou zasadni dulezitost pii pfenosu TA protein sam Bag6 s TA proteinem fyzicky
neinteraguje, nebot” plsobi jako mustek mezi proteiny TRC35 a Ubl4A a zprostfedkovava vznik
heterotrimeru TRC35/Bag6/Ubl4A. TA protein je z SGTA proteinu pienesen pres Ublda a TRC35
az k cytosolické ATPaze TRC40. Na schématu je znazornén i pocet domén jednotlivych proteint
a jejich vzajemné interakce. Pfevzato a upraveno podle (Mock et al., 2015).

Jest¢ pred objevenim role Bag6 v transportu TA proteinii byl tento protein znam
pro velké mnozstvi dalSich funkci. Jednou znich je imunoregulace — Bag6 se podili
na aktivaci tzv. natural killer (NK) bunék ¢i reguluje funkei Thl lymfocytd (Kédmper et al.,
2012; Mock et al., 2015; Simhadri et al., 2008). Dale se podili na kontrole kvality proteind —
ucastni se degradace Spatné¢ sbalenych membranovych proteinii a zastdva vyraznou roli
v ERAD draze. Bag6 zde figuruje jako chaperon s tzv. holddzovou aktivitou — pomaha
prenaSet proteiny z ERAD drahy do proteazomi na degradaci, zatimco udrzuje jejich
solubilitu v cytosolu (Akahane et al., 2013; Mock et al., 2017; Q. Wang et al., 2011; Y. Xu et
al., 2012). Role Bag6 v kontrole kvality proteini se ukazuje jako zéasadni pro rozvoj
onemocnéni, b&hem kterych dochazi k akumulaci Spatné sbalenych proteintl, jako je tomu
napt. u Parkinsonovy choroby (Minami et al., 2010). Bag6 je také spojovan s tadou
nadorovych onemocnéni (Binici & Koch, 2014), coZ podporuje experimentalni odstranéni
Bag6, které vedlo k zastaveni bunécného cyklu (Winnefeld et al., 2006). Dalsi funkci Bagb6 je
regulace apoptozy skrze interakci s Reaper proteinem, ktery je hlavnim apoptotickym
faktorem u Drosophila melanogaster (Krenciute et al., 2013; Thress et al., 2001).

2.3.1.3. Targetovaci faktor Get3
ATPaza Get3 byla prvnim objevenym proteinem GET drédhy (Stefanovic & Hegde,
2007). Zaujima dvé ATP-dependentni konformace - otevienou apo konformaci

bez navazaného ATP a zavienou konformaci s navazanym ATP. Zaviena konformace je nutna
pro zachyceni TA proteinu (Obr. 6) (Fry et al., 2022; Gristick et al., 2015; Stefer et al., 2011;
Suloway et al., 2009). Get3 je tvofen N-terminalni nukleotid-vazebnou doménou a kratkou
oblasti tvofenou a-helixem, ktery umoznuje vazbu TA proteinu a také plsobi jako ,,poklop*
branici zachyceni TA proteinu jinymi chaperony (Chio et al., 2019). U Get3 je nejCasteji
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pozorovana tvorba homodimeru, ktery je stabilizovan zine¢natym kationtem vyskytujicim se
mezi dvéma pary konzervovanych cysteinii (Mateja et al., 2009). U homologl ve skupiné
Archea byla vSak pozorovana i tvorba tetrameru (Suloway et al., 2012).

Obr. 6 — Model konforma¢nich zmén targetovaciho faktoru Get3. 1 — Get3 v oteviené
apo konformaci bez navazaného ATP. 2 — Po navazani ATP dojde ke zméné z oteviené apo
na zavienou konformaci, ktera umoznuje vazbu TA proteinu do vazebného mista mezi podjednotkami
dimeru. 3 — Get3 v uzaviené konformaci s navazanym TA proteinem (Cervené). Pfevzato a upraveno
podle (Fry et al., 2022).

Get3-ATP interaguje s komplexem Get4/Get5/Sgt2 s navazanym TA proteinem.
Pfi interakci s timto komplexem, respektive s proteinem Get4, dojde k doCasné inhibici
hydrolyzy ATP, néasledkem cehoz Get3 zlstava v uzaviené konformaci a muze tak dojit
k ptedani TA proteinu do hydrofobniho Zzlabku Get3. Nésledna disociace Get3-TA-ATP
od pre-targetovaciho komplexu vede k hydrolyze ATP a Get3-TA-ADP se ptesouva
k membrané ER, kde se nachazi inzertdzovy komplex Getl/Get2. Interakce Get3 s Get2 vede
k uvolnéni ADP a naslednd interakce s Getl zprostfedkovava presun TA proteinu z oteviené
konformace Get3 do membrany ER. Na apo Get3 v oteviené konformaci se poté mize
navdzat nové ATP, cozvede ke vzniku uzaviené konformace a Get3 poté disociuje
od membrany ER a muze opét interagovat s pre-targetovacim komplexem (Bozkurt et al.,
2009; Favaloro et al., 2010; Gristick et al., 2014; Kubota et al., 2012; Mariappan et al., 2011).

Ukazuje se, ze interakce mezi Get4 a Get3 je zésadni pro pfedani TA proteinu. Get4
svou N-terminalni doménou interaguje s obéma monomery Get3 a mezi témito proteiny lze
pozorovat dvé¢ interakéni rozhrani — tzv. kotvici rozhrani zarucujici kontakt mezi Get4 a Get3
a regulacni rozhrani, které inhibuje ATPazovou aktivitu Get3 a brani tak hydrolyze ATP,
¢imz udrzuje Get3 v uzaviené konformaci a umoziuje piredani TA proteinu (Gristick et al.,
2014). Pro efektivni transport TA proteintl interaguje Get3 dimer vzdy se dvojici komplexu
Get4/Get5 (Chang et al., 2012).

Get3 se zda byt klicovym proteinem GET drahy. Zatimco jeho delece u kvasinek
se projevila nejen nespravnou lokalizaci TA proteinli, u mySich modeli je delece TRC40
(=ortolog Get3) neslucitelnd se zivotem (Mukhopadhyay et al., 2006). Kromé¢ transportu
TA proteinti mé Get3 1 jiné funkce — za oxidativniho stresu funguje jako na ATP nezavisla
chaperon holdaza — chrani TA protein pfed agregaci v solubilnim prosttedi (Powis et al., 2013;
Voth et al., 2014). Za zminku stoji fakt, Ze bakterialni homolog Get3, ArsA, se nijak nepodili
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na transportu proteinti, ale zajistuje rezistenci buniky proti t€zkym kovim (C. M. Chen et al.,
1986).

2.3.14. Inzertazovy komplex Getl/Get2

Get3 doruci TA protein k inzertazovému komplexu v membrané ER, ktery je tvofen
proteiny Getl a Get2 (Jonikas et al., 2009). Tento komplex je vysoce evolucné konzervovany
napfi¢ eukaryoty (Asseck et al., 2021).

Get2 je integralni membranovy protein, ktery je ukotven v membrané pomoci
tti TMD. Jeho charakteristickym znakem je cytosolicka N-terminalni doména, ktera obsahuje
nekolik pozitivné€ nabitych aminokyselin. Tato doména funguje jako ,,raménko*, které zachyti
komplex Get3-TA, ¢imz ho pfiblizi k mist¢ vlozeni TA proteinu. Dlouho se mélo za to,
ze Get2 slouzi pouze k zachyceni Get3 a nemé Zadny vliv na jeho konformaci (Mariappan et
al., 2011; Stefer et al., 2011; F. Wang et al., 2011). Ukazuje se vSak, Ze Get2 se spolecné
s Getl (viz nize) u S. cerevisiae podili i na zmén¢ konformace Get3 ze zaviené na otevienou
a ovliviiuje tak samotné uvolnéni TA do membrany ER. Déje se tak diky dvéma sekvencim
oznaCovanym jako ,,molecular recognition features* (MoRF). Pfi mutaci v téchto sekvencich
dochazelo k oslabeni inzerce TA proteinli do membrany ER (Chio et al., 2021). Za zminku
stoji také sav¢i analog CAML. I presto, Ze se jednd o protein s totoznou funkci jako je Get2,
nesdili s Get2 zadnou sekvencni podobnost (Yamamoto & Sakisaka, 2012).

Poté Get3-TA interaguje s proteinem Getl. Getl je, stejn¢ jako Get2, integralni
membranovy protein tvofeny tfemi TMD (Mateja & Keenan, 2018). Mezi prvni a druhou
TMD se nachazi cytosolickd coiled-coil doména, kterd je nezbytné pro interakci s Get3-TA.
Treti TMD pak zprostiedkovava interakci s Get2 (Anghel et al., 2017; McDowell et al.,
2020). Coiled-coil doména ma strukturu podobnou svorce, kterd se vmezeti mezi dvé
podjednotky Get3, ¢imz destabilizuje komplex Get3-TA a dojde k naruseni hydrofobniho
zlabku Get3, ve kterém je TA navazan. Zaroven dojde k uvolnéni ADP z nukleotid-vazebného
mista Get3. VySe zminéné procesy vedou kezméné konformace Get3 ze zaviené
na otevienou, cozumozni uvolnéni TA proteinu a jeho nésledné vloZzeni do membrany.
Get3 je uvolnén z komplexu Getl/Get2 v okamzik vazby nové molekuly ATP (Obr. 7)
(Mariappan et al., 2011; Stefer et al., 2011).

2

1 Get2 Get1




Obr. 7 — Schéma interakce Get3 s inzertizovym komplexem Getl/Get2 pti vloZeni TA
proteinu do membrany ER. 1 - Get3 dimer se v zaviené konformaci s navazanym nukleotidem
a TA proteinem piiblizi k membrané ER. 2 - Get2 interaguje s Get3 pomoci cytosolického N-
terminalniho raménka, ¢imz pfisune Get3 blize k proteinu Getl. 3 - Getl pomoci dvou coiled-coil
domén rozevird dimer Get3, ¢imz naruSuje substrat-vazebny hydrofobni zlabek a nukleotid-vazebné
misto. Tim dochdzi k pfesmyku zuzaviené konformace Get3 na otevienou a dojde k uvolnéni
jak ADP, tak TA proteinu, ktery je ndsledné vloZzen do membrany ER. 4 - Vazba nové molekuly ATP
na Get3 dimer umozni jeho disociaci od komplexu Getl/Get2. Pievzato a upraveno podle (F. Wang et
al., 2011).

Ackoliv spolu Getl a Get2 tvoii stoichiometricky komplex, struktura tohoto komplexu
dosud neni plné objasnéna (F. Wang et al., 2014). V soucasné dob¢ existuji tfi mozné modely
komplexu. Prvni model popisuje existenci Getl/Get2 heterodimeru, piicemz Get3-TA
interaguje s jednou kopii Get2 a nasledné s jednou kopii Getl. Tento model je nejmensi
moznou funk¢éni jednotkou pro inzerci TA proteinti (Zalisko et al., 2017). Druhym modelem
je heterotetramer. V tomto piipadé dochazi k interakci s obéma podjednotkami Get3 dimeru
pomoci dvou kopii Get2 a uvolnéni TA proteinu a ADP je =zajiSténo pomoci
cytosolickych domén dvou kopii Getl (McDowell et al., 2020, 2023). Tteti model popisuje
existenci dynamického heterotetrameru. K tetramerizaci komplexu Getl/Get2 dochézi
azv okamziku ptiblizeni Get3-TA komplexu (Kubota et al., 2012). Zda se,
ze aCkoliv heterodimer Getl/Get2 je dostateny pro inzerci TA proteinll, existence
heterotetrameru zvysSuje efektivitu inzerce (McDowell et al., 2020).

I presto, ze proteiny Getl a Get2 tvofi evoluéné konzervovany komplex napfic¢
eukaryotickymi skupinami, nejednd se o proteiny esenciadlni (Matsumoto et al., 2022;
McDowell et al., 2023). Bylo vSak prokazano, ze u kvasinek pfi absenci jednoho z proteint
dochazi ke sniZeni exprese toho druhého (F. Wang et al., 2011). Absence Getl/Get2 komplexu
pak vede k cytosolické agregaci Get3 snavazanym TA proteinem. Béhem stresovych
podminek vSak mize byt i ztrata Getl u kvasinek letalni (Schuldiner et al., 2008). Absence
sav€iho homologu Getl, WRB, miZe vést k srde¢nim poruchdm ¢i k porucham zraku
a sluchu u ¢lovéka i dalSich savct (Sojka et al., 2014; Vilardi et al., 2011; Vogl et al., 2016).
Pti experimentalni deleci Getl v nékterych piipadech doslo k defektim v morfogenezi
mitochondrii (Dimmer et al., 2002) a odstranéni celého komplexu Getl/Get2 velice vyrazné
snizuje efektivitu mitofagie (Onishi et al., 2018). Odstranéni ortologu Getl u A. thaliana
vedlo k vyraznému zpomaleni riistu bun€k kofenového vlaseni, které rostlinam umoziuje
pfijimat Ziviny z pidy (Xing et al., 2017).

2.3.2. Oxal superrodina inzertaz — Getl, EMC3, TMCO1

Bioinformatické analyzy ukazaly, ze Getl sdili topologické a strukturni charakteristiky
s proteiny tzv. Oxal superrodiny. Jadro této superrodiny tvoii proteiny Oxal, Alb3 a YidC,
které zprostredkovavaji biogenezi membranovych proteini (Anghel et al., 2017; Hennon et
al., 2015).

Proteiny Oxal, Alb3 a YidC zajistuji inzerci membranovych proteini, jako jsou
podjednotky dychaciho tetézce ¢i fotosyntetickych komplexti. Mohou fungovat nejen jako
inzertazy, ale také jako chaperony (Hennon et al., 2015; P. Wang & Dalbey, 2011). Protein
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YidC se nachézi v cytoplazmatické membrané bakterii, kde zajiStuje ko- i1 post-translacni
vkladani proteini do membrany. Ve vétSin¢ piipadl spolupracuje se Sec translokonem
aribozomem. Oxal se nachdzi ve vnitini membrané mitochondrii a spolu s jeho paralogem
Oxa2 umoziuje vkladani membranovych proteinti do vnitini mitochondrialni membrany.
Alb3 se nachazi v thylakoidni membrané chloroplasti rostlin a zajiStuje post-translacni
inzerci membranovych proteinti (Anghel et al., 2017; Hennon et al., 2015; Petrt et al., 2021).

Pfi hledani dalSich moznych homologii patficich do Oxal superrodiny byl nalezen
archealni YidC-like protein 1 (Ylp1), ktery patii do té doby patiil do evoluéné konzervované
rodiny proteinti o nezndmé funkci DUF106 (Borowska et al., 2015). Jako eukaryotické
homology Ylpl byly posléze identifikovany tfi proteiny nachézejici se v membrané ER.
Jednim z nich je Getl a dal§imi proteiny jsou EMC3 a TMCO1 (Obr. 8) (Anghel et al.,
2017). VSechny tyto integralni membranové proteiny maji tii TMD, coiled-coil doménu
mezi prvni a druhou TMD, do cytosolu sméfujici hydrofilni Zlabek pro interakci se substratem
a ,,N-in, C-out™ topologii (McDowell et al., 2021). Za experimentalnich podminek mohou byt
tyto homology navic i ¢astecné funkené zastupitelné (Anghel et al., 2017; Giingor et al., 2022;
P. Wang & Dalbey, 2011).

mito plastid ER
IEM  thylakoid
Oxal  Oxa2 Alb3.1 Alb3.2 TMEOT
Oxa/YidC/Alb3 i ’ ’ ’ p v '
| EMC3 Get]

Obr. 8 — Eukaryotické homology prokaryotické inzertazy YidC. Ve vnitini membrané
mitochondrii 1ze najit Oxal a jeho paralog Oxa2, v thylakoidni membrané chloroplastii pak 1ze najit
Alb3. Mezi homology YidC sidlici v ER pak patfi proteiny EMC3, TMCOIl a Getl. Pievzato
a upraveno podle (Petrt et al., 2021).

O Getl a jeho interakci s Get2 bylo pojednano jiz v minulé kapitole, a proto bude tato

kapitola dale zaméfena zejména na dalSi dva homology, jejich funkci a interakéni partnery
(Obr. 9).

EMC3 je soudasti tzv. ER membrane protein complex (EMC). Ulohou tohoto
membranového komplexu je post-transla¢ni inzerce TA proteinii a ko-translac¢ni inzerce
polytopickych membranovych proteini do membrany ER. Hlavnim interakénim partnerem
EMC3 je podjednotka EMC6, homolog proteinu Get2. EMC3/EMC6 komplex je obklopen
transmembranovymi doménami dalSich EMC podjednotek, které zajistuji stabilitu celého
komplexu (Bai et al., 2020; McDowell et al., 2021; Pleiner et al., 2020). Mutace v EMC3
u mysi vede k poruchdm zraku spojenym se $patnym vyvojem sitnice (Xiong et al., 2020; X.
Zhu et al., 2020). EMC3 také funguje jako regulator bunécného cyklu a mutace v genu
koédujicim tuto podjednotku mohou vést az k nddorové transformaci buné€k (Tang et al., 2023).

Transmembrane and coiled-coil domains 1 (TMCO1) je protein, jehoz funkce byla
dlouhou dobu nejasnd i piesto, Zze se jednd o evolu¢né konzervovany eukaryoticky protein.
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Interakénim partnerem TMCOI1 je protein C20orf24, také popisovan jako ,,obligate partner
of TMCOI1 insertase” (OPTI), ktery je ve skuteCnosti, podobn¢ jako EMC6, homologem
proteinu  Get2 (Sundaram et al, 2022). TMCO1 zajiStuje ko-translacni inzerci
multidoménovych membranovych proteint za tvorby velkého komplexu s ribozomem a Sec
translokonem. Dalsi vyznamnou funkci TMCO1 je homeostize vépenatych iontd
skladovanych v ER (McGilvray et al., 2020; Q. C. Wang et al., 2016). Mutace v TMCOI1
muze u Cloveka vést k zelenému zékalu ¢i ke kraniofacidlnim deformitdm a mentalni retardaci
(Caglayan et al., 2013; Xin et al., 2010).

Cytosol

Lumen ER

Obr. 9 — Zjednodusené schéma proteinii Oxal superrodiny, které i s jejich interakénimi
partnery sidli v membrané ER. Getl, EMC3 i TMCOI1 sdili stejnou architekturu — u vsech
zminénych proteini lze pozorovat evolu¢né¢ konzervovanou cytosolickou coiled-coil doménu
a hydrofilni Zlabek pro kontakt se substratem. Getl tvofi komplex s proteinem Get2, EMC3 tvofi
komplex s proteinem EMC6 a TMCOI1 tvoii komplex s proteinem C20orf24 (OPTI). Zminéni
interak¢éni partnefi proteint Oxal superrodiny jsou taktéZ vzajemnymi homology. U komplexu
Getl/Get2 si lze vSimnout cytosolického raménka Get2 pro interakci s Get3, které EMC6
ani C20orf24 nemaji. Komplex EMC3/EMC6 pak tvoti spolu s dal§imi proteiny EMC drahy
mnohapodjednotkovy komplex v membrané po snazsi transport integralnich membranovych proteintl.
V tomto schématu je nazvoslovi i slozeni GET i EMC komplexu uvedeno podle terminologie
pro S. cerevisiae a TMCOI1 je popsan podle terminologie pro H. sapiens (Hennon et al.,, 2015;
McDowell et al., 2021). Schéma bylo vytvoreno v programu Biorender (https://www.biorender.com/)
podle (Bai et al., 2020).

2.3.3. EMC komplex

ER membrane protein complex (EMC) je evoluéné konzervovany proteinovy
komplex, ktery saha az k poslednimu spolenému eukaryotickému predkovi (LECA)
(Wideman, 2015). I ptes jeho evoluc¢ni stafi nebyla dlouhou dobu zndma jeho ptesna funkce —
podili se totiz namnoha bunéénych procesech, jako jsou kontrola kvality proteint,
homeostaze lipidii ¢i ERAD dréha pro degradaci proteinti (Christianson et al., 2012; Jonikas
et al., 2009; Satoh et al., 2015). Jisté je, Ze vSechny vySe zminéné procesy jsou vazané
na bunécné membrany. S membranami a zejména s membranovymi proteiny souvisi pozdéji
objevend hlavni role tohoto komplexu — biogeneze membranovych proteinii. EMC komplex
zprostiedkovava post-translacni inzerci TA proteinil se slabé ¢i stfedné hydrofobnimi TMD
do membrany ER (Chitwood et al., 2018; Guna et al., 2018; Shurtleftf et al., 2018).
Hydrofobicita TMD TA proteint tvoii hlavni rozdil mezi funkci EMC a GET drdhy — GET
dréha transportuje TA proteiny s vysoce hydrofobnimi TMD (O’Donnell et al., 2020). Dalsi,
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nemén¢ podstatnou roli EMC komplexu je ko-translacni vkladani polytopickych
membranovych proteinli. [tento proces ma své charakteristiky — EMC obvykle vklada
do membrany ER zejména prvni TMD lokalizovanou na N-konci proteinu (Chitwood et al.,
2018; Miller-Vedam et al., 2020).

Pro studium EMC drédhy se vyuzivaji dva hlavni modely — kvasinkovy a lidsky.
Mezi témito dvéma modely se vyskytuji rozdily vpocétu podjednotek — EMC
komplex S. cerevisiae je tvofen osmi podjednotkami (EMCI-EMC7, EMCIO0).
EMC komplex H. sapiens obsahuje ortology kvasinkovych podjednotek, a navic jesté
obsahuje bud’ podjednotku EMCS8, nebo EMC9, které jsou vzajemnymi homology (Obr. 10).
Centralni ¢ast komplexu je tvofena podjednotkami EMC1-EMC3, EMC5 a EMC6 a periferni
cast komplexu tvoti podjednotky EMC4 a EMC7-EMCI10 (Bai et al., 2020; O’Donnell et al.,
2020; Pleiner et al., 2020).

’LLEI - ‘i‘bo

Lumen ER

(EMC9)
EMC2 EMC5 EMC1 EMC3

Obr. 10 — Piehled podjednotek EMC komplexu. Lidsky, potazmo savci, EMC komplex
obsahuje navic je$t¢ bud podjednotku EMCS, ¢i EMCY, které jsou vzajemnymi homology.
Schéma bylo vytvoieno v programu Biorender (https://www.biorender.com/) podle (Bai et al., 2020)
a (Q. Zhu et al., 2024).

Strukturu EMC komplexu lze rozdé€lit na tfi hlavni ¢asti — transmembranovou,
cytosolickou a lumindlni.

Transmembranova ¢ast se nachdzi v membrané ER, je tvofena TMD podjednotek
EMC1, EMC3, EMC4, EMC5 a EMC6 a zajistuje vlastni vlozeni TA proteinu
do membrany ER. Mezi komplexem EMC3/EMC6 je vytvoren hydrofilni Zlabek,
ktery zaroven zpusobuje ztenceni membrany ER. Ob¢ tyto vlastnosti usnadnuji inzerci TA
proteinu. Na tvorbé zldbku se podili také TMD podjednotky EMC4. Domény této
podjednotky jsou od komplexu EMC3/EMC6 mirn€é odvraceny a cela EMC4 podjednotka
je mirné¢ mobilni, diky ¢emuz mulze dochdzet k tupravam velikosti zldbku v zavislosti
na substratu (Bai et al., 2020; McDowell et al., 2021).

Cytosolickd ¢ast je u S. cerevisiae tvofena solubilni podjednotkou EMC?2, kterd
interaguje s cytosolickymi doménami podjednotek EMC3 az EMC6 za tvorby diskovité
domény. Nejvyraznéjsi interakce je s podjednotkou EMCS5, pro jejiz C-termindlni
cytosolickou doménu méd EMC2 podjednotka vytvofen specidlni zlabek. EMC2 tak ziejmé
zajistuje stabilitu celého komplexu (Volkmar et al., 2019). Je tvofena sedmi TRP doménami
amuze interagovat 1 schaperonem Hsp90 (Kudze et al, 2018). UH. sapiens
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pak do cytosolické Casti nalezi jesté homology EMC8 a EMC9, které s EMC2 podjednotkou
mohou vytvaret EMC2/EMCS8 nebo EMC2/EMC9 heterodimer (Miller-Vedam et al., 2020).

Luminalni ¢ast se nachézi v lumen ER a je tvofena podjednotkami EMC7, EMC10
a luminalni doménou EMCI, kterad interaguje s nc¢kolika EMC podjednotkami a udrzuje
stabilitu celého komplexu. Ukazalo se, Ze tato doména a jest¢ horizontalni a-helix umistény
tésné¢ pod membranou sdili jistou podobnost s doménami bakteridlniho proteinu YidC, ktery
byl zminén v piedchozi kapitole (Bai et al., 2020).

Princip zpracovani substrath EMC komplexem dosud neni plné¢ objasnén. Nejedna se
o drédhu v pravém smyslu tak, jako je tomu u GET dréhy, ale spiSe o velky, stabilni komplex
tvofeny mnoha vzajemné interagujicimi podjednotkami (Obr. 11). Pleiner et al., 2020
vSak nabizi nasledujici mechanismus vkladani proteini: nascentni protein je chranén
chaperonem Hsp90, a poté je pfedan cytosolické podjednotce EMC2. Ta zaroven interaguje
s cytosolickymi doménami podjednotek EMC3, EMCS5 a EMC6 a pfiblizi tak nascentni
protein k hydrofilnimu zlabku komplexu EMC3/EMC6, ktery byl dosud zakryty doménami
podjednotek EMC3, EMC4 a EMC7. Po vlozeni TMD do membrany ER je pak solubilni ¢ast
substratu pfipojena k luminalni doméné podjednotky EMC10, ktera rekrutuje dal$i chaperony.

FRONT 90°

EMC10

Lumen ER EMC4 e

Cytosol EMC6

EMC3 —

<— EMC8/9

Obr. 11 — Schéma celistvého EMC komplexu H. sapiens. Transmembranova ¢ast komplexu
je tvorena podjednotkami EMC1, EMC3, EMC4, EMC5 a EMC6. Cytosolicka ¢ast komplexu je
tvofena podjednotkami EMC2, EMC8 a EMC9 a luminalni ¢ast tvori podjednotky EMC7 a EMCI0.
Prevzato a upraveno podle (Q. Zhu et al., 2024).

EMC komplex se nachdzi u mnoha eukaryotickych skupin, avSak u nékterych
vzajemné neptfibuznych organismi doslo kjeho kompletni =ztraté. Stalo se tak
napft. u organismu s redukovanymi mitochondriemi, jako jsou G. intestinalis, Blastocystis
hominis €1 zastupci mikrosporidii (Wideman, 2015).

Jak jiz bylo zminéno, EMC komplex zastavad v buiice mnoho funkci. Krom¢ zminéné
role pii kontrole kvality proteinti ¢1 v ERAD draze se EMC komplex podili také na autofagii
(L1 et al., 2013) ¢i na zprosttedkovani kontaktu mezi ER a mitochondriemi (Lahiri et al.,
2014). Mutace v podjednotkach EMC1-6 vede ke stresu spojeném s homeostazi proteini v ER
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(Bircham et al., 2011). Cely komplex se také chova jako chaperon s holdazovou aktivitou (Z.
Chen et al., 2023) a ma vliv na bunécnou signalizaci skrze regulaci mnozstvi vapenatych
iontli v buiice (Kawata et al., 2021; Volkmar et al., 2019). Mutace v podjednotkaich EMC1,
EMCS8 ¢i EMC9 mohou vést k porucham embryonalniho vyvoje Clovéka (Marquez et al.,
2023). Podjednotka EMC6 ziejmé hraje roli v tumorgenezi, nebot’ se ukazalo, ze utlument jeji
exprese inhibuje proliferaci bunék a zpomaluje tim rGst nddoru (Zhou et al., 2024).
Vyraznymi fenotypy se projevuji mutace v podjednotce EMC10. Ptestoze jeji funkce v EMC
komplexu nebyla dosud pln¢ objasnéna, jeji mutace vedou k mentdlni retardaci
¢i k psychiatrickym onemocnénim, jako je napi. schizofrenie (Diamantopoulou et al., 2017,
Umair et al., 2020). Absence EMCI10 pak vede k neplodnosti muzd vlivem zhorSené
pohyblivosti spermii a nerovnovaze iontli ve spermatu (Liu et al., 2022). EMC10 se navic
podili na angiogenezi a piispiva k regeneraci srdecni tkané po infarktu (Reboll et al., 2017).
V neposledni fadé byl u EMCI10 pozorovan vliv na obezitu, nebot' inhibuje termogenni
aktivitu adipocytil a tim napomaha jejimu rozvoji (X. Wang et al., 2022). Molekularni pozadi
téchto riznorodych fenotypt vsak ziistava zcela neznamé.

2.3.4. SND komplex

Dalsim zpasobem, jak lze transportovat TA proteiny, je tzv. SRP-nezavisla (SND) draha.
Tento nedavno popsany komplex je v buitkdch S. cerevisiae tvoten tfemi proteiny — Sndl,
Snd2 a Snd3 (Obr. 12). SND komplex je schopen transportovat nejen TA proteiny,
ale i membranové proteiny, jejichZ TMD se nachézi zhruba uprostfed sekvence proteinu. SND
komplex v§ak muze interagovat s SRP Castici a podjednotkami Sec translokonu a je schopny
kompenzovat experimentalni ztratu jak SRP, tak GET drdhy a mize tedy pisobit jako
zastupny targetovaci systém (Aviram et al., 2016; Casson et al., 2017).

Cytosol
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Obr. 12 — Komponenty SND drahy u 8. cerevisiae. Sndl je cytosolicky protein,
ktery interaguje s ribozomem a spolu s co-chaperony Hsp70, Ydjl a Sisl umoZziiuje pienos
substratu k membranovému komplexu Snd2/Snd3, ktery obsahuje hydrofilni Zlabek pro snazsi vlozeni
substratu do membrany. Oba membranové proteiny maji cytosolickou coiled-coil doménu, nejsou
vSak homologni k proteinu Getl ¢i jeho ortologiim. Schéma bylo vytvofeno v programu Biorender
(https://www.biorender.com/) podle (Liaci & Forster, 2021).
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Protein Snd1 je cytosolicky protein, ktery pravdépodobné funguje jako targetovaci
faktor mezi ribozomem a membranovym komplexem Snd2/Snd3 (Aviram et al., 2016).
Kontakt substratu s Snd1 je pravdépodobné zprosttedkovan pomoci chaperoni Hsp70, Ydjl
a Sisl (Cho et al., 2021). Proteiny Snd2 a Snd3 se nachazeji v membran¢ ER, kde tvoii
heterodimerni komplex. Mezi témito proteiny se nachdzi hydrofilni zldbek, ktery
pravdépodobné napomaha vlozeni substratu do membrany ER. Oba proteiny disponuji
cytosolickou coiled-coil doménou. Je vSak diilezité zminit, Ze Snd2 ani Snd3 nejsou nijak
homologni s komplexem Getl/Get2 ani s zadnymi dal$imi proteiny nalezicimi do Oxal
superrodiny. Ukézalo se, Ze soubézna delece Snd2 a Get3 meéla v bunkach letalni fenotyp,
avSak pfi deleci pouze jednoho zproteini doslo pouze k lehké inhibici translokace TA
proteinil, coz naznacuje vzajemnou zastupnost GET a SND drah u S. cerevisiae (Aviram et al.,
2016; Liaci & Forster, 2021).

U H. sapiens byl dosud nalezen pouze jediny ortolog SND komplexu, a to hSnd2. Jedna
se 0 membranovy protein, jehoz moznéa funkce tkvi v podpotfe inzerce TA proteini. hSnd2
také interaguje s podjednotkami Sec translokonu. (Hal3denteufel et al., 2017; Lei et al., 2020).

2.3.5. Post-translacni translokace u G. intestinalis

Jedinou dosud identifikovanou drahou pro translokaci TA proteinti u G. intestinalis je
GET dréha (Najdrova, 2022). Podjednotky EMC komplexu u G. intestinalis dosud nebyly
nalezeny (Wideman, 2015) a proteiny SND komplexu jsou zndmé jen u S. cerevisiae
a H. sapiens (Aviram et al., 2016; HaBdenteufel et al., 2017).

Z proteint GET drahy byla u G. intestinalis doposud experimentalné potvrzena
pfitomnost ndsledujicich proteini: Get2 (GL50803 17617), Get3 (GL50803 7953),
Get4 (GL50803 112893), Get5 (GL50803 19378), Bagé (GL50803 5069), Sgt2
(GL50803 _7287), Hsp70 (GL50803 88765) a Ydjl1 (GL50803 9808) (Fry et al., 2022;
Najdrova et al., nepublikovana data).

Jako prvni byl u G. intestinalis identifikovan protein Get3, jehoZ mira homologie s Get3
u S. cerevisiae iu H. sapiens ptesahuje 40 %. Pti hledani interakénich partnertt Get3 pomoci
metody zalozené na in vivo enzymatickém tagovani pomoci biotin ligazy (BirA) byly
nalezeny komponenty Get2 a Get4. Bioinformatickym pfistupem pak byl u G. intestinalis
nalezen 1 protein Sgt2, jehoZ pfitomnost byla posléze potvrzena i experimentalné (Fry et al.,
2022). Pti hledani interakénich partneri Get4 u G. intestinalis byly nalezeny proteiny Get5
a Bag6. Nalezeni Bagb u G. intestinalis bylo ptelomové, nebot’ tento protein byl doposud
nalezen pouze u mnohobunéénych organismi. Bylo také zjisténo, Ze GetS u G. intestinalis
postrdda N-terminalni doménu, kterd je v kvasinkovém modelu GET drdhy nutna
pro interakci s Get4 (viz kap. 2.3.1.2.). Tato topologie Get5 je typickd pro savéi model,
kde Get5 interaguje s Get4 nepiimo skrze Bag6. Tento model bude pravdépodobné platny
pro GET drahu i u G. intestinalis. Pii hledani interak¢nich partnertt Get5 a pii bioinformatické
charakterizaci pre-targetovacitho komplexu byl mezi vySe popsanymi proteiny nalezen
iprotein GL50803 5324. Jednd se o protein neznamé funkce, ktery je specificky
pro G. intestinalis. Mohlo by se jednat o specifickou komponentu inicidlnich krokit GET
dréhy u G. intestinalis (Najdrova et al., nepublikovana data).
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Jedinym proteinem GET drahy u G. intestinalis, ktery dosud nebyl experimentalné
potvrzen, je Getl. Pomoci bioinformatické analyzy byl v genomu G. intestinalis identifikovan
jeho mozny homolog (GL50803 14915, Getl) (Fry et al, 2022; Najdrovd et al.,
nepublikovana data).

Bioinformatické analyzy ukézaly, Ze identifikovany protein je ziejmé jediny ¢len Oxal
superrodiny pfitomny u G. intestinalis a ostatni homology EMC3 a TMCO1 v membrané¢ ER
nejsou piitomny (Obr. 13) (Najdrova et al., nepublikovana data). G. infestinalis navic postrada
i zéstupce SND komplexu (Aviram et al., 2016; Wideman, 2015). Takova situace by
znamenala unikatni redukci molekuldrnich komplexii zodpovédnych za vkladani proteinii
do membrany ER. Z tohoto divodu jsme se rozhodli studovat funkci identifikovaného
homologu Getl v ramci této diplomové prace.

Colored range
B Get

B cMmc3
B TMCo1
M Yip1

I oxal/2
[ YidC

B Alb3

Tree scale: 1

Obr. 13 — Potvrzeni vyskytu homologu Getl u G. intestinalis pomoci fylogenetické
analyzy. Getl je v soucasné dobé€ jediny nalezeny ¢len Oxal superrodiny u G. intestinalis. Prevzato
z (Najdrova et al., nepublikovana data).
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3. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat protein GL50803 14915, ktery byl
bioinformatickou analyzou oznaceny jako homolog Getl u G. intestinalis. Getl je poslednim
proteinem GET dréhy u G. intestinalis, ktery nebyl funkéné charakterizovan.

Specifické cile:

1) Funkéni charakterizace GiGetl pomoci metody pull-down a charakterizace
interak¢nich partnerti tohoto proteinu.

2) Knock-out genu get/ pro funkcni charakterizaci Getl a naslednd analyza fenotypu
knock-outové linie.

3) Navraceni genu get/ do knock-outové linie a pozorovani navratu fenotypu.
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4. Materialy a metodika
4.1. Pouzité organismy a jejich kultivace

4.1.1. Escherichia coli

Pro namnozeni pouzitych plazmidil byly pouzity bakterie E. coli kmene TOP10, které
byly kultivovany v LB médiu (Bertani, 1951).

4.1.2. Giardia intestinalis

Pro pokusy zaznamenané v této praci byl pouzit kmen G. intestinalis WB C6 (ATCC
50803) a jeho odvozené linie. Axenicka kultura bunék byla kultivovana anaerobné pii 37 °C
vmédiu TYI-S-33 (Tab. 2) (Keister, 1983). Bunky byly steriln¢ pasadzovany kazdy treti
nebo ¢tvrty den, kdy byla kultura bun¢k plné narostld, tj. bunky utvorily souvislou vrstvu
(monolayer) po sténdch zkumavky. Nejdiive byly mrtvé builkky na dné zkumavky odsaty
Pasteurovou pipetou a zkumavka s bunécnou kulturou byla na 10 minut uloZzena na led,
aby doslo k uvolnéni trofozoitl z jeji stény. Poté bylo Pasteurovou pipetou do nové zkumavky
s Cerstvym TYI-S-33 s médiem preneseno 200-300 pl kultury. Pokud nebyly buiiky po tfech
az Ctyfech dnech dostateéné narostlé, bylo staré¢ médium pouze nahrazeno médiem Cerstvym.
Kultury G. intestinalis je mimo dobu aktivniho pouZivani mozné dlouhodob& uchovavat
v kapalném dusiku pfi teploté -196 °C diky ptidani kryoprotektivniho 5% dimetylsulfoxidu
(DMSO).

Tab. 2 — SloZeni média TYI-S-33 (pH = 6.,8).

SloZeni MnoZstvi
Difco™ tryptone (Gibco) 20 g/l
Kvasinkovy extrakt (Oxoid) 10 g/l
Glukoza (Sigma-Aldrich) 10 g/l
NaCl (Lachner) 5S¢/l
K>HPO4 (Sigma-Aldrich) 1 g/l
KH2PO4 (Sigma-Aldrich) 0,6 g/
L-cystein x H>O (Sigma-Aldrich) 2 ¢/l
Kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich) 0,2 g/
Citrat Zelezito-amonny (Sigma-Aldrich) 28 mg/l
Tepeln¢ inaktivované hovézi sérum (Gibco) | 10 %

pH média bylo upraveno na 6,8. Nasledné¢ bylo pfidano tepelné inaktivované hovézi
sérum (Gibco) o finalni koncentraci 10 %, hovézi zlu¢ o koncentraci 0,1 % a Penicilin-
Streptomycin (Sigma-Aldrich) o koncentraci 10 000 U/ml penicilinu a 10 000 pg/ml
streptomycinu. Kompletni médium bylo pfefiltrovano do sterilnich lahvi pomoci filtrti Filter
Steritop 0,22 um (Millipore) a skladovano pti -20°C.
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V ptipad¢ transfekce byly buiiky po elektroporaci plazmidu selektovany ptisluSnymi
selek¢nimi antibiotiky (Tab.3).

Tab. 3 — Pouzita selek¢ni antibiotika a jejich finalni koncentrace.

Selekéni antibiotikum Koncentrace

Puromycin (PUR) (Sigma-Aldrich) 50 pg/ml

Geneticin (G418) (Sigma-Aldrich) 500 pg/ml

Blasticidin (BLAST) (Gold Biotechnology) | 75 pug/ml

Ampicilin (AMP) (Sigma-Aldrich) 100 pg/ml
4.1.2.1. Encystace G. intestinalis

Pro encystaci trofozoit bylo vyuzito encystacni médium TYE:GS3 piipravené podle
Uppsala encystac¢niho protokolu (Tab. 4) (Einarsson et al., 2016).

V narostlé kultufe bylo médium TYI-S-33 nahrazeno encystaénim médiem TYE:GS3.
Kultura byla kultivovana 24 hodin v 37 °C a po uplynuti této doby bylo encysta¢ni médium
opét nahrazeno médiem TYI-S-33. Po dal§i 24hodinové inkubaci v 37 °C byly z kultury
s encystovanymi bunikami pfipraveny preparaty pro imunofluorescenéni mikroskopii.

Tab. 4 — SloZeni encystacniho média TYE:GS3 (pH = 7.8).

TYE:GS3 zaklad MnoZstvi
Difco™ tryptone (Gibco) 20 g/l
Kvasinkovy extrakt (Oxoid) 10 g/l
Glukoza (Sigma-Aldrich) 10 g/l
NaCl (Lachner) 2 g/l
KH>POq4 (Sigma-Aldrich) 0,6 g/1
K>HPO4 x 3 H>0O (Sigma-Aldrich) 1,2 g/l
L-cystein x H2O (Sigma-Aldrich) 2,23 g/l
Kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich) 0,2 g/l
Tepeln¢ inaktivované hovézi sérum (Gibco) | 10 %
Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich) 18 888 E;zii

pH bylo upraveno na hodnotu 7,8 pfidanim 3M NaOH. Nésledné bylo médium
sterilizovano filtraci a uchovano pii -20 °C. Tésné pfed zahijenim encystace byla do takto
pfipraveného média piidana praskova hovézi a oveéi Zlu€¢ (Sigma-Aldrich) ve vysledné
koncentraci 5 mg/ml a kyselina mléénd (ICN Biomedicals) ve vysledné koncentraci
0,546 mg/ml. Toto kompletni médium bylo poté opét sterilizovano filtraci a ihned pouZito.
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4.2. Pouzité roztoky a chemikalie
PBS (Phosphate - Buffered Saline) (pH = 7-7.4)

NaCl (Sigma-Aldrich) 137 mM
KCI (Sigma-Aldrich) 2,7 mM
NaHPO4 x 12 H>0O (Sigma-Aldrich) 10 mM

KH>PO4 (Sigma-Aldrich) 1,8 mM

pH pufru bylo upraveno ptfidanim 3M NaOH.
SOC médium (Hanahan, 1983)

Trypton (Oxoid) 20 g/l
Kvasinkovy extrakt (Oxoid) 5¢g/1
NaCl (Sigma-Aldrich) 10 mM
KCI (Sigma-Aldrich) 2,5mM

Po smichéni vSech slozek bylo pH upraveno na hodnotu 7 pfiddnim 3M NaOH (Sigma-
Aldrich). Roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C. Po vychladnuti byla do roztoku
pfidana sterilni glukdéza (Sigma-Aldrich) o findlni koncentraci 20 mM, sterilni MgCl; (Sigma-
Aldrich) o findlni koncentraci 10 mM a MgSO4 (Sigma-Aldrich) o findlni koncentraci
10 mM.

2x PEM pufr (pH = 6.9)

PIPES (Sigma-Aldrich) 20 mM
EGTA (Sigma-Aldrich) 2 mM
MgSO4 (Sigma-Aldrich) 0,2 mM

Béhem rozpousténi bylo do roztoku po kapkach piidavano 3M NaOH az do vycefeni,
pH bylo upraveno na hodnotu 6,9 a objem byl destilovanou vodou doplnén na finélni
hodnotu. Néasledné byl pufr sterilizovan v autoklavu a uchovavan piti -20 °C.

PEMBALG pufr
PEM
Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) 1%
Lysin (Sigma-Aldrich) 100 mM
Zelatina z kiize ryb (Sigma-Aldrich) 0,5 %

SM pufr (pH =7.4)
Sacharéza (Sigma-Aldrich) 250 mM
3-(N-morfolino)propansulfonové kyselina (MOPS) (Sigma-Aldrich) 20 mM

pH pufru bylo upraveno pomoci 3M NaOH.

1x vzorkovy pufr (Laemmli, 1970)

Dodecyl-siran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich) 2%
Tris (Sigma-Aldrich) 50 mM
Glycerol (Sigma-Aldrich) 10 %
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Bromfenolova modf (Serva)
2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Specifické roztoky pouzité pro imunoblot
Roztok Ponceau S:

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Kyselina octova

Blotovaci pufr:
10x Tris-Glycin-SDS (TGS) (BioRad)
Methanol (Lach-Ner)
dH>O

Blokovaci pufr:
1x PBS
Susené odtucnéné mléko (NutriStar)
Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Specifické roztoky pouzité pro metodu pull-down

5x Boiling pufr (pH = 7,4):
Tris (Sigma-Aldrich)
Kyselina etylendiaminotetraoctovd (EDTA) (Sigma-Aldrich)
Deoxycholat sodny (SDC) (Sigma-Aldrich)

Inkubaéni pufr (pH = 7,4):
Tris (Sigma-Aldrich)
NacCl (Sigma-Aldrich)
EDTA (Sigma-Aldrich)
Triton (Sigma-Aldrich)

pH obou pufrii bylo upraveno pomoci 1M HCI.

4.2.1. Pouzité protilatky
4.2.1.1. Imunoblot

Tab. 5 - Pouzité primarni protilatky.

0,002 %
5%

0,5 g/100 ml
1%

100 ml
200 ml
700 ml

5%
0,2 %

50 mM
1 mM
1%

150 mM
150 mM
50 mM
1 %

Protilatka Zvite | Redéni Vyrobce

a-BAP (monoklondlni) kralik 1:1000 GeneScript

a-PDI2 (polyklonalni) krysa 1:2000 Vyrobeno v nasi laboratofi

a-Get3 (polyklonalni) krysa 1:2000 Vyrobeno v nasi laboratofi

a-Enoléza (polyklondlni) | krysa 1:2000 Vyrobeno v nasi laboratofi
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-9296 (polyklonalni)

kralik

1:2000

Vyrobeno v nasi laboratofi
(Vondrackova, 2012)

a-V5 (monoklonélni)

kralik

1:1000

Abcam

Tab. 6 - Pouzité sekundarni protilatky.

Protilatka

Redéni Vyrobce

a-kralik spojena s kienovou peroxidazou (HRP)

1:2000 Sigma-Aldrich

a-krysa spojend s HRP

1:2000 Sigma-Aldrich

4.2.1.2. Imunofluorescen¢ni mikroskopie

Tab. 7 - Pouzité primarni protilatky.

Protilatka Zvire Redéni Vyrobce

a-BAP (monoklonalni) mys$ 1:1000 GeneScript

a-V5 (monoklonélni) kralik 1:1000 Abcam

a-PDI2 (polyklondlni) krysa 1:1000 Vyrobeno v nasi laboratofi
a-Get3 (polyklonalni) krysa 1:1000 Vyrobeno v nasi laboratofi
a-VAP (polyklonalni) kralik 1:1000 Vyrobeno v nasi laboratofi

Tab. 8- PouZité sekundarni protilatky.

Protilatka Redéni Vyrobce

a-myS oznacena Alexa®fluor 594 1:1000 Invitrogen
a-kralik oznacena Alexa®fluor 594 1:1000 Invitrogen
a-krysa oznacend Alexa®{fluor 488 1:1000 Invitrogen

Kromé& vyse zminénych protilatek byla pifi pfipravé preparatl encystovanych bunék
pouzita protilatka a-CWPI1 od firmy Waterborne. Jednd se o polyklondlni primarni mysi
protilatku spojenou se sekundarni monoklondlni protilaitkou oznacenou fluoroforem Alexa

488, ktera byla natedéna v poméru 1:500.

4.3. Pouzité plazmidy

pOndra

Plazmid pOndra, vytvofeny v nasi laboratofi modifikaci plasmidu pRAN-neoGDHluc
(Dolezal et al., 2005), byl vyuzit k epizoméalni expresi genu pro Getl. K sekvenci kodujici gen
getl byl na jeji C-konec piidan biotin acceptor peptide tag (BAP-tag). Tento tag je kliCovy
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pro biotinylaci proteinu Getl v pozdéjSich experimentech. pOndra obsahuje kazety s geny
pro ampicilinovou a geneticinovou rezistenci (Obr. 14).
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Obr. 14 — Mapa vektoru pOndra se zaklonovanym Getl s BAP-tagem na C-konci.
Modrou barvou jsou znazornény replikacni pocatky, Zlutd barva zna¢i geny pro rezistenci k ampicilinu
a geneticinu, zelené je pak znazornén ampicilinovy promotor. Svétle riizova barva znai gen getl/
a pastelové modra znac¢i BAP-tag.

pGdelP_PaqCI

Pro experimenty tykajici se genového knock-outu byl v této praci vyuzity vektor
pGdelP_PaqCl, ktery je modifikaci v nasi laboratofi diive vytvotfeného plazmidu pTGuide
(Horéackova et al., 2022) (Obr. 15). Oproti pivodnimu plazmidu obsahuje jina restrikéni mista
(PaqCI namisto Bbsl), ktera byla vhodné&jsi pro klonovani guide RNA (gRNA) spacert
pro gen getl. Plazmid obsahuje dele¢ni kazetu tvofenou dvéma useky. Vedle této kazety jsou
nasledn¢ zaklonovana homologni raménka, kterd zaruCuji vlozeni dele¢ni kazety
na chromozom procesem homologni rekombinace. Tato homologni raménka jsou tvotfena
5¢ (=downstream) a 3 (=upstream) homolognimi oblastmi genu zdjmu, v tomto pfipadé genu
getl.
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Obr. 15 — Mapa vektoru pGdelP_PaqCl se zaklonovanymi homolognimi raménky
pro getl. Modrou barvou jsou znazornény replikacni pocatky, Zlutad barva znaci geny pro rezistenci
k ampicilinu a puromycinu, zelené jsou pak zndzornény promotory pro geny pro antibiotikovou
rezistenci. Pastelové zlutad barva znazoriiuje 3° nepiekladanou oblast (=untranslated region = UTR)
genu glutamat dehydrogenazy (GDH), pouzitou pro terminaci transkripce pacR genu. Svétle rizova
barva zobrazuje homologni raménka tvofena 5°‘a3‘ homolognimi oblastmi genu get/
(GL50803 14915), ktera obklopuji celou dele¢ni kazetu. Rizové je také znazornén usek dele¢ni
kazety, ktery zaruCuje transkripci gRNA. Tento usek je tvofen jiz vlozenym gRNA scaffoldem,
ktery je nutny pro interakci s Cas9 endonukledzou specifickym gRNA spacerem a UTR
spliceosomalni U6 RNA.

pUCS7-Mini CytoBirA-V5

Vektor pUCS57mini CytoBirA-V5 byl vyuzity pro opétovné ,navraceni genu getl
do knock-outové linie bun€k G. intestinalis. Tento proces je nazyvan také jako add-back genu
¢i komplementace. Plazmid obsahuje kazetu kodujici rezistenci proti blasticidinu (Zemanova,
2019). VySe zminény plazmid obsahuje uUsek kodujici gen pro biotin ligdzu (= BirA),
ktery je opatfen V5-tagem a ktery miize byt nahrazen sekvenci genu zajmu ptes restrikéni
mista BamHI a MIlul. Exprese genu je zajiSténa promotorem pro acetyl-CoA acetyl
transferazu (Obr. 16).
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Obr. 16 — Mapa vektoru pUC57Mini se zaklonovanym genem ger! s pozménénymi bazemi
(ruzové), opatienym V5-tagem na C-konci (svétle modie). Modre je znazornén pocatek replikace,
zelené je vyznaCen ampicilinovy promotor, svétle modie protomotory pro expresi genu get/ (5’UTR
GL50803 3287 — acetyl-CoA acetyltransferaza) a pro expresi genu blasticidinové rezistence

(5° UTR GL50803 9909 — pyruvat dikinaza). Gen pro blasticidinovou rezistenci je znazornén zluté
a svétle zIut€ jsou znazornény 3’UTR oblasti obklopujici dané geny.

4.4. Zakladni laboratorni metody

4.4.1. Amplifikace DNA

DNA obsahujici get/ insert byla amplifikovana pomoci Q5 polymerazy pii PCR
za pouziti forward (Fwd) a reverse (Rev) primerti (Tab.9).

Tab. 9 — Primery pro amplifikaci genu getl. Soucasti sekvenci primerll jsou barevné
vyznacena restrikéni mista.

Nazev Sekvence 5‘—3¢
Getl F Ndel CTAGCATATGGCACTCCTCTACCTC
Getl R BamHI CTAGGGATCCTGTAAATATAGCAGC

Jako templat byla vyuzita izolovana genomova DNA (gDNA) G. intestinalis z kmene
WB C6 (ATCC 50803). Slozeni reakéni smési a zdkladni program PCR jsou uvedeny
v tabulkach 10 a 11.
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Tab. 10 — SloZeni PCR reakce. Celkovy objem ¢inil 50 pl.

SloZeni MnozZstvi
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) | 0,5 ul

5X Q5 Reaction Bufter (NEB) 10 ul
Fwd primer (10pm) 2,5 ul
Rev primer (10um) 2,5l
10mM dNTPs (Fermentas) 1wl
Templatova gDNA 1wl
dH>O 32,5l

Tab. 11 — Zakladni PCR program pro QS polymerazu.

Teplota Cas Pocet cykli
98 °C 3 min Ix

98 °C 10s

50-72°C 30s 315x

72 °C 20-30s/kbp

72 °C 10 min Ix

4°C 0 1x

4.4.2. 1zolace DNA z agarozového gelu

PCR produkt byl separovan na horizontalni gelové elektroforéze v 1% agarézovém
gelu. Pro naneseni vzorku byl pouzit 6x TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific) apro naslednou vizualizaci na pfistroji UV Transiluminator (Syngene) bylo
do ptipravovaného gelu ptidano barvivo SYBR Safe (Invitrogen). Jako standard byl pouzit
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) a nasledné byl PCR produkt
vyizolovén z gelu pomoci kitu E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek).

4.4.3. Klonovani

4.4.3.1. Restrikéni reakce

Amplifikované DNA useky byly nastépeny restrikénimi enzymy specifickymi pro dany
insert. Pufr pouzity béhem restrikce byl vybran podle pouZzité dvojice restrikénich enzymi
(Tab. 12, Tab. 13). Pouzity objem vektoru pro kazdou reakci byl vypocitan tak,
aby ve vysledku reakce obsahovala 10 ug DNA a celd reakce byla nésledné inkubovana
v termobloku (3,5 hodiny, 37 °C). Produkty restrikce byly poté separovany horizontalni
gelovou elektroforézou v 1% agar6zovém gelu a vyizolovany za pouziti kitu E.Z.N.A Gel
Extraction Kit (Omega Bio-Tek).
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Tab. 12 — Obecné schéma sloZeni restrikénich reakci. Celkovy objem jedné reakce Cinil
50 pl.

Vektor Insert

SloZeni MnoZstvi SloZeni MnoZstvi

Pufr (NEB) Sul Pufr (NEB) Sul

Enzym 1 (NEB) 1l Enzym 1 (NEB) 1l

Enzym 2 (NEB) 1l Enzym 2 (NEB) 1l

Plazmidova DNA 10 pug PCR produkt 30 ul

dH20 Doplnéna do 50 pl dH20 Doplnéna do 50 pl

Tab. 13 — Popis konkrétnich restrikénich reakci spolu s pouZzitymi restrikénimi enzymy
a pufry. Vsechny pouzité enzymy i pufry jsou od vyrobce New England Biolab (NEB).

Restrikéni reakce Pouzité enzymy Pouzity pufr
PCR produkt Getl a plazmid pOndra Ndel, BamHI r3.1
5’UTR oblast Getl Mlul, Spel 3.1
3’UTR oblast Getl Clal, Pacl r3.1
CRISPR/Cas9 rezistentni konstrukt BamHI, Mlul r3.1

4.4.3.2. Liga¢ni reakce

Produkty restrikce byly opatfeny lepivymi konci zajiStujicimi spravné zaligovani
insertu do vektoru pomoci T4 DNA ligazy (Tab. 14) Objem ptidaného vektoru byl vypocitan
tak, aby jeho mnoZstvi v reakci c¢inilo 200 ng. Mnozstvi insertu pro danou reakci bylo
vypoCitdno  pomoci ligaéni  kalkulacky  (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation)
v molarnim pomeéru 1:5. Ligacni smés poté byla ptes noc inkubovana v 16 °C.

Tab. 14 — Obecné schéma sloZeni liga¢ni reakce. Celkovy objem ¢inil 20 pl.

SloZeni MnozZstvi

Vektor 200 ng

Insert x ul

T4 DNA ligaza (Thermo Scientific) 1 ul

10x T4 DNA ligdzovy pufr (Thermo Scientific) 2 ul

dH20 Doplnéna do 20 pl

4.4.4. Transformace kompetentnich bakterii E. coli

K namnoZeni vytvofenych plazmidi byly pouzity bakterie E. coli kmene TOP10.
K 150ul alikvétu bakteridlni kultury bylo pfidano 500-1000 pg plazmidové DNA. Nejprve
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byla tato smés inkubovana 20 minut na ledu, a poté podrobena teplotnimu Soku (30 s, 42 °C).
Nasledovala 2minutova inkubace na ledu, nacez bylo pfidano 250 pul SOC média a kultura
byla hodinu inkubovana na tfepacce (220 rpm) pii teploté 37 °C. 150 pl bakterialni kultury
bylo rozetfeno na LB agarovou plotnu se selekéni antibiotikem, ampicilinem, ve finalni
koncentraci 100 pg/ml. Plotny byly pak inkubovany ptes noc pfi teploté 37 °C.

4.4.5. Ovéreni pozitivnich klonu po transformaci

Pro ovéfeni pozitivity klonti byla provedena PCR reakce pfimo na odebranych bunkach
z kolonii. Z plotny byla Spickou odebrana narostla kolonie a nasledn¢ byla resuspendovana
ve 20 pl dH20. Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 9 pl do 0,2ml zkumavky, kterd byla
v cycleru opakované podrobena zvySovani a snizovani teploty (= crack, Tab. 15).

Tab. 15 — Zakladni program tzv. crack.

Teplota Cas
94 °C 3 min
50 °C 3 min
94 °C 3 min
45 °C 3 min
94 °C 3 min
4°C 00

Po dokonceni vySe zminéného cyklu byla provedena PCR reakce (Tab 16, 17).
Jako templatovd DNA byla vyuzita DNA uvolnéna z bakterii béhem opakovaného zahtivani.

Tab. 16 — Obecné schéma sloZeni PCR reakce. Celkovy objem €inil 20 pl.

SloZeni MnozZstvi
Emerald Amp MAX HS PCR Master MIX (2X Premix) (TaKaRa) 10 pl

Fwd primer 0,5 pl
Rev primer 0,5ul
Templatovd DNA (lyzat buné€k z ptedchoziho kroku) oul

Tab. 17 - Zakladni program Emerald PCR.

Teplota Cas Pocet cyklu
98 °C 3 min Ix

98 °C 10s

60 °C 30s 30x

72 °C 60s/1kbp
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72 °C 10 min 1x
4°C 0 1x

Vysledny PCR produkt byl poté analyzovan pomoci horizontalni gelové elektroforézy
v 1% agar6zovém gelu. Pozitivni klony byly namnozeny v 5 ml LB média spolu se selek¢nim
antibiotikem, ampicilinem, ve finalni koncentraci 100 pg/ml. Plazmidovd DNA byla
vyizolovéna za pouziti kitu E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit I (Omega Bio-Tek). Koncentrace
DNA pak byla kvantifikovana na pfistroji NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

4.4.6. Transfekce bunék G. intestinalis

Kultura trofozoiti byla napéstovana v 50ml kultiva¢nich lahvich az do vytvoieni
bunécného monolayeru. Poté bylo z lahvi vylito médium a lahve byly naplnény ledové
vychlazenym, sterilnim PBS. Pro wuvolnéni bunék ze stén byly kultury
inkubovany 20 minutna  ledu.  Nasledn¢ byla  kultura  bunék  centrifugovéna
(1200 x g, 10 minut, 4 °C) a vznikly pelet byl resuspendovan v 500 pl média TYI-S-33.
Koncentrace bun€k v suspenzi byla zjiSténa pomoci pfistroje Z2 Coulter Particle Count
and Size Analyzer (Beckman Coulter) a vzorek byl nafedén na koncentraci 3,3x10” bunék/ml.
Do dvou 4mm elektroporacnich kyvet bylo pfeneseno 300 pl suspenze bunck, do které byla
nasledn¢ piidana plazmidova DNA. Nasledovala 10minutova inkubace na ledu.

Elektroporace byla provedena v pfistroji  GenePulser Xcell™ (BioRad)
podle exponencialniho protokolu: 350 V, 1000 pF, 750 Q. Timto intenzivnim elektrickym
pulzem doslo k vytvofeni pori v bunééné membrané, kterymi se do bunck dostala plazmidova
DNA. Poté byly kyvety inkubovany 5 minut na ledu, nacez byl cely obsah kyvet pienesen
do 16 ml média TYI-S-33. Po 24 hodindch bylo médium nahrazeno cerstvym médiem
s pfidanymi selek¢nimi antibiotiky — PUR (25 pg/ml; polovi¢ni koncentrace) a/nebo G418
(600 pg/ml; plna koncentrace) a/nebo BLAST (75 pg/ml; plna koncentrace). Vyména média
za médium s jiz findlni koncentraci selekénich antibiotik probihala kazdy tteti den az do doby,
kdy bunky poprvé vytvofily monolayer. Poté byla kultura pasaZzovdna do 8ml zkumavky
a kultivovana tak, jak je popsano v kapitole 4.1.2.

4.4.7. Potvrzeni exprese v transfekovanych bunkach G. intestinalis

Pro potvrzeni exprese epizomalné exprimovanych proteint z transfekovanych bunck
byl po dokonceni selekce vytvofen bunécny lyzat. Kultura byla 15 minut inkubovéna na ledu,
a poté centrifugovana (1200 x g, 10 minut, 4 °C). Pelet byl resuspendovan v 50-100 pl
vzorkového pufru a uchovan bud’ pti -20 °C, ¢i ihned pouZit pro SDS-PAGE a imunoblot.

4.4.8. Izolace gDNA

Z 8 ml narostlé kultury byla vyizolovana gDNA pomoci E.Z.N.A. Tissue DNA kitu
a protokolu ,,DNA Extraction and Purification from Cultured cells®. Takto izolovand gDNA
byla pouzita pro otestovani integrace konstruktu a genu get/ v genomu prostiednictvim PCR.

Dvojice primera pro detekci integrace konstruktu zahrnovala Fwd primer
,Getl gene + insert_check F*, ktery by se mél vazat do upstream oblasti od genu get/ pred 5°¢
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HR, ktera je pfitomna na plazmidu pGdelP PaqCIl. Rev primer by pak mél byt
komplementarni  k sekvenci na jiz zminéném plazmidu. Jako Rev primer byl vyuzit
jiznavrzeny primer ,pTGuide int R nachéazejici se v 5’UTR oblasti sekvence genu
pro puromycin-N-acetyltransferazu (PAC) (Horackova et al., 2022).

Pro ovéfeni pritomnosti genu get/ byl pouzit stejny F primer jako pro ovéfeni
integrace konstruktu. Rev primer ,,Getl gene check R* byl komplementéarni k sekvenci genu
getl (Tab. 18, Obr. 17). Slozeni PCR reakce je uvedeno v tabulce 19, pficemz jednotlivé
kroky odpovidaji krokiim pro Emerald PCR zminénym v kapitole 4.4.5.

Tab. 18 — Seznam pouzitych primeri pro ovéreni integrace konstruktu a pritomnosti

genu.
Nazev primeru SloZeni
Getl gene + insert_check F CATTTTCAAACTCAAACTGCTTC
pTGuide int R AACAGGTCAGACATACGC
Getl gene check R GAGGATAACAGCGCTAA

—— Al

_‘ 5'HR Get1 H 5° UTR y-giardin H PAC )_

>N -

q h

_( 5HR Get1 H Get1

Obr. 17 — Schéma nasedini primert pro ovéreni integrace konstruktu do genomu

a pritomnosti genu gerl. Zelena Sipka znazornuje primer ,,Getl gene + insert check F*, ktery je
spoleény pro ovéfeni integrace konstruktu i pfitomnosti genu. Modra Sipka oznaCuje primer
,pTGuide int R, ktery je komplementarni k sekvenci genomu G. intestinalis v plazmidu a rizova

Sipka oznacuje primer ,,Getl gene check R*, ktery je komplementarni k sekvenci genu get!.

Tab. 19— Obecné schéma sloZeni PCR reakéni smési. Celkovy objem €inil 20 pl.

SloZeni MnoZstvi
Templatova gDNA 1 ul
Emerald Amp MAX HS PCR Master MIX (2x Premix) (TaKaRa) 10 pl
Fwd primer 0,5 ul
Rev primer 0,5 ul
dH20 8 ul
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4.4.9. Stanoveni koncentrace proteint

Pro zméfeni koncentrace jednotlivych vzorka bylo nutné vytvofit kalibracni kiivku
proteinového standardu, podle které byla vytvofena rovnice pro vypocitani koncentrace
proteinil ve vzorku. Jako proteinovy standard bylo pouzito BSA v koncentraci 1 mg/ml, které
bylo nafedéno dH>O (Tab. 20). Vzorky jednotlivych frakci byly piipraveny obdobnym
zpusobem, pfiemz ve smesi vzorku a dH>O o objemu 800 ul se nachézely 2 pl vzorku.
Do kyvet s nafedénymi vzorky bylo nésledné ptfidano 200 ul reagentu (BioRad), jednotlivé
smési byly promichany a ponechdny 20 minut odstat. Poté byla na spektrofotometru Ultrospec
10 (Biochrom) zméfena absorbance jednotlivych vzorkti pfivinové délce 595 nm.
Ze zjisténych koncentraci byla pak vypocitana koncentrace proteinti ve vzorcich.

Tab. 20 - Redéni roztoku BSA pro vytvoreni kalibraéni k¥ivky.

V (nb) I. I1. I11. Iv. V. VL.
BSA 0 2,5 5 10 15 20
dH20 800 797,5 795 790 785 780
4.4.10. SDS-polyakrylamid gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem a denaturovany inkubaci v 95 °C
po dobu 10 minut. Po ptfipravé vzorkl byl sestaven aparat pro vertikalni SDS-PAGE a byly
pfipraveny gely pro separaci proteinli — 12% rozdé&lovaci a 5% zaosttovaci polyakrylamidovy
gel. Jako elektroforeticky pufr byl vyuzit Tris-Glycin-SDS (TGS) pufr (BioRad).
Jako standard pro uré¢eni molekulové hmotnosti proteini ve zkoumanych vzorcich byl pouzit
PageRulerPlus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Proteiny byly
separovany nejdiive pii konstantnim napéti 100 V a poté, co vzorky zajely do rozdélovaciho
gelu, bylo napéti zvySeno na 180 V.

4.4.11. Imunoblot

Gel se separovanymi proteiny byl spolu s filtracnimi papiry a nitrocelulosovou
membranou inkubovan 10 minut v blotovacim pufru. Poté byly jednotlivé komponenty
vyskladany spolu na anodu kazety Trans-Blot Turbo (BioRad) v nasledujicim potadi:
zachytavac iontl, filtraéni papir, nitrocelulosovd membrana, gel se separovanymi proteiny,
filtracni papir, zachytava¢ iontl. Proteiny byly migrovany z gelu na membranu 7 minut
za konstantniho proudu 1,3 A a napéti 25 V.

Kontrola pfenesenych proteini byla provedena pomoci roztoku Ponceau S (Sigma-
Aldrich). Po tomto kroku byla membrana blokovéana v blokovacim pufru (1 hodina, pokojova
teplota = PT) anésledné inkubovana v primarni protilatce v blokovacim pufru (pfes noc,
4 °C). Druhy den byla membréana promyta v blokovacim pufru 3 x 15 minut a inkubovana se
sekundarni protilatkou v blokovacim pufru (1 hodina, PT). Nasledovalo opét trojnasobné
promyti, posledni promyti vSak bylo provedeno pouze PBS. Vizualizace byla provedena
chemiluminiscenénim substratem pro kienovou peroxiddzu (HRP) (Invitrogen) v pfistroji
Amersham Imager 6000 (GE Life Sciences).
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4.4.12. Imunofluorescenéni mikroskopie

4.4.12.1. Metanol-acetonova fixace bunék trofozoita

Narostla kultura, ve které trofozoiti vytvofili plny monolayer po sténdch zkumavky,
byla umisténa na 15 minut na led pro snazsi uvolnéni trofozoitli ze stén zkumavky. Uvolnéné
buiikky byly centrifugovany (1000 x g, 10 minut, 4 °C). Po centrifugaci byl odpipetovan
supernatant a pelet bunék byl resuspendovan v 1,5 ml média TYI-S-33. Resuspendovany pelet
byl ulozen na led a pro tvorbu preparatti byla vytvorena komutrka — mezi dvé podlozni sklicka
byla vlozena silikonova desticka s vyfiznutym obdélnikem, ktery vytvofil prostor pro pfenos
bun¢k na sklicko. Takto vytvofeny ,,sendvi¢® byl upevnén pomoci kancelatfskych klipsi.
Resuspendované bunky byly pomoci injekéni stfikacky pfeneseny do komurky a umistény
do 37°C. Po 10 minutach byl systém  skli¢ek otocen na druhou stranu a inkubovan
dalsich 15 minut, aby se buiiky snaze ptichytily na povrch podlozniho skla.

Po dokoncent inkubace byla sklicka vyjmuta ze ,sendvice*
a ponechana lehce zaschnout, nacez byla sklicka s buitkami fixovana 5 minut ve vychlazeném
metanolu (-20 °C). Nésledné byly buiiky permeabilizovany 5 minut ve vychlazeném acetonu
(-20 °C). Aby bylo zabranéno vyschnuti preparati s permeabilizovanymi bunikami, byla
podlozni sklicka ulozena do vlhké komirky.

4.4.12.2. Fluorescenéni znaceni

Preparaty byly blokovany PEMBALG pufrem 30 minut v PT. Nésledné byly bunky
3x10 minut promyvany PEM pufrem. Poté byly bunky pfes noc inkubovany s primarni
protilatkou nafedénou v pufru PEMBALG. Druhy den byly preparaty 3x15 minut promyty
PEM pufrem. Nasledné byly buiiky inkubovany se sekundarni protilatkou nafedénou v pufru
PEMBALG. Od této chvile byly vSechny nasledujici kroky provadény za minimalniho
piistupu svétla. Na zavér byla sklicka zamontovana pomoci montovaciho média Vectashield
obsahujiciho DAPI (Vector Laboratories). Kryci sklicka byla pfipevnéna k podloZnim
sklickiim lakem na nehty.

4.4.12.3. Formaldehydova fixace encystovanych bunék

Ke kultufe encystovanych bun&k byl pfidan formaldehyd (Electron Microscopy
Sciences) o findlni koncentraci 1 % andasledovala 30minutovd inkubace ve 37 °C.
Posléze byla smés centrifugovana (900 x g, 5 minut, 4 °C) a promyta v 1 ml PEM pufru
(900 x g, 5 minut, 4 °C). Po odebrani supernatantu byl pelet resuspendovan v piisluSném
objemu PEM pufru, tj. 150 pl pufru na jedno sklicko.

100 pl resuspendovaného peletu bylo naneseno na kryci skla pokryta poly-L-lysinem
(Sigma-Aldrich). Skla byla ponechana 15 minut pii PT pro uchyceni bun¢k na povrch a byla
dosusena proudem vzduchu. Buiiky byly permeabilizovany 10 minut v 0,1% Tritonu (Sigma-
Aldrich) v PEM pufru, jenzZ byl ndsledné¢ odmyt 3x10 minut PEM pufrem.

4.4.12.4. Fluorescenc¢ni znaceni

Preparaty byly blokovany v pufru PEMBALG po dobu 30 minut v PT. Po odsati
blokovaciho pufru byly prepardty inkubovany s primarni protilatkou a-CWP1 jiZ spojenou
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se sekundarni protilatkou a fluoroforem Alexa 488 po dobu jedné hodiny bez piistupu
svétla. Po inkubaci byly buiikky pomyty PEM pufrem (3x10 minut). Takto pfipravend kryci
sklicka byla zamontovana na sklicka podlozni za pouziti montdzniho média Vectashield
obsahujiciho DAPI (Vector Laboratories) a pfipevnéna byla pomoci laku na nehty.

4.4.13. Fluorescenéni mikroskopie a zpracovani fotografii

Mikroskopie byla provedena v Servisni laboratofi zobrazovaci techniky (IMCF)
v BIOCEVu. Preparaty s trofozoity byly pozorovany za pouziti olejového objektivu
se zvétSenim 62x na invertovaném fluorescencnim mikroskopu Leica TSC SP8 W1l SMD-
FLIM. Preparaty s encystovanymi bunikami byly pozorovany na invertovaném konfokalnim
mikroskopu Nikon Eclipse Ti-S za pouziti olejového objektivu se zvétSenim 100x.

Dekonvoluce u snimkl pofizenych na invertovaném konfokalnim mikroskopu byla
provedena v programu Huygens Professional verze 19.10 (Scientific Volume Imaging).
Fotografie potizené na obou mikroskopech byly dale upravovany v programu Image] verze
1.53J (Schindelin et al., 2012).

4.5. Laboratorni metody specificky vyuzivané pro charakterizaci Getl

4.5.1. Overexprese Getl-BAP

4.5.1.1. Frakcionace bunék G. intestinalis

V kultivacni lahvi o objemu 250 ml s pln¢ narostlou kulturou bunék bylo médium
bun¢k vymeénéno za ledové vychlazené, sterilni PBS a uvolnéné bunky byly centrifugovany
(1200 % g, 10 minut, 4 °C). Pelet byl promyt v 7 ml SM pufru (1200 x g, 10 minut, 4 °C)
a vznikly pelet byl resuspendovan v 1 ml SM pufru s pfidanymi inhibitory protedz — N-a-
tosyl-L-lysin-chlormetylketonem (TLCK) o koncentraci 50 pg/ml a leupeptinem (LEU)
o koncentraci 10 pg/ml. Vznikla buné¢na suspenze byla homogenizovéana sonikatorem Q125
(QSonica) pii40% amplitudé s Isekundovymi pulzy v 15sekundovych intervalech,
dokud nebylo rozbito pfiblizné 99 % bunck. Ze vzniklého homogenatu bylo odebrano 100 pl
vzorku, oznaceného jako lyzat, pro naslednou analyzu.

Vznikly homogenat byl centrifugovan (2680 x g, 20 minut, 4 °C), aby doslo
k sedimentaci jader a cytoskeletu. Vznikly supernatant byl centrifugovan na ultracentrifuze
Optima XE (Beckman Coulter) (180 000 x g, 30 minut, 4 °C). Po centrifugaci byl odebran
veskery supernatant, ktery byl oznacen jako cytosol. Vznikly pelet byl dodatecné promyt
v300 pul SM pufru spfidanymiinhibitory protedz a opé&t centrifugovan
(180 000 x g, 30 minut, 4 °C). Findlni pelet byl resuspendovan v 300 ul SM pufru
s pfidanymi inhibitory protedz a oznacen jako high-speed pellet (HSP). HSP obsahuje kromé
jinych organel zejména endoplazmatické retikulum, které je klicové pro tuto praci.

V jednotlivych frakcich byla stanovena koncentrace proteinli (viz kap. 4.4.9.)
a pfitomnost proteinu v danych frakcich byla ovétena pomoci SDS-PAGE a imunoblotu.

4.5.1.2. DSP cross-linking

Pro testovani dithio(sukcinimidyl)propionat (DSP) cross-linkeru (Thermo Fisher
Scientific) bylo pouzito 50 ml bunééné kultury, kterd byla promyta v PBS
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(1200 x g, 10 minut, 4 °C), v 7 ml SM pufru (1200 x g, 10 minut, 4 °C) a vznikly pelet byl
resuspendovan v 1 ml SM pufru s pfidanymi inhibitory proteaz cOmplete™ Mini EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail (Roche) v koncentraci doporucené vyrobcem. Poté byla bunécna
suspenze homogenizovana za pouziti sonikatoru (40% amplituda, 30x 1s pulzd).
Homogenat byl centrifugovan (2680 x g, 20 minut, 4 °C) a vznikly supernatant byl nasledné
analyzovan pro stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku (viz kapitola 4.4.9.). Vzorky byly
poté natfedény sterilnim PBS do finalni koncentrace proteinti 1,5 mg/ml.

Protoze nebyla zndma optimalni koncentrace DSP pro cross-linking protein v daném
vzorku, byl vzorek inkubovan hodinu na ledu sSesti riznymi koncentracemi DSP
rozpuSténém v DMSO. Chemicky cross-linking byl zastaven ptfidanim 50mM roztoku Tris
(pH = 8) anasledovala 15minutova inkubace v PT. Poté byl ke vSem vzorkim ptidan
5x vzorkovy pufr bez 2-merkaptoetanolu, aby nedoslo k naruSeni S-S vazeb uvnitf cross-
linkeru a vzorky byly inkubovany v 95 °C po dobu 5 minut.

Byly také ptipraveny dvé negativni kontroly, které obsahovaly pouze DMSO
bez ptidaného DSP. Jedna zkontrol byla smichdna se vzorkovym pufrem s2-
merkaptoetanolem, druhd se vzorkovym pufrem bez 2-merkaptoetanolu.

Vzorky byly nésledné analyzovany pomoci SDS-PAGE a imunoblotu.

4.5.1.3. Afinitni purifikace proteint — pull-down experiment

Kultura bun¢k byla napéstovana do objemu 750 ml. 24 hodin pted sklizenim bun¢k
byl ke kultufe ptidan biotin v koncentraci 100 mM, ktery byl biotin ligdzou produkovanou
z plazmidu pTG BirA navazén na protein zajmu s BAP-tagem.

Z kultivacnich lahvi s pln€ narostlou kulturou bunék bylo slito médium a lahve byly
naplnény ledové vychlazenym, sterilnim PBS. Takto pfipravené lahve byly uloZeny na led
a ponechany nejprve 10 minut pii 4 °C, dale pak dodate¢nych 5 minut pii -20 °C, aby doslo
k uvolnéni trofozoith ze stén. Kultura bunck byla centrifugovana na velkoobjemové centrifuze
Avanti J-26 XPI (Beckman Coulter) (1200 x g, 10 minut, 4 °C) a poté na stolni centrifuze
(1200 x g, 10 minut, 4 °C). Buiiky byly promyty v 7 ml SM pufru (1200 x g, 10 minut, 4 °C).
Nasledné byl pelet resuspendovan ve 4 ml SM pufru s inhibitory protedz cOmplete™ Mini
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) v koncentraci doporucené vyrobcem.
Takto promyté bunky byly poté homogenizovany za pouziti sonikatoru ve dvou
30sekundovych intervalech (40% amplituda, Isekundové pulzy). Homogenat byl
centrifugovan (2680 x g, 20 minut, 4 °C) a poté byla stanovena koncentrace proteinil
v supernatantu, ktery byl nasledné¢ nafedén PBS pufrem s pfidanymi inhibitory proteaz
(Roche) na koncentraci proteinti 1,5 mg/ml. Z takto nafedéného supernatantu bylo odebrano
40 pl vzorku, jez byl oznacen jako AO.

K nafedénému supernatantu byl ptfidan DSP cross-linker rozpustény v DMSO
ve finalni koncentraci 350 uM. Po zastaveni reakce pomoci S0mM Tris bylo odebrano 40 pl
vzorku, ktery byl oznafen jako Al. Poté byl ke zbylému vzorku pfidan 5x Boiling pufr
s pfidanymi inhibitory protedz (Roche) a smés byla inkubovdna 10 minut ve vodni lazni
o teplote 80 °C, aby doslo k denaturaci proteinii a jejich solubilizaci. Nasledné byl supernatant
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doplnén inkuba¢nim pufrem s inhibitory proteaz do objemu 50 ml a jako kontrola bylo
odebrano 40 ul vzorku, ozna¢eného jako A2.

Ke zbylému supernatantu byly pfidany magnetick¢é kulicky s navazanym
streptavidinem — Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 (Invitrogen). Streptavidin piitomny
na kuli¢kach ma silnou afinitu k biotinu, ktery je diky BAP-tagu navdzan na exprimovaném
proteinu. Na jednu reakci bylo pouzito 120 pl kulicek, které byly promyty 3x po dobu 5 minut
v inkuba¢nim pufru na rotatoru (Biosan). Po kazdém promyti byla zkumavka s kulickami
vlozena na magneticky stojanek pro odsati prebytec¢né tekutiny.

Po promyti byly magnetické kulicky resuspendovany v 500 upl inkubacniho pufru,
pfidany k 50 ml supernatantu a inkubovany 1 hodinu na rotatoru pfi PT. Po inkubaci byl
vzorek s magnetickymi kulickami vlozen do velkého magnetického stojanku a bylo odebrano
40 pl roztoku s kulickami jako vzorek A3. Zbytek supernatantu byl odsat a magnetické
kulicky s navazanymi proteiny byly promyty v inkuba¢nim pufru po dobu 5 minut.
Po promyti bylo odebrano 40 pul vzorku véetné kulic¢ek jako vzorek s oznacenim A4. Nasledné
byly kulicky snavdzanymi proteiny promyty v 1 ml PBS s inhibitory protedz (Roche)
na rotatoru (3x5 minut). Po poslednim promyti byla odebrana 1/5 vzorku, ze které bylo
na magnetickém stojanku odsato zbylé PBS a nésledn¢ ptidan vzorkovy pufr a 20mM biotin.
Takto pfipraveny vzorek byl oznacen jako AS. Ze zbylych 4/5 vzorku byla na magnetickém
stojanku odebrana veskera tekutina a vzorky byly odeslany do Servisni laboratofe hmotnostni
spektrometrie v BIOCEVu na proteomickou analyzu. Mira signifikance byla uréena pomoci
Studentova t-testu s False Discovery Rate (FDR) = 0,05. Pro tuto analyzu byl pouzit program
Perseus verze 1.6.15. (Tyanova et al., 2016) a analyzovana data vizualizovana jako volcano
plot pomoci on-line programu VolcaNoseR (Goedhart & Luijsterburg, 2020) s parametry P-
value = 0,02, fold change > 2.

Vsechny kontroly byly rozvateny ve vzorkovém pufru (10 minut, 95 °C).
Pouze kontrola Al byla rozvafena ve vzorkovém pufru bez 2-merkaptoetanolu, aby nedoslo
k naruSeni vazby cross-linkeru na proteiny. Povafené kontroly byly néasledné analyzovany
pomoci SDS-PAGE a imunoblotu.

4.5.14. Proteomicka analyza

VSechny niZze popsané metody byly provedeny v Servisni laboratofi hmotnostni
spektrometrie v BIOCEVu.

4.5.1.4.1. Piiprava bunék

Magnetické kuli€¢ky snavdzanymi proteiny byly inkubovany s5mM tris(2-
karboxyetyl)fosfinem (TCEP) po dobu jedné hodiny pii 60 °C pro redukci disulfidickych
mustki. Tato suspenze pak byla blokovdna v roztoku obsahujicim 10mM metyl-
metanthiosulfonat (MMTS) po dobu 10 minut pii 37 °C pro modifikaci thiolovych skupin.
Proteiny byly z magnetickych kulicek uvolnény inkubaci s 1 pg trypsinu po dobu 16 hodin
pii 37 °C. Po inkubaci byly kulicky odstranény centrifugaci a ziskany supernatant byl
acidifikovan pfidanim trifluoroctové kyseliny (TFA) o findlni koncentraci 1 %. Deoxycholat
sodny (SDC), ktery se ve vzorku vyskytoval kvili pfidani Boiling pufru béhem experimentu
popsaném v piedchozi kapitole, byl ze vzorku odstranén pomoci etylacetatu.
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4.5.1.4.2. Kapalinova chromatografie s kvantitativni hmotnostni spektrometrii

Peptidy byly resuspendovény v pufru obsahujicim vodu, 2% acetonitril a 0,1% TFA,
nacez byly separovany pomoci ,Reversed phase® kolony EASY-Spray (Thermo Fisher
Scientific) za pouziti dvou mobilnich fazi. Mobilni fdze A obsahovala roztok vody a 0,1%
kyseliny mraven¢i a mobilni faze B obsahovala roztok acetonitrilu a 0,1% kyseliny mravenci.
Peptidy byly eluovany po dobu 120 minut v gradientu od 4% do 35% mobilni faze B.
Eluované peptidy byly poté ionizovany elektrosprejem v plynné fazi a analyzovany
na hmotnostnim spektrometru Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific).

Nasledovala tandemova hmotnostni spektrometrie, pii které byla méfena MS2
hmotnostni spektra v iontové pasti pomoci frakcionace prostfednictvim kolizni disociace
s vyssi energii (HCD) s maximalni injek¢éni dobou 35 ms.

4.5.1.4.3. Analyza dat

Data byla analyzovana a kvantifikovana v programu MaxQuant verze 2.3.1.0. (Cox &
Mann, 2008) s limitni hodnotou (FDR) 1 % pro proteiny a peptidy dlouhé minimalné
7 aminokyselin. Nasledné byla MS? hmotnostni spektra hleddna pomoci vyhledavaciho
programu Andromeda proti vnitini databazi G. intestinalis obsahujici 12 665 proteini.

Analyza dat byla poté provedena v programu Perseus verze 1.6.15. Hodnoty intenzit
byly pfevedeny na bindrni logaritmus a pouzitim Studentova bilateralniho t-testu byla urcena
statistickd vyznamnost testovaného rozdilu stfednich hodnot intenzity danych proteinti mezi
dvéma zkoumanymi skupinami.

4.5.2. Knock-out genu get!

4.5.2.1. Priprava homolognich ramének

Z databdze GiardiaDB (Alvarez-Jarreta et al., 2024) byly vygenerovany 1000 bp dlouhé
sekvence 5 UTR a 3’UTR oblasti genu get/ (GL50803 14915). Poté byly navrzeny primery
pro amplifikaci oblasti tak, aby tyto oblasti neobsahovaly sekvence restrikénich mist
vyuzivanych pro zaklonovani insertu do vektoru pGdelP PaqCl. Po této optimalizaci byla
naamplifikovana 5’UTR oblast dlouha 616 bp a 3’UTR oblast dlouhd 600 bp. Do sekvenci
primeru byla také zahrnuta restrikéni mista pro vlozeni do vektoru a také sekvence tfi T ¢i A
pro spravné nasednuti restrikéniho enzymu (Tab. 21).

Tab. 21 - Primery pro 5’ a 3°’HR. Barevn¢ jsou zndzornéna restrikéni mista.

Nazev Sekvence 5‘—3¢

5’UTR_F Mlul TTTACGCGTGCTCTTCGATTTGCTTGTGCT
5S’UTR R TAT GGAATTTTTACTCCGTCATAAAT
3’UTR F Clal TTTATCGATGAGATATCAACTGACAACATTCAT
3’UTR R TTT TAGATGGAGCACGCTACACG
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4.5.2.2. Tvorba knock-outové bunécéné linie AGetl

Naamplifikované sekvence byly nasledné zaklonovany do vektoru pGdelP_PaqCl, ktery
obsahuje dele¢ni kazetu pro vystépeni genu. Tato kazeta je tvofena dvéma useky. Prvni tsek
je tvofen genem pro PAC, obklopenym 5°a3‘ UTR. 5’UTR oblast obsahuje sekvenci
pro promotor genu pro y-giardin a 3’UTR oblast obsahuje sekvenci 3 UTR pro gen GDH.
Druhy tsek, zajistujici transkripci gRNA, obsahuje gRNA scaffold, ktery je nutny
pro interakci s Cas9 endonukledzou, a dvé restrikéni mista pro enzym PaqCl, ktera zajist'uji
vlozeni gRNA spaceru. Dany tusek je obklopen U6 (=spliceosomélni U6 RNA) 5° UTR
a 3’UTR (Obr. 18).

PagCi
5‘UTR y-giardin 3'UTR GDH ]—[ 5‘UTR U6 3‘UTRUB
PagCl

Obr. 18 — Schéma dele¢ni kazety pro knock-out genu getl. Modfe je znazornén gen
zajistujici rezistenci vic¢i puromycinu obklopeny 5’UTR oblasti pro gen y-giardin a s 3’UTR oblasti
pro GDH. Oranzové je znazornén usek sjiz pritomym gRNA scaffoldem, do kterého bude
pres restrikéni mista PaqCl zaklonovan gRNA spacer. Tento usek je obklopen 5’UTR a 3’UTR
oblastmi genu pro U6 snRNA. Mezi 5’UTR U6 a gRNA scaffoldem se pak nachazeji restrik¢éni
mista pro vlozeni gRNA spaceru do vektoru. Cela kazeta je obklopena 5° a 3° UTR oblastmi genu
getl.

4.5.2.3. Piiprava a klonovani gRNA

Pomoci nastroje EuPaGDT (Peng & Tarleton, 2015) byly navrzeny gRNA
oligonukleotidy o velikosti 20 bp, které jsou komplementarni k mistim v sekvenci genu get/
(Obr. 19). U navrzenych gRNA byla ovéfena absence sekvence, kterd by odpovidala sekvenci
restrikéniho mista pro PagCI, nebot’ timto enzymem je §t€pen vektor pro zaklonovani dané
gRNA. Ke kazdému oligonukleotidu byly pfiddny kratké presahy na 5° konec, které jsou
komplementarni  k pfesahim v sekvenci vektoru nastépeném enzymem PaqCl.
U Fwd primeru se jednalo o sekvenci CGGC, u Rev primeru pak o sekvenci AAAC (Tab. 22).
Po asociaci komplementarnich oligonukleotidii tyto pfesahy umoZziuji ligaci do vektoru
naStépenc¢ho enzymem PaqCl.

ENGGCAOMOOIOTA CENET TCEMECAGA G TENOGTEGGEGEACTINGAGCGCTATCOGGAGCCTCTTACH

Hil A Nl Y Bl Fr ElECE S EEEEETcE T Il S A TG A S Y B

MAQC G TEAGEAGA TCEAGAAGEAGGTCTCAEAGCACCCO TGARMAOTCGCGAMAGCCTCGGAGAATGHA
gRMA 43 revcom ]

140 150 1ed 170 150 170 00

( ERNA 165
GEEATAAGATTIGACAGT T T TETCATCATCACAGEAGEGCACAACGCOMGCAGAAGERGECAAGTAGTCAAC
0 A b [ F INEMEIEENE T EEE A~ oW R EEETON K EEETONEVEETE K
ECTATTCTAACTETCAAAACAGTAGTAGTGTEMECGTGTITGCGEACGTCT TCEMEG TTCATCAGT TC
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Obr. 19 — Poloha navrzenych gRNA vici sekvenci genu get 1.

Tab. 22 — Primery navrzené pro klonovani gRNA do vektoru pGdelP_PaqCI. Cisla u dané
gRNA znazornuji pocatek gRNA relativné k zacatku genu. Presahy umoznujici spravné zaklonovani,
nebot’ jsou tvofeny sekvencemi komplementarnimi k sekvencim ve vektoru, jsou znazornény sedé.

Nazev Sekvence 5¢‘—3¢

Getl 43 revecom F | CGGCAAGTCCCCACGAGACTCTGG
AAACCCAGAGTCTCGTGGGGACTT

Getl 43 revcom R

Getl 99 F CGGCGTTAGCAGGTAAGATGAAGG
Getl 99 R AAACCCTTCATCTTACCTGCTAAC
Getl 165 F CGGCAGAGGCACAACGCCTGCAGA
Getl 165 R AAACTCTGCAGGCGTTGTGCCTCT

Getl 267 revcom F | CGGCAATGTACGTCCCGATCCAAG
Getl 267 revcom R | AAACCTTGGATCGGGACGTACATT

Oligonukleotidy byly nafedény v dH>O na koncentraci 100 pM a byla sestavena reakce
umoznujici parovani komplementarnich oligonukleotidi (Tab. 23). Smés byla inkubovana
v termobloku (Eppendorf) 5 minut pfi teploté 95 °C. Po kratké inkubaci byl termoblok vypnut
areakéni smés v ném byla 2,5 hodiny nechana pozvolné vychladnout. Pomalé ochlazovani
je klicové pro spravnou hybridizaci oligonukleotidt.

Tab. 23 — Reakéni smés pro hybridizaci oligonukleotidi. Celkovy objem ¢inil 20 pl.

SloZeni MnoZstvi
Oligo Fwd (100 uM) 2 ul
Oligo Rev (100 uM) 2 ul

10x T4 DNA ligdzovy pufr (Thermo Fisher Scientific) | 2 ul
dH>O 14 ul
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Poté byla sestavena restrikcni/ligacni reakce pro vlozeni vytvoienych oligonukleotida
do plazmidu pGdelP PaqCI (Tab. 24). Reakce byla inkubovana v termocycleru
(2 hodiny, 37 °C) a po inkubaci byla zvySena teplota pro inaktivaci ligazy a restrik¢nich
enzymu (10 minut, 65 °C).

Tab. 24 — Reakéni smés pro zaklonovani gRNA oligonukleotidi do plazmidu
pGdelP_PaqCl. Celkovy objem ¢inil 20 pl.

SloZeni MnoZstvi
Pufr rCutSmart (New England Biolabs) 2ul
Plazmid pGdelP_PaqCI (100 ng/ul) Il
gRNA oligonukleotidy z pfedchozi reakce 1wl
PaqCI enzym (NEB) 1wl
PaqClI aktivator (NEB) 0,5 pl

T4 DNA ligaza (Thermo Fisher Scientific) 1 ul
dH>O 13,5l

Po dokonceni klonovani byl plazmid obsahujici gRNA oligonukleotidy pomoci
tepelného Soku (30 s, 42 °C) transformovan do bakterii podle popisu v kapitole 4.4.4
a poté byla plazmidova DNA izolovana stejné, jako je popsano v kapitole 4.4.5.

4.5.2.4. Nanopore sekvenovani

Knock-outova linie AGetl byla pro odhaleni potencidlné vzniklych somatickych
mutaci analyzovdna pomoci Nanopore sekvenovani. Tento zplsob charakterizace
modifikovaného genomu G. intestinalis také poslouzil jako potvrzeni GspéSného vysStépeni
genu getl.

VSechny nize zminéné experimenty byly provedeny v Laboratofi mikrobiologie
a imunologie na Uppsala Universitet.

4.5.2.4.1. Izolace gDNA

K izolaci gDNA pro ucely Nanopore sekvenovani bylo nutné izolovat gDNA tvofenou
co nejdelsimi Gseky nukleové kyseliny bez fragmentace, tzv. high molecular weight (HMW)
DNA. K tomu byl vyuzit Nanobind® CBB kit (PacBio). Tento kit obsahuje maly magneticky
disk, jenz je pokryty nanostrukturovanym kiemicitym povrchem (Obr. 20). Tim je zajiSténa
velmi silné vazebna kapacita tohoto disku a diky tomu se na n¢j mohou vazat dlouhé useky
DNA bez fragmentace, coz neni mozné pii izolaci gDNA za pouZiti magnetickych kulicek
¢i kolonek s kiemicitanovym povrchem.
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Obr. 20 — Struktura Nanobind magnetického disku s kiemicitanovym povrchem
(PacBio).

200 ml narostlé kultury bylo centrifugovano (1000 x g, 15 minut, 4 °C). Pelet byl
promyt v 7 ml ledové vychlazeného PBS (1000 x g, 10 minut, 4 °C). Poté byla provedena
izolace gDNA za pouziti jiZ zminéného kitu podle protokolu ,,HMW (50-300+ Mb) DNA
extraction protocol®“. Vyslednd koncentrace DNA byla kvantifikovana pomoci kitu Qubit
dsDNA BR kit a fluorometru Qubit 2.0, kvalita DNA byla uréena na spektrofotometru
NanoDrop 1000 v3.8.1.

4.5.2.4.2. Purifikace izolované gDNA

Pro Nanopore sekvenovani je nutné, aby izolovana gDNA byla co nej¢istSi — prosta
RNA, proteinli a metabolitl, a proto bylo nutné provést dodate¢nou purifikaci danych vzorkd.
Odstranéni RNA byla provedeno RNazou A (QIAGEN) po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C.
Nasledné byla DNA precisténa pomoci QIAGEN genomic-tip 20/G kitu a nakonec byl
prebytecny etanol odstranén pomoci AMPure XP beads (Beckman) Takto pfecisténd gDNA
byla eluovana do 15 pl nuclease-free dH2O a vzorek byl inkubovan 10 minut v 37 °C.
Uspésna purifikace byla ovéfena na 0,7% agardézovém gelu pomoci horizontalni gelové
elektroforézy akoncentrace DNA byla opét stanovena pomoci fluorometru Qubit 2.0
a spektrofotometru NanoDrop 1000 v3.8.1.

4.5.2.4.3. Piiprava sekvenacni knihovny

Pro ucely Nanopore sekvenovani byly pfipraveny dva typy sekvenacnich knihoven
(Obr. 21). Jednim znich byl Ligation-based Native Barcoding Kit 24 (SQK-NBD114.24)
(Oxford Nanopore Technologies). Zde byl postup pripravy sekvenacni knihovny nésledujici:
nejdiive probéhla uprava koncti DNA fragmenti pro ligaci a na konce DNA fragmenti
pak byla pro kazdy vzorek pfipojena unikédtni barcode sekvence pro vzdjemné odliSeni
vzorkli. Nésledné byl k barcode sekvencim pfipojen adapter zajiStujici priichod DNA
sekvenacnim porem ve flow cell.

Druhym kitem pak byl Rapid Barcoding Kit SQK-RBK114.96. Pfiprava této
sekvenacni knihovny byla téméf totoznd, avSak specifické barcode sekvence i1 adapterova
sekvence byly pfipojeny spolecné ndhodnym procesem v tzv. transposome komplexu.
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Takto ptipravené knihovny byly poté aplikovany na flow cell R10.4.1 sekvena¢niho
piistroje Minlon Mk1C se softwarem MinKNOW™ v21.11.6.

High molecular weight gDNA Transposome complex gDNA

) ° % T
Optional fragmentation l
" %

or size selection

End-prep and nick repair l Cleavage and addition of i
60 min A : 4 transposase adapters
Ligation of selL(ljch;gE l, o ) Afschrariics l/
- P sequencing adapters
— @ 5 min i — _ o
Y Loading 4 Loading

Obr. 21 — Tvorba sekvenac¢ni knihovny dvéma ruznymi pfistupy. A) - tvorba sekvenacéni
knihovny ligaci adapterovych sekvenci na konce DNA fragmentt; B) - tvorba sekvenacni knihovny
za pouziti tzv. transposome komplexu. Pfevzato z (https://nanoporetech.com/products/prepare).

4.5.2.4.4. Sekvenace a assembly genomu

Nukleotidy prochéazejici sekvenaénim pérem méni jeho odpor a neustily proud
nukleotidl se pak projevuje jako zména elektrického proudu. Pro ziskani sekvenaénich readii
je pak potieba tento proud opét prevést na sekvenci nukleotidii pomoci tzv. basecallingu.
Ten byl proveden pomoci programu Dorado verze 0.4.1 (Chiou et al., 2023). Pomoci tohoto
programu byly také odstépeny sekvence adapterd. Sekvenacni ready byly nasledné protiidény
tak, aby ztstalo 90 % readii s nejlepsi kvalitou a délkou.

Poté byl provedeno sestaveni a alignment sekvenacnich readli proti genomu
G. intestinalis 'WB assembly (GCA_000002435.2-genomic) pomoci pluginu Mauve
v programu Geneious Prime verze 2023.2.1 (https://www.geneious.com).

4.5.2.4.5. Analyza ziskanych dat

Ziskand data byly analyzovana v programu Geneious Prime verze 2023.2.1.
Sekvenacni ready byly namapovany na chromozomy genomu G. intestinalis a podminky
pro detekci mutaci byly nastaveny nasledovné: coverage = 10, variant frequency > 20 %.
V potaz byly brany pouze polymorfismy v kddujicich oblastech. Tato data byla
poté jesté rucné filtrovana k odstranéni synonymnich mutaci, které se u exprimovaného
proteinu nijak neprojevily v jeho priméarni struktufe. Nasledné¢ byly mezi sebou porovnany
mutace u studované¢ho kmene s kontrolnim a byly odfiltrovany mutace shodné pro oba kmeny.
Také byly vyfazeny polymorfismy v genech, které se v genomu objevuji ve velkém mnoZzstvi
podobnych kopii a na které mohly byt sekvenacni ready Spatné namapovany (napf. geny
pro VSP ¢i proteiny obsahujici ankyrinovou repetici).
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4.5.2.5. Izolace RNA a priprava cDNA

Pii experimentech popisujicich UspéSnost odstranéni genu get/ byla nepfitomnost
tohoto genu u knock-outové linie bun¢k ovéfena pomoci PCR s vyuzitim komplementarni
DNA (cDNA) jako templatu.

Z plné narostlé kultury byla vyizolovana RNA pomoci High Pure RNA Isolation Kitu
(Roche). Béhem izolace bylo postupovano dle protokolu od vyrobce.

Nasledn¢ byla odstranéna zbytkova DNA kontaminace. Ke 48 pl vyizolované RNA
bylo ptfidano 5 pl 10x reakéniho pufru s MgCl, (Thermo Fisher Scientific) a 1 U/ul DNazy 1
(Thermo Fisher Scientific). Tato smés byla inkubovana v termobloku 30 minut pi1 37 °C.
Ke vzorku byly poté piidiny 3 pl 50mM EDTA a nasledovala 10minutovd inkubace
v termobloku pii 65 °C za ucCelem inaktivace DNazy. Vyizolovand RNA byla uchovavéana
pii teploté -80 °C.

cDNA byla pfipravena za pouziti kitu SuperScript III reverse transcriptase
(Invitrogen). Do nuclease-free zkumavky byly napipetovany nasledujici slozky:

1 ul 50 uM oligo(dT)20 primerti

10 ul RNA (mnozstvi RNA vsak nesmi piesahnout 5 pg)

1 ul 10mM DPT

1 ul dH>O

Celkovy objem reakéni smési byl 13 pl. Smés byla zahfata v termobloku po dobu
5 minut pii 65 °C a poté byla inkubovéana 1 minutu na ledu. Po inkubaci byly ke smési
ptidany nasledujici komponenty:

4 pl 5% First-strand buffer

1 ul0,IMDTT

1 pul RNaseOUT Recombinant RNase inhibitor

1 pl SuperScript III reverse transcriptase (200 U/ pl)

Cela smés byla jemné promichana pomoci pipety a inkubovana 30 minut pii 50 °C.
Reakce byla nasledné inaktivovana 15minutovou inkubaci pii 70 °C.

Vysledna cDNA 1 RNA byla testovana pomoci PCR reakce. Byly pouZity primery
pro pfitomnost genu get!/ a jako pozitivni kontrola byly pouzity primery pro pfitomnost genu
glukoza-6-fosfat-isomeraza (g6pi) (GL50803 9115) (Tab. 25). Primery pro g6pi laskavé
poskytla Mgr. Lenka Arbonova.

Tab. 25 — Primery pouZité pro PCR testovani cDNA a RNA.

Primer SloZeni

Getl KO RNA check-F ACCTCTTCCAGAGT

Getl KO RNA check-R CTTCCGGTGCCATTAGA
GOPI F ATGCCGTCCATCCACGTCTC
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G6PI R TTAAGCTTTTGCAGCGTGAC

Pro PCR s g6pi primery byl pouzity program QS5, pro PCR s get/ primery pak program
Emerald. V obou piipadech bylo pti PCR reakci postupovano podle protokolu od vyrobce.

4.5.2.6. Priprava bunék pro proteomickou analyzu pomoci hmotnostni
spektrometrie

Vsechny nize popsané metody byly provedeny v Servisni laboratofi hmotnostni
spektrometrie v BIOCEVu.

Bunééna kultura byla napéstovana v 50 ml média. Po nartistu bun¢k do monolayeru
bylo z kultiva¢ni lahve odlito médium, lahev byla naplnéna ledové vychlazenym, sterilnim
PBS a 20 minut ponechana na ledu. Nasledné¢ byla kultura bunék centrifugovana
(1200 x g, 10 minut, 4 °C), a promyta v PBS (1200 x g, 10 minut, 4 °C). Po odsati
supernatantu byly takto pfipravené pelety odesldny do Servisni laboratofe hmotnostni
spektrometrie v BIOCEVu.

Tyto pelety byly dale lyzovany po dobu 10 minut pii 95 °C v roztoku obsahujicim
2% SDC, 10mM TCEP pro redukci disulfidickych mustki mezi proteiny a 40mM
chloracetamid pro modifikaci volnych cysteind. Tento roztok byl doplnén
hydrogenuhli¢itanem trietylamonnym (TEAB) v koncentraci 100 mM. Nasledné byla
suspenze homogenizovana pomoci sonikatoru (Bandelin Sonoplus Mini 20, MS 1.5).
Poté byla stanovena koncentrace proteint za pouziti kitu BCA Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific) a 30 pg vzorku bylo pouZzito pro navazani na magnetické kulicky podle protokolu
,single-pot, solid-phase-enhanced sample preparation® (SP3) (Hughes et al., 2019). Vazba
proteinli na magnetické kulicky, kterd je zprostfedkovana hydrofilnimi interakcemi, byla
indukovana pfidanim etanolu do findlni koncentrace 60 % a smés byla inkubovana 5 minut
pii PT. Nasledné byly magnetické kuliCky s navdzanymi proteiny promyty 80% etanolem.
Proteiny byly $tépeny pies noc pii 37 °C pfidanim 2 pg trypsinu rozpuSténém ve 100mM
roztoku TEAB. NaStépené peptidy se béhem inkubace uvolnily z magnetickych kulicek, které
byly zroztoku po inkubaci odstranény centrifugaci. Vzorky byly okyseleny pfidanim TFA
ve findlni koncentraci 1 % a peptidy byly odsoleny na odsolovaci koloné¢ doméci vyroby
za pouziti tzv. stage tips (Rappsilber et al., 2007).

Poté byla provedena kapalinovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii a nasledna
analyza dat tak, jak je uvedeno v kapitole 4.5.1.5.

4.5.3. Tvorba CRISPR/Cas9 rezistentniho konstruktu

Pro vytvoteni genového add-backu bylo nutné pozménit n€kolik bazi v sekvenci genu
getl v mistech, ve kterych se vaze konkrétni gRNA (Obr. 22), aby vneseny gen get/ nemohl
byt rozstépen Cas9 endonukleazou. Vkladani téchto bodovych mutaci vSak nesmi ovlivnit
translaci — mize tedy dojit ke zmén€ v kodonu, aleneke zméné€ aminokyseliny,
kterou koduje. Zamérem také bylo vyhnout se vyuziti ziidka pouzivanych kodont, které
by mohly zpiisobit komplikace pfi translaci. K tomu byla pouZita databdze Codon Usage
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Database (Nakamura et al., 2000). K takto modifikované sekvenci genu get/ pak byl na 3°
konci pfipojen V5-tag.

CCAGMEMC TCE TEGGGACH TTGAGCGC TATCEGAGCCTC TTACTTE TTGATG TATCGGCGAAAAGAC TTCCAAGAGHTAGCHEGMAAGATGAAGEAGGATTATE TAATTC TGGATAAGATTG
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ACAGTTTTGTCATCATCACHGAGGCHCAACGCC TECAGAAGEAGCAAGTAGTCAAGCGEC TTGAAGTGTTATCGGCCAAGCTTACACGTATEAAGTGEACHEN TEGATCGEEACG TACATRATT,
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ACAGTTTTGTCATCATCACHGAGacHcAacGCc TRCAGAAGGAGCAAGTAGTCAAGCGCCTTGAAG TG TTATCGGCCAAGCTTACACGTATEAAGTEGACERGETEATCoaHACcGTACATHATT
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Obr. 22 — Schematické znazornéni zmény ve sloZeni bazi u ¢asti sekvence genu getl.
Dvojvlédkno ve svétle modrém poli je nativni sekvence get/, u které byly zndzornény pozice
jednotlivych gRNA svétle rtzovou Sipkou. Dvojvldkno v bilém poli pak zndzorfiuje céstecné
modifikovanou sekvenci get/, na kterou se navrzené gRNA nevazi. Zluté obdélnicky pak vyznacuji
pozménéné baze. V obou dvojvldknech jsou barevné vyznacené baze, které se od sebe odlisuji. Lze si

povsimnout, Ze seky s pozménénymi bazemi koduji stale stejné aminokyseliny.
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5. Vysledky

5.1. Overexprese Getl-BAP
5.1.1. Tvorba bunécné linie Getl1-BAP v BirA

Pro vytvoieni bunécné linie s epizomalni expresi genu get! v buiikkach G. intestinalis byl
pouzit plazmid pOndra nesouci sekvenci genu get/ s BAP-tagem na C-konci. Tento plazmid
byl transfekovan do linie bun€k obsahujicich plazmid pTG se sekvenci genu pro biotin-ligazu
(BirA). Tato linie byla pro transfekci vybrana z divodu pldnovanych experimentii — BirA
umoziuje biotinylaci proteinu s BAP-tagem po piidani biotinu do bunécné kultury.
Transfekce probehla zapouziti dvou mnozstvi plazmidové DNA - 10pug a 50 pg,
avSak kultura s menSim mnozstvim DNA byla kontaminovdna a nadéale se sni nedalo
pracovat. Po selekci geneticinem byl ze stabilné rostouci kultury vytvofen lyzéat a exprese
Getl byla ovétena pomoci SDS-PAGE a imunoblotu za pouziti primarni monoklonalni kralici
a-BAP protilatky (Obr. 23).
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Obr. 23 — Potvrzeni exprese Getl-BAP v buiikiach G. intestinalis kmene BirA. Protein byl
detekovan pomoci primarni monoklonalni krali¢ci a-BAP protilatky a sekundarni monoklonalni o-
kralik protilatky spojené s HRP. Jako negativni kontrola (NC) byl pouzit lyzat z bunék kmene WB C6.
Signal o velikosti 22 kDa znazornuje protein Get1-BAP.

5.1.2. Potvrzeni lokalizace Getl1-BAP v endoplazmatickém retikulu

Po potvrzeni exprese proteinu v buiikach jiz obsahujicich BirA bylo pfistoupeno k ovéteni
lokalizace proteinu Getl-BAP, ktery by se mél nachazet v ER. K tomu byly pouzity dva
ptistupy — bunécna frakcionace s naslednym imunoblotem a imunofluorescen¢ni mikroskopie.

5.1.2.1. Potvrzeni lokalizace frakcionaci

Abychom ovéfili lokalizaci Getl-BAP v ER, bylo nutné vytvofit bunétné frakce.
Pro ovéteni GspéSné frakcionace byly pouzity riiznorodé markery specifickych bunécnych
struktur.

50



Pro ovéfeni, ze v high-speed peletu (HSP) se skutecné nachazi ER, byla vyuzita
protilatka proti protein disulfidizomeraze 2 (PDI2). PDI2 je chaperon o velikosti 50 kDa
nachazejici se v membrané ER, ktery zajistuje spravné sklddani proteini (Ali et al., 2016).

Jako cCasteCny marker ER a c¢asteCny marker cytosolu byla vyuzita protilatka
proti Get3. Get3 je cytosolickym proteinem GET drahy s ATPazovou aktivitou, ktery zaroven
interaguje s proteiny v membrané¢ ER. M4a také chaperonovou funkci a diky cetnym
interakcim s ostatnimi proteiny lze tuto protilatku brat i jako marker endomembranového
prostoru. Jeho velikost ¢ini 40 kDa (Borgese et al., 2019).

Jako marker cytosolu byla pouzita protilatka proti enolaze. Enoladza je cytosolicky
protein ucastnici se glykolyzy a jeho velikost ¢ini 50 kDa (Castillo-Romero et al., 2012).

Pro ovéfeni kvalitn€ provedené frakcionace byl vyuzit i marker mitosomu, protilatka
proti proteinu GL50803 9296. Mitosomy by se, stejné jako ER, mély nachazet v HSP.
Velikost tohoto proteinu ¢ini 25 kDa (Martincova et al., 2015).

Analyza pomoci SDS-PAGE a imunoblotu ukazala, ze frakcionace byla uspéSna
a 7e Get1-BAP se pravdépodobné nachdzi v ER, nebot’ byl pozorovan vyrazny signal v HSP
(Obr. 24).

lyzat cytosol HSP

Get3 -

a-PDI2

a-enolaza
—
a-9296 -

a-BAP

Obr. 24 — Vysledek frakcionace bunék G. intestinalis obsahujicich plazmid s Get1-BAP
a plazmid s BirA. Primarni polyklonalni krysi a-PDI2 protilatka byla pouzita jako marker

ER pro dikaz uspésné frakcionace — ER se opravdu nachazi v HSP. Primarni polyklonalni krysi a-
Get3 protilatka byla pouzita pro potvrzeni lokalizace tohoto proteinu jak v cytosolu, tak ¢aste¢né
v ER. Primarni polyklonalni krysi protilatka a-enolaza slouzila jako marker cytosolu. Primarni
polyklonalni krali¢i protilatka @-9296 byla pouzita pro potvrzeni pfitomnosti mitosomit v HSP.
Primarni monoklondlni mysi a-BAP protilatka byla pouzita pro dikaz, ze Getl-BAP
se pravdépodobné opravdu nachazi v ER, nebot’ v HSP lze pozorovat vyrazny signal. Pro vizualizaci
signall byly pouzity adekvatni sekundarni monoklonalni protilatky spojené s HRP.
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5.1.2.2. Potvrzeni lokalizace fluorescen¢ni mikroskopii

Pro ovéteni lokalizace Get1-BAP v ER byly vytvofeny preparaty pro imunofluorescen¢ni
mikroskopii. Getl-BAP byl vizualizovan pomoci primarni monoklonalni mysi o-BAP
protilatky a sekundarni protilatky a-mys oznacené fluoroforem Alexa 594. Jako marker ER
pro kontrolni vizualizaci byla vyuzita primarni polyklonalni krysi a-PDI2 protilatka
a sekundarni monoklondlni protilatka a-krysa oznacend fluoroforem Alexa 488 (Obr. 225).
Ze snimku je patrné, ze Getl-BAP a PDI2 spolu castecné kolokalizuji, ¢imz lze potvrdit
lokalizaci Get1-BAP v ER.

piekryv

Obr. 25 — Ovéreni lokalizace Getl-BAP v ER v buiikdch G. intestinalis exprimujicich
také BirA. Buiky byly fixovdny metanol-acetonovou metodou. Snimky jsou vysledkem projekce
maximalni intenzity. Pro vizualizaci ER byla pouzita primarni polyklonalni krysi a-PDI2 protilatka
spolu se sekundarni monoklonalni protilatkou o-krysa oznacenou fluoroforem Alexa 488 (zeleng).
Pro zjisténi lokalizace Getl-BAP byla pouzita primarni monoklondlni mysi o-BAP protilatka
a sekundarni monoklonalni protilatka a-mys oznacena fluoroforem Alexa 594 (tmave rizove). Prekryv
znaci ¢astecnou kolokalizaci mezi témito markery, ¢cimz lze potvrdit, ze Getl-BAP se nachazi v ER
(bilé signaly na snimku DAPI, piekryv). Jaderna DNA je zna¢ena pomoci DAPI (modfe). Snimek
trofozoita ve viditelném spektru je zachycen pomoci diferencialniho interferencniho kontrastu (DIC).
Snimky ukazuji reprezentativni vzorek daného kmene, pficemz dany fenotyp vykazovala vétSina
fixovanych bunék.

5.1.3. Hledani optimalni koncentrace DSP pro chemicky cross-linking

Aby mohla byt provedena purifikace proteinu Getl 1 s jeho interak¢nimi partnery, bylo
nejprve zapotiebi tyto proteinové interakce stabilizovat a zvySit tak Sanci jejich detekce.
Ktomu byl vyuzit dithio(sukcinimidyl)propionat (DSP) cross-linker, ktery diky svym
lipofilnim vlastnostem muze prostupovat membranou a je tedy schopen propojovat
1 membranové proteiny. Bylo vSak nutné zjistit, jakéa koncentrace DSP cross-linkeru je
pro stabilizaci proteinovych interakci v membrané optimdalni, nebot pfili§ vysoka koncentrace
cross-linkeru by mohla vést ke vzniku pfili§ velkého proteinového komplexu z divodu
nespecifického pfipojeni irelevantnich proteinti. Bylo proto testovdno nékolik rGznych
koncentraci DSP cross-linkeru: 2,5 uM; 25 uM; 50 uM; 100 uM; 250 uM; 500 uM a 1 000
uM. Kazdy ze vzorki byl inkubovan pii 95 °C po dobu 10 minut ve vzorkovém pufru bez 2-
merkaptoetanolu, aby nedoSlo k rozruseni disulfidickych vazeb uvnitt DSP cross-linkeru
a vysledky byly poté analyzovany pomoci SDS-PAGE a imunoblotu (Obr. 26). Jako optimalni
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koncentrace pro dalsi experiment bylo zvoleno 350uM DSP i pfesto, Ze tato koncentrace
nebyla testovana. Pii pouzit¢ koncentraci 250 puM ke cross-linkovani jesté nedoslo,
naopak pfi koncentraci 500 pM lze vidét vyrazny tbytek monomert znacici pfili§ vyrazny
cross-linking.

kDa 25uM  25uM 50 uM 100 yM 250 pM 500 uM 1 mM NC -ME NC +ME
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Obr. 26 — Testovani DSP cross-linkeru na kultuie bunék G. intestinalis exprimujicich Getl-
BAP a BirA. Pro detekci signdlu byla pouzita primarni monoklonalni kralici a-BAP protilatka
a sekundarni monoklonalni protilatka a-kralik spojena s HRP. Vsechny signaly o velikosti cca 22 kDa
znaci pritomnost Getl-BAP ve vzorku. Slabé signaly pti hodnotach koncentrace DSP cross-linkeru
500 uM a 1 mM ukazuji na ubyvani monomeru Getl-BAP ve vzorku, coz indikuje uspésny cross-
linking. Jako negativni kontrola (NC) byly pouzity vzorky, do kterych nebyl pfidan DSP cross-linker.
Jeden vzorek byl inkubovén ve vzorkovém pufru bez 2-merkaptoetanolu (NC -ME), jeden vzorek byl
inkubovan ve vzorkovém pufru s 2-merkaptoetanolem (NC +ME).

5.1.4. Hledani interak¢énich partneri Getl pomoci pull-down experimentu

DSP crosslinker v optimalni koncentraci umoznil stabilizaci komplexu Getl s jeho
interakénimi partnery. Poté bylo pfistoupeno k purifikaci tohoto vzniklého komplexu pomoci
pull-down experimentu s vyuzitim magnetickych kulicek Dynabeads® s navazanym
streptavidinem. Cely experiment byl proveden v triplikatu a jako kontrola byly pouzity bunky
G. intestinalis kmene WB C6 exprimujici BirA — matefsky kmen, do kterého byl plazmid
s Get1-BAP vlozen.

Kultura bun¢k byla po dosaZzeni monolayeru sklizena opakovanou centrifugaci
a resuspendovanim v PBS a nasledné¢ SM pufru s pfidanymi inhibitory proteaz. Poté byla
suspenze sonikovéna, centrifugovana a findlni pelet byl resuspendovan v PBS s inhibitory
proteaz tak, aby koncentrace proteinli ve vzorku cinila 1,5 g/ml. Z této suspenze byla
odebrana alikvéta A0. Nasledné bylo ke vzorku pifiddno DSP o koncentraci 350 mM
a po hodinové inkubaci byla reakce zastavena pomoci 5S0mM Tris a byla odebréna alikvota
Al. Nasledné byl ke vzorku pfidan Boiling buffer s inhibitory protedz, proteiny ve vzorku
byly denaturovany pii 80 °C a vzorek byl nafedén ptfidanim inkubaéniho pufru s inhibitory
proteaz. Z této suspenze byla odebrana alikvota A2.

Pot¢ byly ke vzorku pfidany magnetické kulicky Dynabeads® s navazanym
streptavidinem. Kuli¢ky byly promyty, pfidany ke vzorku a suspenze byla inkubovana
na rotatoru (1 hodina, PT). Pro oddéleni magnetickych kulicek s navdzanymi proteiny
od supernatantu ~ ajejich  nasledné  promyti  byla  zkumavka se  vzorkem
umisténa na magneticky stojanek a po 15 minutadch byl odebran vzorek A3, ktery by mél byt
prosty kulicek. Poté byla suspenze s kulickami promyta inkuba¢nim pufrem a po vloZeni

53



zkumavky na magneticky stojanek byl odebran supernatant, oznaceny jako A4. Vzorky A3
a A4 by nem¢ly obsahovat biotinylovany protein, ktery by mél jiz byt navazany na kuli¢kach.
Pro zruseni vazby biotinylovaného proteinu na kulicky byl k 5 objemu kuli¢ek pfidan 20mM
biotin. Vznikly vzorek AS by mél obsahovat velké mnozstvi uvolnéného biotinylovaného
proteinu i s jeho interakénimi partnery. VSechny vzorky byly kratce povareny ve vzorkovém
pufru a vysledky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a imunoblotu (Obr. 27).
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Obr. 27 — Izolace biotinylovaného proteinu Getl-BAP a jeho interakénich partneri
s vyuzitim DSP cross-linkeru. Pro detekci signalu byla pouzita primarni monoklonalni krali¢i a-BAP
protilatka a sekundarni monoklonalni protilatka a-kralik spojend s HRP. A0 je vzorek odebrany
po sonikaci a je zde patrnd pritomnost biotinylovaného proteinu Getl-BAP, ktery ma velikost
cca 22kDa. Pritomnost Getl-BAP je viditelna i po ptidani cross-linkeru ve vzorku Al a ve vzorku A2
lze pozorovat rapidni pokles v mnozstvi proteinu po nafedéni vzorku inkubaénim pufrem. Vzorek A3
byl odebran ze supernatantu po hodinové inkubaci s magnetickymi kulickami Dynabeads®
s navazanym streptavidinem a po nasledném vlozeni zkumavky se vzorkem na magneticky stojanek.
Vzorek A4 byl odebran po promyti vzorku navazaném na magnetické kulicky inkuba¢nim pufrem.
Ve vzorcich A3 ani A4 by se nemélo nachazet témeér zadné mmnozstvi biotinylovaného proteinu,
avSak ve vzorku A3 vazba na kuli¢ky nebyla optimalni. Vzorek A5 by m¢l obsahovat velké mnozZstvi
Getl-BAP, nebot ke vzorku byl piidan volny biotin, ktery se navazal na streptavidin,
diky ¢emuz doslo k rozvolnéni vazby mezi biotinylovanym proteinem a streptavidinem a Getl-BAP
se tak mohl uvolnit z magnetickych kulicek.

Ze zbylych % vzorku byl odebran supernatant a pelet vysuSenych kuli¢ek (od kazdé
skupiny biologického triplikatu) byl odeslan do Servisni laboratofe hmotnostni spektrometrie
v BIOCEVu, kde byla provedena analyza proteinového slozeni vzorku (Pfiloha 1).
Pro analyzu ziskanych dat byl vyuzit program Perseus verze 1.6.15., kde byla mira
signifikance vysledkl analyzovana pomoci Studentova T-testu s FDR 5 %. Data byla nasledné
vizualizovana pomoci on-line programu VolcaNoseR jako volcano plot zobrazujici miru
signifikance nabohaceni proteint oproti kontrolnimu vzorku (Obr. 28).

Ocekédvanym interakénim partnerem proteinu Getl (GL50803 14915) byl Get2
(GL50803 17617), nebot’ tyto dva proteiny spolu v ostatnich eukaryotickych organismech
tvofi heterodimer ¢i heterotetramer (Zalisko et al., 2017). Tento protein vSak v ziskanych
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datech nebyl vlibec nalezen, coz vedlo k domnénce, Ze spolu tyto dva proteiny
v G. intestinalis mozna neinteraguji. Mezi signifikantn¢ nabohacenymi proteiny byl vsSak
nalezen protein GL50803 6413, ktery sekvenéné odpovida proteinu EMC6. EMC6 je soucasti
EMC komplexu a jedna se o homolog proteinu Get2. S podivem je fakt, ze proteiny EMC
komplexu u G. intestinalis dosud nebyly nalezeny a chybi takika u vSech zastupcl skupiny
Metamonada (Wideman, 2015), tudiz se jednd o objev poutajici pozornost a otevira se
hypotéza nasvédCujici faktu, ze Getl neinteraguje s Get2, nybrz s EMC6.

Sekvence kandidatniho proteinu EMC6 byla nésledné analyzovana pomoci programu
HHpred (Soding et al., 2005), kde byla porovnéna proti Pfam databazi. Jako protein EMC6
byla tato sekvence identifikovana s 99% pravdépodobnosti. Déle byla predikovana lokalizace
a pocet membranovych domén tohoto proteinu pomoci programi DeepLoc verze 2.0
(Thumuluri et al., 2022), TMHMM verze 2.0 (Ganapathiraju et al., 2007) a TOPCONS
(Bernsel et al., 2009). Ziskané predikce odpovidaji lokalizaci a topologii proteinu u kvasinek
— tento protein by se m¢l nachazet v ER a mél by obsahovat tfi transmembranové domény
(TMD). VySe zminéné parametry pfispély k domnénce, Ze se jedna o funkéni homolog EMC6
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Obr. 28 — Znazornéni potencidlnich interakénich partneri Getl pomoci volcano plotu.
Na grafu jsou zobrazeny signifikantné¢ nabohacené proteiny. Data z hmotnostni spektrometrie byla
analyzovana v programu Perseus verze 1.6.15. Mira signifikance vysledkii byla analyzovana pomoci
Studentova t-testu s FDR 5 %. Pro vizualizaci dat byl vytvofen Volcano plot v on-line programu
VolcaNoseR. Vodorovna preruSovana ¢ara déli volcano plot na dvé poloviny, pficemz v horni poloving
se nachazeji proteiny se signifikantni zménou >2. PferuSovana svisla ¢ara pak déli proteiny na ty
se snizenou expresi (vlevo) a na proteiny nabohacené (vpravo). Get2 mél byt oCekavanym interakénim
partnerem Getl, avSak v ziskanych datech nebyl viibec nalezen. Mezi signifikantné nabohacenymi
proteiny vSak byl nalezen protein GL50803 6413 (EMC6), ktery je homologem proteinu Get2. Nabizi
se tedy domnénka, Ze hlavnim interakénim partnerem Getl v G. intestinalis je EMCG6 i piesto, Ze tento
protein dosud nebyl v G. intestinalis ani u jinych zastupct skupiny Metamonada nalezen. Zbylé dva
signifikantn¢ nabohacené proteiny jsou proteiny s predikovanou cytosolickou lokalizaci,
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z nichz protein GL50803 00113365 ma funkci exonukleazy. Funkce druhého proteinu s oznacenim
GL50803 0087577 je neznama.

Pro nastinéni interakce Getl a jeho potencidlniho proteinového interakéniho partnera
byly predikovany modely komplext Getl-Get2 a Getl-EMC6 pomoci programu AlphaFold 3
(Abramson et al., 2024) a vizualizovany v programu ChimeraX (E. C. Meng et al., 2023)
(Obr. 29). Pii opakovanych modelovanich byla u komplexu Getl/Get2 pokazdé
identifikovana jina vazebna rezidua zprostfedkovavajici interakci proteini. U komplexu
Getl/EMC6 vsak byla i pfi opakovaném modelovani identifikovana stejnd vazebna rezidua.
To naznacuje  vyS$i stabilitu  komplexu Getl/EMC6. Pii charakterizaci  poctu
aminokyselinovych rezidui mezi proteiny danych komplexti byla pozorovdna interakce
vétstho mnozstvi rezidui mezi proteiny ukomplexu Getl/EMC6 — zde je kontakt
zprostiedkovan 18 AK Getl a20 AK EMC6. U modelu komplexu Getl/Get2 byla tato
interakce slabsi — kontakt byl pozorovan pouze mezi 10 aminokyselinami Getl
a 8 aminokyselinami Get2. Z mnoZstvi interagujicich rezidui lze vyvodit silu interakce
mezi proteiny dané¢ho komplexu. pLDDT skore popisujici, do jaké miry dané namodelovéani
odpovida skuteCnosti, bylo v pfipadé komplexu Getl-EMC6 v mist¢ vazby vyssi
nez u komplexu Getl/Get2. Ackoliv vytvofené modely 1 experimentalni data nasvédcuji spise
interakci Getl s EMC6, pLDDT skoére nebylo ani v jednom z piipada dostateéné vysoké.
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Obr. 29 — Modely komplextii Getl-Get2 a Getl-EMC6. Getl je znazornén ruzove, Get2
oranzoveé, EMC6 svétle modre. Modely byly predikovany v programu AlphaFold3 a vizualizovany
v programu ChimeraX. Pfi opakovanych modelovanich byla u komplexu Getl/Get2 pokazdé
identifikovana jind vazebna rezidua, zatimco u komplexu Getl/EMC6 byla i pii opakovanych
modelovanich nachazena stale stejna vazebna rezidua. Pocet interagujicich rezidui, ktery popisuje silu
interakce mezi proteiny daného komplexu, je témét dvakrat vyssi u komplexu Getl/EMC6. Hodnota
pLDDT skore, ktera popisuje, do jaké miry odpovida dany model skutecnosti, je u obou modelt nizka,
v pripadé Getl/EMC6 komplexu je piesto o néco vyssi. Tato hodnota vSak neni signifikantni. Z téchto
vysledkd Ize usuzovat, Ze hlavnim interakénim partnerem Getl je pravdépodobné EMC6, coz je
podpofeno i experimentalnimi daty.
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5.1.5. Nalezeni dal§iho kandidatniho EMC proteinu

Nalezeni kandidatniho proteinu EMC6 vedlo k vytvofeni domnénky, ze GET dréha neni
jedinou drahou post-translacniho transportu protein v G. infestinalis, jak se doposud
piedpokladalo. Rozhodli jsme se proto najit dalsi mozné podjednotky EMC komplexu.
Ptipraci s bioinformatickym nastrojem FoldSeek, ktery zprosttedkovava strukturni
alignmenty pro identifikaci proteinovych homologt (van Kempen et al., 2024), byl nalezen
protein GL50803 15954, anotovany jako EMCI1. Tento protein je soucasti EMC komplexu
savcll 1 kvasinek, ktery se vedle GET drahy vyznamné podili na transportu TA proteint.
Pro protein EMC1 u S. cerevisiae 1 u H. sapiens je charakteristicka ptfitomnost jedné TMD
lokalizované na C-konci, signalniho peptidu na N-konci a lokalizace v ER (Volkmar &
Christianson, 2020). Za pouziti predikénich programti TOPCONS (Bernsel et al., 2009)
SignalP verze 5.0 (Teufel et al., 2022) a DeepLoc verze 2.0 (Thumuluri et al., 2022) byly vyse
zminéné parametry potvrzeny iu kandidatniho proteinu EMC1 u G. intestinalis (Tab. 26).
Sekvence tohoto proteinu byla také analyzovana pomoci bioinformatického nastroje HHpred,
kde byla jako protein EMCI1 identifikovana s pravdépodobnosti 98,81 %. Pro EMCI1
podjednotky G. intestinalis, S. cerevisiae a H. sapiens byla také pomoci programu AlphaFold
3 predikovana struktura a v programu Pymol verze 3.0.3 (https://pymol.org) byl proveden
jejich  strukturni alignment. Skoére signifikance alignmentu struktur S. cerevisiae
a G. intestinalis bylo 119,5, coZ je 3x méné, neZ je skore signifikance alignmentu struktur

EMCI1 podjednotky u S. cerevisiae a H. sapiens. Predikované modely struktur znazornuje
obrazek 30.

Tab. 26 — Porovnani topologie a lokalizace kandidatniho proteinu EMC1 G. intestinalis
s EMC1 podjednotkami S. cerevisiae a H. sapiens.

Pouzity program | G. intestinalis S. cerevisiae H. sapiens

TOPCONS 1 TMD na C-konci 1 TMD na C-konci 1 TMD na C-konci

SignalP 5.0 S1gne}ln1 peptid na N- Slgne}lnl peptid na N- Slgne}lnl peptid na N-
konci konci konci

DeepLoc 2.0 ER ER ER
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G. intestinalis S. cerevisiae H. sapiens

Obr. 30 — Strukturni alignment EMC1 podjednotky G. intestinalis (rizové), S. cerevisiae
(modi‘e) a H. sapiens (svétle zelen€). Struktury byly predikovany v programu AlphaFold 3
a vizualizovany v programu Pymol verze 3.0.3. U vSech struktur Ize pozorovat TMD na C-konci,
stejné jako lze pozorovat luminalni doménu a o-helixy znazorijici horizontdlni doménu, ktera
se nachazi tésné¢ pod membranou ER (doména tvorend a-helixy oznacena Sipkou). Struktury byly
pro vétsi piehlednost predikovany bez signalniho peptidu.

Dale nas také zajimalo, jestli kandidatni protein EMCI interaguje s nékterym z proteint
GET drahy. Proto byla analyzovana proteomickd data z pull-down experimentti témét vSech
proteini GET drahy u G. intestinalis (Get2, Getd4, Get5, Bag6), které vnasi laboratofi
provedla Mgr. V. Najdrova, PhD. Mozné interakce vSak nebyly nalezeny. Pro potvrzeni, ze se
opravdu jednd o protein EMCI, by bylo nutné pozorovat interakci s podjednotkou EMC6
¢i dalsi funkeéni dikaz.

5.2. Knock-out genu getl

5.2.1. Priprava konstruktu pro genovy knock-out

Pro knock-out genu get/ byly modifikaci plazmidu pGdelP PaqCI vytvoteny Ctyfi rizné
konstrukty obsahujici kazetu pro vyStépeni get/, pficemZ v kazdé jednotlivé kazeté byl jiny
gRNA spacer. Do kazdého plazmidu bylo nejdifive zaklonovano 3¢ homologni raménko,
pot¢ 5 homologni raménko ajako posledni byl doplazmidu s homolognimi
raménky zaklonovan specificky gRNA spacer — gRNA 43, gRNA 99, gRNA 165 ¢i gRNA 267
(Cislo odpovida poloze v sekvenci genu). VSechny vySe zminéné inserty byly nejdiive
amplifikovany specifickymi primery prostfednictvim PCR. Poté byla provedena restrikéni
a ligacni reakce pro vloZeni insertu do vektoru a vznikly konstrukt byl transformovéan
do E. coli kmene TOP10. Z narostlé bakteridlni kultury byla izolovana DNA a kvalita
klonovani byla ovéfena naslednou sekvenaci.

5.2.2. Tvorba bunécné linie AGetl

Ze Ctyt vytvofenych plazmida bylo pomoci transfekce vytvoreno celkem 8 bunéénych
linii s potencidlné vyStépenym genem get/, nebot’ plazmidovd DNA danych konstruktii byla
pro elektroporaci pouzita vzdy ve dvou mnozstvich — 10 pg a 50 pg. Konstrukty byly
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elektroporovany do bunééné linie WB C6 exprimujici jaderné lokalizovanou Cas9
endonukledzu. Bunky byly po elektroporaci selektovany puromycinem az do dosaZeni
bunécného monolayeru.

5.2.3. Potvrzeni odstranéni genu getl

Z osmi ptipravenych linii dosahlo pIného monolayeru Sest linii. Pro potvrzeni plného
knock-outu, tedy odstranéni genu get/ ve vSech Ctyiech alelach, bylo vyuzito nékolik riznych
piistupi.
5.2.3.1. Ovéreni integrace konstruktu s dele¢ni kazetou do genomu

Z uspésné narostlych bunécnych linii byla izolovana gDNA a specifickymi primery byla
prostiednictvim PCR a horizontalni gelové elektroforézy ovéfena integrace konstruktu
do genomu, ke které doslo procesem homologni rekombinace, a také piipadnad pfitomnost

genu (Obr. 31). Jako kontrolni kmen pro pfitomnost genu get/ byla pouzita bunécné linie
G. intestinalis kmene WB C6.

bp 99,50 pg 43,50 ug 267,10 ug 165,10 g
G [ G [ G I G [
—
1000s =
-— — —
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Obr. 31 — Ovéieni pritomnosti genu (G) a integrace Kkonstruktu do genomu (I)

po elektroporaci. Signaly byly vizualizovany na horizontalni gelové elektroforéze. Jednotliva ¢isla
znaci konstrukt s konkrétnim gRNA spacerem, za ¢islem je poté vzdy uvedeno mnozstvi plazmidové
DNA, které bylo pouZzito pro elektroporaci. Dané bunécné linie byly testovany na piitomnost genu
getl a na integraci konstruktu do genomu. Z obrazku lze vypozorovat odstranéni genu get/ témet
ve vSech pfipadech, pouze v bunétné linii s elektroporovanymi 50 pg gRNA 99 bylo odstranéni
neuspeésné i pies to, ze konstrukt byl o€ividné integrovan do genomu. Naopak k integraci konstruktu
doslo ve vsech znazomeénych ptipadech. Jako pozitivni kontrola pro pfitomnost genu get/ byla pouzita
gDNA z bunééné linie G. intestinalis kmene WB C6 a jako negativni kontrola byla pouzita dH,O.
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Pro vSechny nasledujici pokusy byla pouzita linie obsahujici gRNA 99 s pocateCnim mnoZstvim
plazmidové DNA 10 pg, ktera je na snimku oznacena hvézdickou.

Podle vysledkt vySe zminéného experimentu byla pro vSechny nasledujici experimenty
vybrana pouze jedind linie. Jednalo se o linii, do které bylo elektroporovano 10 pg
plazmidové DNA obsahujici gRNA 99.

5.2.3.2. Ovéreni odstranéni genu get/ na urovni RNA

Uspésné odstranéni genu get/ bylo potvrzeno také na trovni mRNA. Z vybrané
bunécné linie byla izolovana RNA, ktera byla reverzni transkripci piepsdna na cDNA. Pomoci
primerd uvedenych v kapitole 4.5.2.5. pak byla zjiStovdna piitomnost genu getl.
Jako kontrola uspésné izolace RNA a nasledné piipravy cDNA byly pouzity primery pro gen
g6pi. Jako kontrolni linie pro pfitomnost genti get/ 1 g6pi byly vyuzity buiky G. intestinalis
kmene WB C6 exprimujici jadern¢ lokalizovanou Cas9 endonukleazu a obsahujici plazmid
pGuide bez gRNA spaceru, ozna¢ovaném jako ,,Cas9 pGuide empty*. (Obr. 32). Tento kmen
byl pouZit pro svou nejvétsi podobnost s kmenem obsahujicim vyStépeny getl. V knock-
outové linii nedoslo k amplifikaci tiseku genu get/, coz dokazuje absenci tohoto genu
i na irovni RNA. Naopak gen g6pi byl amplifikovan jak v knock-outové, tak v kontrolni linii,
coz potvrzuje uspésnou izolaci RNA a ptipravu cDNA.

kmen AGet1 Cas9 pGuide empty
material cDNA  cDNA RNA cDNA cDNA RNA dH.0 dH.0
primer Get1l G6PI _ G6PI Get1 G6PI G6PI Getl  G6PI

bp

L gt ]
1000 -
_— —
500 e -

Obr. 32 - Test piritomnosti mRNA genu get! v knock-outové linii AGetl u G. intestinalis.
Signaly byly vizualizovany na horizontalni gelové elektroforéze. Piipravend RNA a cDNA byla
testovana na piitomnost useku genu get/ (560 bp) a také na pritomnost tseku genu g6pi (950 bp).
Primery pro g6pi byly pouzity pro kontrolu spravné izolace RNA a ptipravy cDNA. Jako kontrolni
linie byly vybrany buniky G. intestinalis kmene WB C6 exprimujici Cas9 endonukleazu, ktery navic
obsahoval plazmid s delecni kazetou bez gRNA spaceru, oznacovany jako ,,Cas9 pGuide empty*.
V této kontrolni linii byla ocekavana pfitomnost jak useku getl, tak g6pi. V cDNA pfipravené
z knock-outové linie nebyl pfitomen tGsek genu get/, naopak tisek genu g6pi byl pritomen ve vSech
vzorcich. Vzorky s vyizolovanou RNA byly pouZity pro diikaz, Ze neni kontaminovana DNA.
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5.2.3.3. Ovéreni odstranéni genu get/ pomoci Nanopore sekvenovani

Ackoliv  sekvenace genomu knock-outové linie byla provedena zejména
pro charakterizaci moznych somatickych mutaci vzniklych timto zasahem do genomu
G. intestinalis, data ziskana z tohoto experimentu slouzi i jako dal§i potvrzeni usp&$ného
vyStépeni genu getl.

Sekvenacni ready byly namapovany na chromozomy genomu G. intestinalis
v programu Geneious prime verze 2023.2.1. Pro ovéfeni vyStépeni genu get/ nés zajimal
zejména Ctvrty chromozom, na kterém je tento gen lokalizovan. Sekvenacéni ready byly
na tento chromozom namapovany celkové dvakrdt — jednou na ,,pfirozeny“ chromozom,
a podruhé na chromozom, do které¢ho byla in silico vlozena delecni kazeta (Obr. 33).
V ptipad¢€ namapovani na pfirozeny chromozom obsahujici get/ bylo mozné pozorovat velmi
vysoké mnozstvi mutaci, kde v podstate¢ zaddny nukleotid neodpovida ptedloze.
Vyrazné mnozstvi somatickych mutaci se taktéZ vyskytovalo u sousedniho genu ve sméru
3¢ od getl — to je zplsobeno vétsi délkou delecni kazety, nez je délka samotného genu get!.
Z téchto dat lze vyvodit, ze v genomu knock-outové linie doslo k zasadnim zménam
v genetické informaci v misté, kde se ma nachdzet gen pro getl. V ptipadé namapovani
sekvenacnich readii na modifikovany chromozom lze pozorovat ztratu téchto mutaci,
coz nasvédcuje faktu, Ze delecni kazeta byla procesem homologni rekombinace opravdu
integrovana do genomu v misté vyskytu genu get/ a tento gen se tedy v genomu knock-
outové linie nevyskytuje a také, Ze sousedni geny genu get/ ziistaly intaktni.

A

38 family protein CDS Getl

bl Rl Rt bk o AL b

B
L - 2 837 "I: 291 F .'.I" 'I :.' J63 F)
I R R E———————
[ U6 TR U6 pack LT R i S —

tative PRP3E family protei...

Obr. 33 — Potvrzeni odstranéni genu getl pomoci Nanopore sekvenovani. Oranzova
a pastelové Zlutd pole znazornuji konkrétni geny na ¢tvrtém chromozomu v genomu G. intestinalis.
Obrazek A znazornuje neshodujici se nukleotidy na dané pozici mezi predlohou a konsenzem
sekvenacnich readi s thresholdem 20 % (svislé obdélniky okrové barvy) po namapovani sekvenacnich
readi  na ,pfirozeny“ chromozom, obrazek B pak znazorfiuje situaci po namapovani
sekvenacnich readii na in silico modifikovany chromozom, ve kterém byla oblast genu get! nahrazena
dele¢ni kazetou. Oba snimky byly vytvoteny v programu Geneious Prime verze 2023.2.1.

5.2.34. Ovéreni odstranéni genu get! pomoci proteomické analyzy

Stejné¢ jako v pfipadé Nanopore sekvenovani, 1 hmotnostni spektrometrie byla
provedena primarné pro charakterizaci zmén v knock-outové linii. I diky datim ziskanym
z proteomické analyzy bylo mozné opétovné potvrdit odstranéni genu get/ (Obr. 34,
Ptiloha 2). Jako pozitivni kontrola pro pfitomnost get/ byly pouzity buiky G. intestinalis
kmene WB C6. Pro proteomickou analyzu byly pouZity lyzované buiiky v triplikatu.
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Pro ovéfeni absence proteinu ve zkoumaném vzorku bylo analyzovdno né€kolik
hlavnich parametri. Hodnota ,,fold change®, ktera popisuje realnou zménu pomeéru intenzity
proteinu v daném vzorku, byla vypocitdna na zakladé porovndni aritmetickych pramért
(Mean AGetl) intenzit u knock-outovych a kontrolnich vzorkli. U knock-outové linie byla
hodnota fold change proteinu Getl oznacena jako NaN, coz znamend, ze hodnota intenzity
proteinu v dané linii byla pod detekéni hodnotou. Intenzita proteinu ve vzorku byla tedy
bud’ velmi nizka, anebo nulova. Pocet platnych hodnot proteinu Getl v procentech je nulovy
— znamena to, Ze tento protein nebyl nalezen ani v jedné ze tfi skupin. V pozitivni kontrole byl
pak Getl nalezen ve 100 % ptipadi.

Gene ID Gene Name|Fold change|Mean AGetl|% of valid values AGetl Mean WB|% of valid values WB

GL50803_145915 |Getl NaN NaN 0,00 16,70 100,00

Obr. 34 — Potvrzeni nepritomnosti proteinu Getl pomoci hmotnostni spektrometrie.
Vytez z dat ziskanych analyzou vysledkti z hmotnostni spektrometrie. Hodnota fold change oznacuje
realnou zménu poméru intenzity daného proteinu viuci kontrolnim vzorktim. V piipadé knock-outové
linie byl u proteinu Getl tento pomér oznacen jako NaN, tzn., ze mnoZstvi proteinu se pohybovalo
pod detek¢éni hodnotou — intenzita proteinu byla tedy bud velice nizka, anebo nulova. Lze také
pozorovat, Zze prumérna hodnota intenzity proteinu Getl (Mean AGetl) je taktéz pod detekcni
hodnotou a pocet platnych hodnot v procentech je nulovy. Tyto hodnoty naznacuji neptitomnost
proteinu Getl a slouzi tedy jako dalsi potvrzeni uspésného vystépeni genu get/ v knock-outové linii.
Jako pozitivni kontrola byly vyuzity buiiky G. intestinalis kmene WB C6. Zde je videt, ze prumérna
hodnota intenzity proteinu Getl nabyvala detekovatelnych hodnot a ze platné hodnoty byly nalezeny
ve 100 % ptipadu.

5.2.4. Charakterizace knock-outové linie AGetl

Po potvrzeni UspéSného vystépeni genu get/ bylo vnasem zajmu charakterizovat
knock-outovou linii rGznorodymi pfistupy. Ktomu byla vyuzita imunofluorescen¢ni
mikroskopie pro pozorovani pfipadnych fenotypovych zmén v buiice, encystacni experiment
pro zjisténi schopnosti encystace a pozorovadni mozné deformace cyst a dale Nanopore
sekvenovani pro popis piipadnych somatickych mutaci vzniklych modifikaci genomu.
V neposledni tadé byla knock-outova linie charakterizovdna pomoci dat z hmotnostni
spektrometrie.

5.24.1. Imunofluorescenéni mikroskopie

Pro charakterizaci fenotypu v knock-outové linii byly vytvofeny preparaty
pro imunofluorescencni mikroskopii. Jako kontrolni kmen pro vizualizaci bunéénych struktur
byly pouzity bunky G. intestinalis kmene WB C6, které nebyly naruSeny zddnym zisahem
do genomu.

V prvni fad¢ bylo vizualizovano ER, nebot’ protein Getl se nachazi v jeho membrané
a vyStépeni genu kodujici tento protein mohlo vést ke zménam ve struktuie ER.
Pro vizualizaci ER byla pouzita primarni polyklonalni krysi protilatka a-PDI2 a sekundéarni
monoklondlni protilatka a-krysa oznafena fluoroforem Alexa 488. Z potfizenych snimki
se ukézalo, ze struktura ER knock-outové linie se zda byt podobna struktufe ER u kontrolniho
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kmenu. Lze se tedy domnivat, ze odstranéni genu get/ nejspiSe nema vliv na strukturu ER

(Obr. 35).
AGet1
PDI2
WB c6

PDI2 PDI2

Obr. 35 — Vizualizace ER trofozoitii po vystépeni getl u G. intestinalis. Bunky byly fixovany
metanol-acetonovou metodou. Snimky jsou vysledkem projekce maximalni intenzity. Zelen¢
je znaceno ER, pro jehoz vizualizaci byla pouzita primarni polyklondlni krysi a-PDI2 protilatka
a sekundarni monoklonalni protilatka a-krysa oznacena fluoroforem Alexa 488. Jadernda DNA
je znacena pomoci DAPI (modie). Snimek trofozoita ve viditelném spektru je zachycen pomoci
diferencialniho interferen¢niho kontrastu (DIC), ktery bohuzel u knock-outové linie nebyl pofizen.
Snimky ukazuji reprezentativni vzorek daného kmene, pficemz dany fenotyp vykazovala vétSina
fixovanych bunék.

Déle byl vizualizovan endomembranovy systém, k cemuz byly pouzity dvé protilatky:
primarni polyklonalni krysi a-Get3 protilatka se sekundarni monoklonalni protilatkou a-krysa
oznacenou fluoroforem Alexa 488 a dale primarni polyklonalni krali¢i a-VAP protilatka
se sekundarni monoklonalni protildtkou a-kralik oznacenou fluoroforem Alexa 594. Get3 je
solubilni protein, ktery hraje vyznamnou roli v transportu tail-anchored (TA) proteini
prostiednictvim GET dréhy. Pii transportu TA proteind interaguje s komplexem Getl/Get2
v membrané ER. Také ma chaperonovou funkci, tudiz mulze figurovat jako marker
proteinového stresu v buiice (Borgese et al.,, 2019). VAP (VAMP-associated proteins)
oznacuje skupinu TA proteint podilejicich se na transportu lipidi, splyvani membran organel
¢1 majicich podil na exocytdze a lze je tedy také povazovat za markery endomembranového
systému (Kors et al., 2022). Lokalizace VAP je stejn¢ jako u proteinu Get3 velice riznoroda,
nebot’ VAP pfichazi do kontaktu s velkym mnoZstvim bunécnych struktur. Protilatka proti
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tomuto TA proteinu byla pouzita pro vizualizaci mozné mislokalizace této skupiny protein
(Obr. 36).

Pii pouziti a-Get3 protilatky lze pozorovat rozdil ve fenotypu mezi kmeny AGetl
a WB C6. Zatimco u kmene WB C6 protilatka proti Get3 znac¢i mj. axonemy anterolateralnich
bic¢ikl, u kmene AGetl tomu tak neni a axonemy znaceny nejsou. U vizualizace VAP proteinu
pak v obou kmenech lze pozorovat vyskyt proteinti na periferii buiiky, pficemz u kmene
WB C6 je signal o néco vyraznéjsi. Lze také pozorovat, ze v linii WB C6 a-VAP protilatka
zna¢i axonemy ventralnich bicikli, coz u knock-outové linie nepozorujeme. Pfi pouziti vyse
zminénych protilatek nebyla o¢ekavana kolokalizace, ke které ani u jednoho kmene nedoslo.

AGet1

prekryv

WB c6

prekryv

Obr. 36 - Vizualizace endomembrinového systému trofozoiti po odstranéni ger!
u G. intestinalis. Bunky byly fixovany metanol-acetonovou metodou. Snimky jsou vysledkem
projekce maximalni intenzity. Pro vizualizaci Get3 byla pouzita primarni polyklonalni krysi protilatka
a-Get3 a sekundarni monoklonalni protilatka a-krysa oznacend fluoroforem Alexa 488 (zeleng). VAP
byl vizualizovan primarni polyklonalni krali¢i protilatkou a-VAP a sekundarni monoklonalni
protilatkou a-krysa oznacenou fluoroforem Alexa 594 (tmavé rtizove). U zobrazeni Get3 lze v knock-
outové linii pozorovat ztratu signalu u axonem anterolateralnich bicikd, které jsou jasn€ znaceny
v kontrolnim kmeni. U zobrazeni VAP pak v obou kmenech 1ze pozorovat jasny signal na periferii
buniky, ktery je v kontrolnim kmeni nepatrné vyraznéjsi. a-VAP protilatka také u kontrolniho kmene
znaci axonemy ventralnich bi¢ikd, coz u knock-outové linie nepozorujeme. Kolokalizace pfi pouziti
obou protilatek nebyla ofekavana a také k ni ani u jednoho kmene nedoslo. Jaderna DNA je znacena
pomoci DAPI (modie). Na snimku ozna¢eném jako DIC je bunka znazornéna ve viditelném spektru
pomoci diferencialniho interferenéniho kontrastu. Snimky ukazuji reprezentativni vzorek daného
kmene, pti¢emz dany fenotyp vykazovala vétSina fixovanych bunék.
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5.2.4.2. Encystace knock-outové linie AGetl

Dalsi moznosti, jak charakterizovat kmen AGetl, bylo pouziti encysta¢niho
experimentu. Otadzkou bylo, zda budou bunky postradajici get/ vibec schopny encystace,
nebot’ mezi TA proteiny, na jejichz transportu se Getl podili, patii i proteiny podilejici se
na exocytoze a exportu proteinti. Bez téchto proteinti by pak proces encystace v knock-outové
linii nefungoval idedlné.

Bunky byly encystovany 48 hodin podle protokolu zminéném v kapitole 4.1.2.1.
Krom¢ kmene AGetl byly jako kontrola pouzity dva kmeny bun¢k G. intestinalis — WB C6
aWB C6 exprimujici Cas9 endonukleazu. Kmen WB C6 byl vybran proto, ze se jedna
o kulturu bunék, do kterych nebylo nijak zasahovano a mély by tedy encystovat zcela
piirozené. Builky WB C6 exprimujici Cas9 byly vybrany pro vyloueni mozné zmeény
v encystaci zpusobené ptitomnosti plazmidu s genem pro Cas9 endonukleazou.

Po encystaci byly pfipraveny preparaty pro imunofluorescencni mikroskopii. Pro co
nejpresnéjsi statistickou analyzu byla encystace u vSech kmenl provedena v hexaplikatu.
Nasledovalo pozorovani preparati na invertovaném fluorescenénim mikroskopu, kdy bylo
na kazdém prepardtu analyzovano 100-250 bunék. Z vyslednych hodnot bylo nasledné
vypocitano procentudlni zastoupeni jednotlivych Zivotnich stddii — trofozoitd, cyst a pravé
encystujicich bun€k (Obr. 37).

Priimérné procentudlni zastoupeni danych Zivotnich stadii

100% 841% 80% 91%

80% T
1
60%

40% .
150, 18%

20% 9%

1% 2% 0%
0% I . 2

trofozoiti cysty encystujici
-20%

OGet1KO OWB mCas9

Obr. 37 — Graf popisujici procentualni zastoupeni danych Zivotnich stadii v jednotlivych
kmenech. Kontrolni kmeny bunék G. infestinalis byly pouzity dva — WB C6 a WB C6 exprimujici
Cas9 endonukleazu. Z grafu lze vy¢ist, Ze mira encystace u knock-outové linie (rizove€) je podobna
mife encystace u kmene WB C6 (svétle modie) i u kmene WB C6 exprimujiciho Cas9 (tmavé modie).
Hodnota p-value v8ak byla vétsi nez 0,05, proto rozdily mezi jednotlivymi kmeni nelze brat jako
statisticky signifikantni. Pro statistickou analyzu byl pouzit Bartlettiiv, Shapiro-Wilk test a mira
encystace byla také charakterizovana pomoci testu ANOVA. Vypocitana hodnota p-value vSak u vSech
testt vysla vyssi nez 0,05, coz znamend, Ze na 5% hladin¢ vyznamnosti se vzorky danych kmend
nelisi.

Jiz béhem mikroskopie bylo ziejmé, ze bunky knock-outové linie jsou schopny
encystovat bez vyraznéjsich problémt. Povrch téchto cyst se také nijak nelisil od povrchu cyst
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kontrolnich linii. Pro detailnéjSi pozorovani vzhledu cyst vSech tfi kmenii byly pofizeny
snimky na invertovaném konfokalnim mikroskopu (Obr. 38). Pro vizualizaci cystové stény
byla pouzita polyklondlni mys$i a-CWP protilatka. Jedna se o primarni protilatku, kterd je
zéaroven spojend se sekundarni monoklonalni a-mys$ protilatkou oznac¢enou fluoroforem Alexa
488. U cyst knock-outové linie nebyla pozorovana zadna deformace ¢ijind zména
ve fenotypu cysty a jejich vzhled se vyrazné podobal vzhledu cyst u kmenia WB C6 a WB C6
s exprimovanou Cas9 endonukleazou.

1 2
CWP1 CWP1 CWP1 DIC
1
CWP1 CWP1
2
CWP1 CWP1

Obr. 38 — Morfologie cyst riiznych linii G. intestinalis. Cislem 1 jsou oznaeny snimky

AGet1

WB c6

Cas9

celého povrchu cyst, Cislem 2 je potom znacen prifez danou cystou. Bunky byly fixovany
paraformaldehydovou fixaci 48 hodin po zahajeni encystace. Snimky zobrazujici povrch cysty jsou
vysledkem projekce maximalni intenzity, snimky zndzornujici prifez cystou jsou pak vytvoreny ze tfi
vrstev. K vizualizaci cystové stény byla pouzita a-CWP1 protildtka. Jedna se o primarni polyklonalni
protilatku z mySi, kterd je spojend se sekundarni monoklonalni o-mys$ protilaitkou oznacenou
fluoroforem Alexa 488. Jadernd DNA je znacena pomoci DAPI (modfe). Snimky cyst jsou
ve viditelném svétle zachyceny pomoci diferencialniho interferen¢niho kontrastu (DIC), ktery bohuzel
u cyst kmene WB C6 nebyl pofizen. Snimky ukazuji reprezentativni vzorek daného kmene,
pricemz dany fenotyp vykazovala vétSina fixovanych bun¢k.

5.2.4.3. Nanopore sekvenovani

Pro charakterizaci knock-outové linie bylo vyuzito také Nanopore sekvenovani, které
bylo provedeno v Laboratofi mikrobiologie a imunologie na Uppsala Universitet. Hlavni
otazkou bylo, jestli vlivem odstranéni genu get/ doslo k supresorovym mutacim v genomu,
které by pfipadné¢ kompenzovaly vliv delece. Jako kontrolni linie byl vybréany bunky
G. intestinalis kmene WB C6 exprimujici Cas9 endonukledzu, ktery obsahoval plazmid
s dele¢ni kazetou bez gRNA spaceru, oznacovany jako ,,Cas9 pGuide empty*.

Pro sekvenaci genomu vySe zminénych linii byly pfipraveny dva typy sekvenacnich
knihoven — jedna byla zalozena na tpravé koncli vysokohmotnostnich DNA fragmentt,
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na které byly poté ptipojeny barcode a adapterové sekvence. Druhy typ sekvenacni knihovny
byl vytvofen pomoci tzv. transposome komplexu, ve kterém byly barcode i adapterova
sekvence do DNA fragmenti ndhodné vlozZeny. Obé knihovny byly postupné aplikovany
na tzv. flow cell, ve které probihalo sekvenovani DNA fragmentu.

Produktem sekvenace byly sekvenacni ready, které byly sestaveny, namapovany
na chromozomy G. intestinalis WB c6 a nasledné analyzovany.

Ziskana data odhalila u knock-outové linie pouze jedinou somatickou bodovou mutaci,
ktera zaroven nebyla nalezena ukontrolntho kmene Cas9 pGuide empty. Jedna
se o substitu¢ni mutaci v genu GL50803 0024111, pfi které¢ doslo ke zméné aminokyseliny
z valinu na alanin na pozici 34. Variant frequency Cinila 40 %, coz naznacuje, ze k substituci
nedoslo na vSech chromozomech, ale maximalné¢ na jednom ¢i dvou. GL50803 0024111
oznaCuje protein interagujici s C-termindlni doménou RNA polymerazy II, ktery zéaroven
vykazuje 1 methyltransferazovou aktivitu.

5.2.4.4. Proteomicka analyza AGetl

V neposledni fadé byla pro charakterizaci knock-outové linie vyuzita proteomicka
analyza. Jako kontrolni linie byl vyuzity bunky G. intestinalis kmene WB C6, ktery nebyl
nijak modifikovan. Pro proteomickou analyzu byly pouzity lyzity bunék zkoumané
1 kontrolni linie v triplikatu.

Sledovany byly zejména proteiny, u kterych doslo k vyraznéj$i zmén€ exprese —
k jejimu snizeni (=downregulace) ¢i k jejimu zvySeni (=upregulace). Zména exprese byla
charakterizovana pomoci hodnoty tzv. fold change, ktera popisuje redlnou zménu v poméru
intenzity proteinu zkoumané linie vici linii kontrolni. Tato hodnota je rozdilem priméra
vytvofenych z naméfenych hodnot intenzit jednotlivych skupin danych linii, kdy hodnoty
téchto intenzit byly nejdfive prevedeny do binarniho logaritmu.

Z analyzy byly vyfazeny proteiny, které se v proteomu G. intestinalis vyskytuji
ve velkém mnozstvi a jejichZ variabilita miZze byt pfirozené vysokd, takZe ziskana data
mohou mit nizkou vypovidajici hodnotu. Mezi tyto proteiny byly zahrnuty proteiny jako jsou
VSP, proteiny s ankyrinovymi repeticemi ¢i high cysteine proteiny. Z analyzy byly vyfazeny
také proteiny, jez se vyskytovaly jen v jedné skupiné ¢i byly ve vzorku zkoumané ¢i kontrolni
linie zastoupeny pouze v jednom replikatu.

Porovnanim hodnot intenzit proteini knock-outové linie s linii kontrolni byla zjiSténa
signifikantni zména v mife exprese celkem u 29 proteinti — u 8 proteinit doSlo ke sniZeni
exprese, u 21 proteinii doslo k jejimu zvySeni (Ptiloha 2). Prvnim bodem byla predikce
lokalizace zménénych proteini (Obr. 39). K predikci lokalizace byly vyuzit bioinformaticky
nastroj DeepLoc verze 2.0 (Thumuluri et al., 2022). Podle predikovanych lokalizaci pak byly
proteiny rozdéleny do Ctyt hlavnich skupin — jaderné proteiny, cytosolické proteiny, proteiny
s nejistou lokalizaci bud’ jadernou, nebo cytosolickou a proteiny vstupujici do sekre¢ni dréhy.
Do posledni skupiny byly zafazeny proteiny s lokalizaci v plazmatické membranég, proteiny
organel a extracelularni proteiny, které jsou ko-translacné¢ vkladany do ER
a poté transportovany do mista urceni. Ze ziskanych dat lze vy¢ist, Ze absence genu get/ méla
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vliv zejména na expresi proteint transportovanych pres ER. Signifikantné zménéné proteiny
s touto charakteristikou tvoii vice neZz polovinu, resp. 52 %, ze vSech signifikantné
zménénych proteinil. Jedna se o pozoruhodné zjisténi, nebot’ proteiny vstupujici do sekre¢ni
dréhy v bunikkach G. intestinalis bez modifikace genomu tvoii pouhych 17 % z celkového
mnozstvi proteintl. To naznacuje, ze Getl mize skuteéné€ mit vliv na vkladani proteint do ER,
jak je tomu 1 u jinych organismi.

cytosolické/jaderné proteiny 1 I:- 3

jaderné proteiny 0 - 3
cytosolické proteiny 3 - 6
proteiny vstupujici do sekrec¢ni
drahy

Odownregulované M upregulované

Obr. 39 — Predikce lokalizace u proteint se sniZenou (svétle modi‘e) a zvySenou (tmavé
modie) expresi u knock-outové linie za pouZiti predikéniho programu DeepLoc verze 2.0.
Celkovy pocet signifikantné zménénych proteinti je 29, ztoho u 8 proteini doSlo ke snizeni
au 21 proteintl ke zvySeni exprese. Cisla popisuji polet proteinii s danou predikovanou lokalizaci.
Signifikantné zménéné proteiny byly podle predikované lokalizace rozd€leny na ctyfi hlavni skupiny.
Do skupiny proteinii vstupujicich do sekrecni drahy byly zatazeny proteiny plazmatické membrany,
proteiny organel a extracelularni proteiny. Tyto proteiny jsou vkladany do ER a nasledné jsou
transportovany do mista urCeni. Absence genu getl nejvice poznamenala expresi proteini
transportovanych pfes ER — pomér proteind vstupujicich do sekre¢ni drahy je tfikrat vyssi
nez za normalnich podminek.

Jako dal$i parametr pro charakterizaci knock-outové linie bylo zkoumdno mnozstvi
solubilnich a membranovych proteinti, u kterych doslo ke zméné miry exprese. Zajimalo nas,
jestli odstranénim get/ dojde k odchylce v poméru membranovych a solubilnich proteini
od standardniho stavu v bunikach G. intestinalis bez modifikace genomu (Obr. 40). K predikci
vyskytu transmembranovych domén byl vyuZit program TMHMM verze 2.0. Tradi¢ni
zastoupeni membranovych proteini v bunkdch G. intestinalis tvoti 16 % z celkového
mnozstvi proteintl. Toto zastoupeni mohlo byt absenci Getl, ktery je sim membranovym
proteinem, ovlivnéno. Skutecn€, v knock-outové linii bylo u signifikantn€ zménénych
proteini pozorovano zvysSeni poméru membranovych proteini o vice jak dvojndsobek jak
u upregulovanych, tak u downregulovanych proteind.
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Obr. 40 — Grafické znazornéni poméru mezi membranovymi (svétle modie) a solubilnimi
(tmavé modre) proteiny vyskytujicimi se ve skupinach proteinii knock-outové linie se sniZenou
expresi a s expresi zvySenou. Vyskyt transmembranovych domén byl predikovan pomoci programu
TMHMM verze 2.0. Typické zastoupeni membranovych proteini v builkdch G. intestinalis
bez modifikace genomu tvoii 16 % zcelkového mnozstvi proteini. Z grafu lze vy¢ist,
ze v signifikantné¢ zménénych proteinech byly podle ocekavani vice zastoupeny solubilni proteiny.
U obou skupin signifikantné¢ zménénych proteinti vSak dosSlo k vice jak dvojnasobnému zvyseni
poméru membranovych proteinti.

Proteom G. intestinalis pro porovnani proteomickych dat s proteiny kmene WB C6 byl
predikovan pomoci programi TMHMM verze 2.0 a Deeploc verze 2.0.

Posledni parametr, kterému byla vénovana zvySend pozornost, byla zména miry
exprese u TA proteinti. Funkci proteinu Getl je inzerce TA proteinli do ER a odstranénim
genu pro tento protein mohlo dojit ke zméné v jejich expresi. TA proteiny zndmé
u G. intestinalis byly hledany v proteomickych datech a byla sledovdna mira zmény jejich
exprese. BohuZel, 42 % ze znamych proteini nebylo v proteomickych datech knock-outové
linie nalezeno. K vyraznému navySeni exprese doSlo pouze u jednoho TA proteinu,
a to u proteinu GL50803 14047, oznacovaného jako Tenascin-like protein. U ostatnich TA
proteint se hodnota fold change pohybovala vzdy pod hodnotou 2 a ke zméné v expresi doslo
jen vmalé mife — u 35 % proteind byla pozorovana velmi mirné zvysend a u 23 % velmi
mirné sniZzend exprese.

V neposledni fad¢ néas zajimalo, jak se projevi odstranéni genu get/ na funkci GET
drédhy. V proteomickych datech byly vyhledany vSechny proteiny ucastnici se GET drahy.
Kromeé jiz popsanych proteinii byly do skupiny proteini GET drahy zahrnuty i dva proteiny,
které byly objevené béhem experimentalni prace na tomto projektu. Tyto dva proteiny jsou
kandidatnimi proteiny EMC dréhy, kterd do jisté miry sdili funkci s GET drédhou. Jedna se
o GL50803 6413, popsany jako EMC6, ktery je v buitkkdch G. intestinalis pravdépodobné
hlavnim interakénim partnerem Getl. Druhym kandid4dtnim proteinem EMC drahy
je pak protein GL50803 15954, popsany jako EMCI1. Proteiny EMC drahy dosud nebyly
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popsany u G. intestinalis a chybi téméf u vSech organismu patiicich do skupiny Metamonada
(Wideman, 2015).

Témet u vSech proteinit GET i EMC drahy doslo ke sniZzeni exprese, pouze u proteini
GL50803 112893 (Get4), GL50803 5069 (Bag6) a GL50803 15954 (kandidatni EMCI)
doslo k mirnému zvySeni exprese (Tab. 27).

Tab. 27 — Zména poméru v mnoZstvi proteini GET drahy v knock-outové linii. Hodnota
fold change oznacuje zménu v poméru intenzity proteinu oproti kontrolni linii. Zaporné hodnoty
popisuji snizeni exprese (=downregulaci), kladné hodnoty popisuji zvyseni exprese (=upregulaci).
Do tabulky byly zahrmuty i kandidatni EMC proteiny a nové popsany kandidatni protein inicidlnich
krokli GET drahy. Téméf u vSech proteini GET i EMC drdhy doslo ke slabé downregulaci.
Upregulovany byly pouze proteiny Get4, Bag6 a kandidatni EMC1 (zlute).

ID: GL50803 | Nazev proteinu | Fold change
14915 Getl NaN

17616 Get2 -1,1

7953 Get3 -1,03

112893 Get4 1,12

19378 Get5 -1,19

7287 Sgt2 -1,34

5069 Bag6 1,4

15954 EMCI1 1,16

6413 EMC6 -1,41

5.3. Add-back genu getl
5.3.1. Tvorba bunécné linie Getl-V5 in AGetl

K vytvofeni bunétné linie pro navraceni, tzv. add-back, genu getl v buinkach
G. intestinalis byl modifikovan plazmid pUC57mini CytoBirA-V5 (Zemanova, 2019). Usek
kodujici gen pro BirA byl nahrazen sekvenci kodujici getl. V této sekvenci ale byly upraveny
nckteré nukleotidy tak, aby Cas9 endonukleaza nachdzejici se v knock-outové linii AGetl
nemohla dany usek vystépit. Vkladani téchto bodovych mutaci bylo provedeno tak,
aby nevedlo ke zméné aminokyseliny, a tudiZ vysledného proteinu.

Takto vytvofeny plazmid byl transfekovan do knock-outové linie bun¢k G. intestinalis,
ve kterych doslo k odstranéni genu get/. Pro transfekci byly pouzity dvé riizné koncentrace
plazmidové DNA 10 pg a 50 pg. Po selekci blasticidinem byly vytvofeny bunécné lyzaty
pro ovéteni exprese Getl-V5. Tyto lyzaty vSak nejspisSe byly vytvoreny v dobé, kdy jesté
nebyla dokoncena antibiotikova selekce, nebot’ signdl naimunoblotu byl negativni.
Vyse zminéné linie byly ponechany selektovat dalsi ctyfi tydny. Pro jistotu vSak byla
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provedena nova transfekce se zvySenym mnozstvim plazmidové DNA — 100 pg. Po zhruba
5 tydnech od obou transfekci byly vytvofeny bunéné lyzaty z vybranych linii a exprese
proteinu Getl-V5 byla ovéfena pomoci SDS-PAGE a imunoblotu (Obr. 41). Ackoliv signal
byl velmi slaby, bylo mozné potvrdit expresi Getlv obou transfekovanych liniich.

kDa NC Get1-V5 A Get1-V5B PC
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Obr. 41 — Potvrzeni exprese Getl-V5 v buiikach G. intestinalis kmene AGetl. Protein byl
detekovan pomoci primarni monoklonalni krali¢i a-V5 protilatky a sekundarni monoklonalni a-kralik
protilatky spojené s HRP. Jako negativni kontrola (NC) byl pouzit lyzat z bun¢k kmene AGetl. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit lyzat z bunééné linie po add-backu genu IscA-V5. K jeho detekci byla
vyuZita stejna primarni i sekundarni protilatka jako v ptipadé detekce Getl-V5. Getl-V5 A znadi prvni
transfekovanou linii, Get1-VS B znaci linii po pozd¢jsi transfekci s vy$Sim mnozstvim plazmidové
DNA. Signaly ve velikosti cca 22 kDa znaci protein Getl-V5. Signal ve velikosti cca 15 kDa znaci
protein IscA.

5.3.2. Potvrzeni navraceni fenotypu

Po potvrzeni exprese Getl-V5 v buiikdch knock-outové linie bylo pfistoupeno k ovéfeni
navraceni fenotypu, ktery byl ztracen kvili odstranéni get/. K tomu byly vytvofeny preparaty
pro imunofluorescencni mikroskopii.

Prvnim krokem bylo zjistit, zda byla po add-backu genu getl s V5-tagem zachovana
predpokladana lokalizace tohoto proteinu (Obr. 42). Getl je lokalizovan v ER a po genovém
add-backu by zde mé&lo dojit k navraceni na predpokladané misto jeho vyskytu. K vizualizaci
lokalizace Getl-V5 byla vyuzita primarni monoklondlni krali¢i a-V5 protilatka a sekundéarni
monoklondlni protilatka o-kralik oznacend fluoroforem Alexa 594. Pro vizualizaci ER
z diivodu ptipadné kolokalizace s Getl-V5 byla pouzita primarni polyklonalni krysi a-PDI2
protilatka a sekundarni monoklonalni protilatka o-krysa oznacend fluoroforem Alexa 488.
Na snimku z invertovaného konfokalniho mikroskopu je zfetelnd casteCna kolokalizace
s PDI2, coz vypovida o tspéSném navraceni genu get/ a zachovani mista vyskytu tohoto
proteinu.
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Obr. 42 — Ovéreni lokalizace Getl-V5 u trofozoiti G. intestinalis. Buniky byly fixovany
metanol-acetonovou fixaci. Snimky jsou vysledkem projekce maximalni intenzity. K vizualizaci ER
byla pouzita primarni polyklonalni krysi a-PDI2 protilatka a sekundarni protilatka a-krysa oznacena
fluoroforem Alexa 488 (zelen¢). K vizualizaci Get1-V5 byla pouzita primarni monoklonalni krali¢i a-
V5 protilatka a sekundarni monoklonalni protilatka a-kralik oznac¢ena fluoroforem Alexa 594 (tmavé
rizove). Jaderna DNA je znacena pomoci DAPI (modie). Snimky ve viditelném spektru byly potfizeny
pomoci diferencidlniho interferen¢niho kontrastu (DIC). Na snimku znazoriiujicim piekryv je patrné,
Ze pii pouziti protilatek a-PDI2 a a-V5 dochazi k ¢astecné kolokalizaci (bilé signaly na snimku DAPI,
pirekryv). Tim lze potvrdit, ze add-back genu getl byl Gspesny a protein je lokalizovan v ER. Snimky
ukazuji reprezentativni vzorek daného kmene, pticemz dany fenotyp vykazovala vétSina fixovanych
bunek.

Po ovéfeni navraceni Getl na ptredpoklddané misto jeho vyskytu byl vizualizovan jesté
endomembranovy systém. Cilem bylo zjistit, zda u preparatii z linie s navracenym genem get!/
doSlo ke zmizeni odliSnosti ve fenotypu, které jsou patrné na Obr. 36. Endomembranovy
systém byl vizualizovan stejn¢ jako u knock-outové linie a linie WB C6 za pouziti protilatek
a-Get3 a a-VAP (viz kap. 5.2.4.1.) (Obr. 43). S témito dvéma liniemi byl také fenotyp linie
s add-backem get/ porovnavan. Ze snimkd pofizenych na invertovaném konfokalnim
mikroskopu lze vypozorovat ndvrat fenotypu k pfirozenému stavu piiznaceni a-Get3
protilatkou. U linie WB C6 tato protilaitka znacila axonemy anterolateralnich bicikt
(viz Obr. 36), pficemz tento fenotyp u knock-outoveé linie vymizel. Pti navraceni get/ doslo
k znovuobjeveni tohoto fenotypu, navic jsou znaCeny 1 axonemy ventralnich bicikl
a anterolateralnich, ventralnich a kaudalnich bi¢ikii v prostoru mimo bunku. Dale byla
k vizualizaci endomembranového prostoru vyuzita protilaitka o-VAP. Pii pouZziti této
protilatky lze pozorovat jasny signal na periferii buiiky a u axonem ventralnich bi¢ikd, stejné
jako tomu bylo u linie WB C6. U knock-outové linie axonemy ventralnich bi¢ikli znaceny
nebyly, avSak tento fenotyp byl opét pozorovan po genovém add-backu, Pti pouziti obou
zminénych protilatek nebyla ocekavana kolokalizace, ke které také nedoslo.
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Obr. 43 - Vizualizace endomembranového systému u linie s add-backem genu getl
u trofozoiti G. intestinalis. Bunky byly fixovany metanol-acetonovou fixaci a snimky jsou
vysledkem projekce maximalni intenzity. K vizualizaci endomembranového systému byly pouzity
protilatky a-Get3 a a-VAP stejnym zptsobem, jaky je popsan v kapitole 5.2.4.1. Fenotyp pozorovany
u této linie byl porovnavan s fenotypy u knock-outové linie a linie WB C6 z vySe zminéné kapitoly.
Pfi pouziti protilatky a-Get3 lze pozorovat navraceni signalu u axonem anterolaterdlnich bicikd,
ktery byl ztracen u knock-outové linie. U linie s genovym add-backem getl lze také pozorovat signal
znacici axonemy ventralnich bicikt a také signdl u axonem anterolateralnich, ventralnich a kaudalnich
bicikl v prostoru kolem butiky. Pii pouziti a-VAP protilatky byl pozorovan signal zejména na periferii
bunky, jak tomu bylo u linii AGetl a WB C6. Bylo vsak také pozorovano navraceni signalu u axonem
ventralnich bic¢ikt, které nebylo zaznamenano u linie AGetl. Pfi pouziti téchto protilatek nebyla
ocekavana kolokalizace, ke které také nedoslo. Jaderna DNA byla zna¢ena pomoci DAPI (modie).
Buiiky ve viditelném spektru byly vizualizovany pomoci diferencidlniho interferencniho kontrastu
(DIC). Snimky ukazuji reprezentativni vzorek daného kmene, ptfi¢emz dany fenotyp vykazovala
vétsina fixovanych bunék.
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6. Diskuze

GET drdha umoziuje post-translacni translokaci tzv. tail-anchored (TA) proteinil
do membrany endoplazmatického retikula (ER). Jako prvni byla popsana u kvasinek,
ale posléze byly komponenty této drahy nachazeny i u mnohobunéénych organismu vcetné
zastupcti savel a rostlin (Chartron, Clemons, et al., 2012; Jonikas et al., 2009; Schuldiner et
al., 2008; Xing et al., 2017). V posledni dobé byly komponenty GET drahy popsany
i u parazitického prvoka Plasmodium falciparum (Kumar et al., 2021).

Vsechny proteiny GET drahy, véetné proteinu Bag6, ktery byl dfive nalezen pouze
u mnohobunéénych organismi, byly také nalezeny u parazitického prvoka G. intestinalis.
Jejich pfitomnost byla potvrzena jak bioinformaticky, tak experimentalné¢ (Najdrova, 2022).
Jediny protein, jemuz u G. intestinalis dosud nebyla vénovana dostateCnd pozornost,
je inzertaza Getl, zajist'ujici finalni vloZzeni TA proteinu do membrany ER.

Charakterizace proteinu GL50803 14915, ktery je homologem Getl v buiikdch
G. intestinalis, byla hlavnim tématem této diplomové prace. Cilem bylo zodpovédét si
nasledujici otdzky — Nachazi se Getl skutecné v ER? Je Getl esencidlnim proteinem? Jak
ovlivni odstranéni genu get/ bunécné pochody v buinikach G. intestinalis? Jaci jsou interak¢ni
partneii Getl? Interaguje Getl s Get2 i v tak divergovaném organismu, jako je G. intestinalis?

Pro vSechny planované experimenty bylo podstatné ovéfit lokalizaci Getl
v G. intestinalis. Getl je evolu¢né konzervovany protein (Asseck et al., 2021), jenz by se
u vSech eukaryot m¢l nachazet v ER (Anghel et al., 2017). Tato lokalizace byla potvrzena
ivbuikdch G. intestinalis pomoci metod bunécné frakcionace a imunofluorescenéni
mikroskopie (viz kap. 5.1.2).

Pro funk¢ni charakterizaci Getl v G. intestinalis byly pouzity hlavni dva pfistupy —
metoda pull-down pro charakterizaci interak¢énich partneri tohoto proteinu a nasledné genovy
knock-out pro popis potencialnich fenotypil vzniklych absenci genu get!.

Dosud se mélo za to, Ze minimalni inzertazova funk¢ni jednotka heterodimeru Getl/Get2
je vysoce konzervovana napii¢ eukaryoty (McDowell et al., 2023). NaSe data vSak ukazuji,
ze situace u G. intestinalis je moZna Upln¢ jina. Ackoliv se bunikach tohoto parazita nachazeji
oba proteiny vySe zminéného komplexu (Najdrova, 2022), naSe experimenty prokazaly,
ze minimalné za zvolenych experimentalnich podminek spolu Getl a Get2 v buinkéach
G. intestinalis neinteraguji. Naproti tomu jako nejsilngjsi interakéni partner pro Getl byl
identifikovan homolog Get2 — podjednotka EMC komplexu — EMC6 (viz kap. 5.1.4.).
Samotny Get2 mezi signifikantné nabohacenymi proteiny vibec nalezen nebyl. Ze ziskanych
dat lze usuzovat, ze v bunkich G. intestinalis existuje inzertazovy komplex Getl/EMC6
namisto ocekdvaného Getl/Get2. Toto velmi zajimavé zjiSténi by mohlo ovlivnit celkovy
pohled na proteiny Oxal superrodiny a jejich interakci béhem translokace TA proteinti.

U dosud studovanych eukaryot je EMC6 interak¢énim partnerem proteinu EMC3, ktery je
zaroven homologem proteinu Getl (Anghel et al., 2017). Vedle sebe tak v membrané¢ ER
existuji dva systémy pro vkladani TA proteind, jejichz dvé centrdlni podjednotky jsou
evolu¢né ptibuzné (spolu s TMCO1 komplexem jsou tyto systémy ve skutecnosti celkem ti1).
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Doposud bylo znamo, Ze jednotlivé komplexy a jejich inzertazové podjednotky se mohou
v experimentalni systému castecné zastupovat (Anghel et al., 2017; Gilingor et al., 2022).
Identifikovana interakce Getl a EMC6 v buiikdch G. intestinalis ukazuje, ze takova
chimerickd spoluprace proteinli z riznych komplexi mize probihat diky unikatni evolucni
adaptaci i ve zcela pfirozeném systému.

Ptedchozi prace o evoluci EMC komplexu u eukaryot predpoklddaly u anaerobnich
organismu uplnou absenci tohoto komplexu (Wideman, 2015). Nase identifikace podjednotky
EMC6 vedla ke snaze nalézt dalsi mozné podjednotky EMC komplexu v G. intestinalis.
Toto hledani se zdd byt caste¢né uspésné, nebot’ bioinformatickou cestou byla ziejmée
nalezena podjednotka EMC1. Tato podjednotka je, stejné jako podjednotka EMC6, soucasti
transmembranové Casti EMC komplexu (Pleiner et al., 2020). Zajimavy je taktéz fakt,
ze jedna z domén podjednotky EMCI sdili jistou podobnost s EH1 helixem proteinu YidC,
bakteridlniho homologu Getl. Jak doména EMCI, tak EHI helix YidC jsou umistény
v horizontalni poloze té€sné¢ pod membranou (Bai et al., 2020). Jednou z hlavnich funkeci
podjednotky EMC1 je zprostiedkovani stability EMC komplexu a je mozné, Ze stejnym
zpisobem by mohla fungovat i u komplexu Getl/EMC6. Tato zjisténi pfimo vnucuji
mySlenku, Ze v G. intestinalis by mohl existovat inzertazovy komplex Getl/EMC6/EMCI,
pricemz heterodimer Getl/EMC6 by mél inzertdzovou funkci a EMC1 by cely komplex
stabilizoval. V proteomickych datech zpull-down experimentu nebyla interakce EMCI
a Getl nalezena. To vSak hypotézu o existenci komplexu Getl/ EMC6/EMCI u G. intestinalis
nevyvraci, nebot’ Getl a EMC1 spolu mohou interagovat neptimo skrze podjednotku EMC6.
Pro podporu této hypotézy by bylo vhodné provést pull-down experiment pravé podjednotky
EMC6, ktera by s EMC1 mohla interagovat.

Muzeme se vSak pouze domnivat, jak systém translokace TA proteinti u G. intestinalis
vlastné¢ funguje. Je mozné, ze Getl by jakozto jediny zastupce Oxal superrodiny
u G. intestinalis mohl figurovat jako promiskuitni protein, ktery by fungoval jako pojici
¢lanek mezi komponenty GET drahy a podjednotkami EMC komplexu. V proteomickych
datech z pull-down experimentu Getl vSak nebyla nalezena ani jedna komponenta GET
drdhy. Pfitom interakce s Get2 je kliCova pro navedeni targetovaciho faktoru Get3
k membrané ER a naslednému ptedani TA proteinu, kdy Get2 tuto interakci zprostiedkovava
pomoci cytosolické N-termindlni domény (Borgese et al., 2019). Podjednotka EMC6
a ptipadné jeji dalsi homolog, C20orf24, vSak touto doménou nedisponuji (Anghel et al.,
2017; Bai et al., 2020). Nabizi se proto otdzka, jak ajestli vibec dochazi v buikach
G. intestinalis k interakci mezi Getl a Get3 s navazanym TA proteinem. Lze si piedstavit
nékolik moZnych mechanismi, jak by k vloZeni TA proteinu do membrany mohlo dojit:

1) GET dréha v G. intestinalis funguje bez Getl a konecnym proteinem GET dréhy
a akceptorem TA proteinu je protein Get2. Experimentdlni, nepublikovana data
Mgr. V. Najdrové, PhD. ukazuji, ze Get2 a Get3 spolu vzajemné interaguji. Je vSak otazkou,
jak by doslo k vlastnimu vlozeni TA proteinu. Cytosolickd N-terminalni doména proteinu
Get2 totiz nezplsobuje konformaéni zménu Get3, kterou zpiisobuje cytosolickd doména Getl
a kterd je dilezitd pro zménu konformace Get3 ze zaviené na otevienou za tcelem uvolnéni
TA proteinu (Mariappan et al., 2011). Bylo vSak zjiSténo, ze Get2 se na zméné konformace
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Get3 do jisté miry podili, a to diky linkeru, ktery propojuje N-terminalni doménu pro vazbu
Get3, s TMD Get2 (Chio et al., 2021). Je vSak otazkou, zda-li by tato struktura Get2 stacila
k dostate¢né zmén¢ konformace Get3 pro uvolnéni TA proteinu z vazebného zlabku.

2) Getl je vbunkach G. intestinalis schopen interagovat jak s Get2 proteinem,
tak s podjednotkou EMC6, vétsi afinitu vSak vykazuje vi¢i podjednotce EMC6.
S dalsimi komponenty GET dréhy, tj. sproteinem Get3, by pak mohl interagovat
bud’ pfi jejich zvySené koncentraci, anebo pouze tranzientné. Proti této teorii ale stoji
nepublikovana experimentdlni data Mgr. V. Najdrové, PhD., podle kterych pfi overexpresi
Get2 ani Get3 neni viditelna interakce s Getl.

3) Getl u G. intestinalis je i pres sekvencni homologii s Getl ostatnich eukaryot funkéné
spiSe EMC3 podjednotkou. U G. intestinalis by pak bylo mozné pozorovat existenci
minimalistického transmembranového regionu EMC komplexu tvofeného podjednotkami
EMC3, EMC6 a EMCI. Pfesny mechanismus translokace TA proteini pfes EMC komplex
neni znam, vi se ale, Ze pro pfenos TA proteinu k membrdnovému regionu je nutnd
cytosolicka podjednotka EMC2 (Pleiner et al., 2020). Tato podjednotka vSak u G. intestinalis
nalezena nebyla. Nelze ale vyloucit, Ze TA protein by k transmembranovému regionu EMC
komplexu nemohl dorudit jiny chaperon, napt. Hsp90, se kterym podjednotka EMC2
interaguje v bunikdch S. cerevisiae (Kudze et al., 2018).

4) Translokace TA proteinii u G. intestinalis je zprosttedkovana skrze propojeni
komponent GET drahy a EMC komplexu, které¢ dohromady tvoii jeden velky translokacni
systém. Inzertdzovy komplex je tvofen heterodimerem Getl/EMC6, zatimco podjednotka
EMCI1 ptisobi jako stabilizacni faktor celého komplexu. Stle se ale nabizi otazka, jak by byl
zprostiedkovan kontakt s Get3. Nelze se branit ani domnénce, Ze Get2 by mohl byt tranzientni
soucasti komplexu Getl/EMC6, ktery by interagoval s EMC6 a ktery by fungoval jako
spojovaci faktor mezi Get3, EMC6 a Getl a dochazelo by tak ke vzniku dynamického,
tranzientniho heterotrimeru Getl/EMC6/Get2, ktery by byl jinak béZzné fungujici soucasti
GET dréhy.

5) V bunkich G. intestinalis existuje komplex Getl/EMC6/EMCI tak, jak je popsano
v bodé€ 4, avSak cely proces translokace je zna¢né redukovany a podobé se vice translokaci
pozorované u EMC komplexu. Pfenosu TA proteinu k membrané ER se neucastni Get2, Get3,
ani heterotrimer Get4/Bag6/Get5, ale pouze Sgt2, ktery funkéné zastoupi podjednotku EMC2.
Sgt2 ma totiz, stejné¢ jako EMC2, TPR doménu stejné funkce - umozituje interakci
se chaperonem s navazanym TA proteinem (Kudze et al., 2018; Liou & Wang, 2005). U TPR
domén téchto dvou proteinli ale dosud nebyla pozorovéana Zadna homologie. V piipadé tohoto
mechanismu by Sgt2 protein spolu s co-chaperony Hsp70 a Ydjl dorucil TA protein
az k membrané¢ ER, kde by bylo jeho vlozeni do membrany zajisténo c¢innosti komplexu
Getl/EMC6. Sgt2 by vtomto piipad¢ figuroval jak v této translokaci skrze modifikovany
EMC komplex, tak v translokaci pomoci GET drahy, kterd by u G. intestinalis funk¢né stala
vedle EMC komplexu.

At jsou vySe zminéné teorie vice ¢i méné pravdépodobné, témet ve vSech se potykame
s komplikovanym postavenim Get2. Ackoliv byla prokdzédna jeho schopnost meénit
konformaci Get3, coz je nutny faktor pro uvolnéni TA proteinu (Chio et al., 2021), nelze
s jistotou tvrdit, ze pfitomnost pouze Get2 by byla dostacujici pro vlozeni TA proteinu
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do membrany ER. Nakonec se nelze branit ani domnénce, Ze v bunkéach G. intestinalis je
translokace TA proteinii umoznéna dvéma mechanismy — pomoci GET drahy a pomoci EMC
komplexu, pfiCemz Getl miize hrat roli univerzalni inzertazy vyskytujici se v obou téchto
proteinovych komplexech.

Vsechny zminéné teorie jsou vSak pouze domnénky a bez dalsi experimentalni prace se
nelze dozvédét, jak translokace TA proteintt u G. infestinalis skute¢né funguje. Pro dalsi
pochopeni tohoto procesu je nutné charakterizovat nové objevené proteiny — EMC1 1 EMC6.
Je dilezit¢ potvrdit jejich lokalizaci v ER a charakterizovat jejich interakéni partnery.
Zejména skrze charakterizaci interak¢nich partnerd téchto dvou podjednotek se lze dozvédet,
jak probihaji findlni kroky inzerce TA proteinti do membrany ER u G. intestinalis. Zejména
u podjednotky EMCI1 je tato charakterizace nutna, nebot’ si zatim nejsme jisti, Ze se opravdu
jedna o homolog této podjednotky v buiikkach G. intestinalis. Nelze vyloucit, Ze charakterizaci
interak¢nich partnert EMC podjednotek objevime dalsi podjednotky EMC komplexu. DalSim
ze zpusobu, jak dale prozkoumat detaily translokace TA proteini u G. intestinalis, by byl
knock-out genil emcl 1 emc6 a pozorovani vlivu odstranéni genti kddujicich tyto podjednotky
na fungovani buniky.

At uz zhlediska interakce proteinu Getl plati jakdkoliv z vySe zminénych hypotéz,
muzeme tvrdit, Ze Getl se v G. intestinalis podili na inzerci proteini do membrany ER.
Pro dalsi funk¢ni charakterizaci Getl v bunkach G. intestinalis byl proto proveden genovy
knock-out. Na zaklad¢ faktu, ze Getl je jedinym ¢lenem Oxal superrodiny u G. intestinalis
jsme se domnivali, Ze Getl je pro G. intestinalis esencidlnim proteinem. V builkach
G. intestinalis dosud nebyl Uspé$né odstranén zadny protein GET drahy. V nasi laboratofi
jsme se nelspé$né pokouseli o odstranéni Get3, coZ naznalilo, Ze funkce GET drdhy je
pro buiiku nenahraditelna (nepublikovand data). To vSak nebylo tplné ptekvapivé, nebot’ Get3
je esencidlnim proteinem u mnohobunéénych organismi (Mukhopadhyay et al., 2006),
u kvasinek vSak absence Get3 neni v laboratornich podminkéach letalni (Schuldiner et al.,
2008). V ptipadné¢ Getl jsme podobné ocekévali, ze odstranéni bude pro bunky letélni,
pfipadné vyvola silny rlstovy fenotyp.

K odstranéni genu get/ v bunikach G. intestinalis byl vyuzit systém CRISPR/Cas9, ktery
byl pro knock-out gend v bunkach tohoto prvoka uspésné¢ zaveden v nasi laboratofi
(Horackova et al., 2022). Celkem byly vytvofeny ctyfi konstrukty pro genovy knock-out,
které se liSily pouzitim rliznych gRNA.

Tim, Ze se nezdvisle na sob& opakované podatilo vytvofit Zivotaschopnou knock-
outovou linit  za pouziti Ctyf raznych gRNA, muazeme tvrdit, Ze Getl neni
pro G. intestinalis esencialnim proteinem. Fenotypy zplsobené odstranénim genu get/
nejsou u G. intestinalis letalni, stejné jako je tomu u Getl u kvasinek, kde se absence Getl
projevila zhorSenou biogenezi peroxisoml (Onishi et al., 2018), ¢i savcil, kde odstranéni
Getl vyustilo do poruchy smyslovych organt (Sojka et al., 2014; Vogl et al., 2016). V naSem
pfipadé absence Getl vyrazné neovlivnila rist knock-outové bunécné linie, ktera rostla
srovnatelné s kontrolni linii a obé& kultury byly pasdzovany se stejnou frekvenci.
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I presto, ze odstranéni genu get/ nebylo pro bunky G. intestinalis letalni, domnivali
jsme se, ze odstranéni genu get/ mohlo vést k poSkozeni struktury ER. Pouzitim a-PDI2
protilatky tedy bylo vizualizovano ER u knock-outové i wild-type linie. Ukazalo se vsak,
ze k naruseni struktury ER pravdépodobné nedoslo, nebot’ struktury ER u knock-outové linie
a linie bez modifikace genomu si byly vzajemné vyrazné€ podobné (viz kap. 5.2.4.1.).

Uspéné jsme vsak pozorovali zajimavy fenotyp pii pouziti a-Get3 protilatky u knock-
outové linie. Zde doslo ke ztrat¢ vyrazného signdlu u axonem anterolateralnich bic¢iki, ktery
bylo mozné pozorovat u linie bez modifikace genomu. Lze se jen dohadovat, ¢im tento
fenotyp muize byt zptisoben, nebot’ pti add-backu genu getl byl tento signal pti pouziti a-Get3
protilatky opét vyrazny. Jednim z moznych vysvétleni je, ze vlivem odstranéni Getl doslo
k nahromadéni Get3 s navazanymi TA proteiny, které se nemohly uvolnit do cilové
membrany. Doslo tak k vysyceni volného Get3 a zméné jeho ptirozené lokalizace.

Dal$im fenotypem, ktery bylo mozné pozorovat u bunék knock-outové linie, byla mirna
zména lokalizace TA proteinu ze skupiny VAP. Je tedy pravdépodobné, ze odstranéni genu
getl opravdu ovlivnilo efektivitu vkladani TA proteintl. Tento ti¢inek absence Getl je celkem
pravdépodobny, nebot’ mislokalizace TA proteinii vlivem absence ortologu Getl, WRB,
uz byla pozorovana u mysi (Rivera-Monroy et al., 2016). Zajimavé vSak je, Ze exprese TA
proteinii nebyla odstranénim Getl u G. intestinalis v naSich experimentech témét vibec
poznamenana.

Jednim z naSich predpokladii bylo, Ze odstranéni Getl by v bunikach G. intestinalis
mohlo vést k naruSeni exportniho systému, coz by se projevilo na snizené schopnosti parazita
tvofit infek¢ni cystu se silnou cystovou sténou. Mezi TA proteiny, které jsou translokovany
pomoci GET drahy, patfi SNARE proteiny zajistujici fizi membran, skrze které je umoznén
vezikuldrni export proteinii (Wattenberg & Lithgow, 2001). V pfipadé odstranéni Getl by
pak u G. intestinalis mohlo dojit k naruSeni biogeneze téchto TA proteinii a naslednému
kolapsu exportu proteind na povrch cysty.

Ukézalo se vSak, Ze odstranéni genu get/ ma na encystaci velice maly vliv. Je moZné,
ze encystace u knock-outové linie ma mirn¢ pomalejsi prubéh nez u linie bez modifikace
genomu, nebot’ se ve vzorcich knock-outové linie vyskytovalo nepatrné mensi mnoZstvi cyst
(viz kap. 5.2.4.2.). U linie bez modifikace genomu také bylo mozné zachytit pravé encystujici
buiiky, coZu knock-outové linie nebylo spatfeno ani najednom preparatu. Je moZzZné,
ze jednim z diivodl sniZzené rychlosti encystace by mohl byt nedostatek proteinil zajiSt'ujicich
fuzi membran zplsobeny absenci Getl a snizenym mnozstvi TA proteinti s touto funkci.
Aby vSak hypotéza o pomalejsi encystaci mohla byt podpofena, musela by se encystace
opakovat v robustné&j$im mnozstvi replikat v€etné charakterizace dynamiky celého procesu.

Mira postizeni komponent GET drédhy vlivem odstranéni genu get/ u G. intestinalis
byla také predmétem naSeho zajmu. Jak jiz bylo zminéno, odstranéni Getl zplsobuje snizeni
exprese Get2 u S. cerevisiae (F. Wang et al., 2011). K tomuto jevu doslo i v bunikdch knock-
outové linie, kdy dosSlo k velice mirnému poklesu exprese u proteinu Get2. Stejné tak
ale doslo ke sniZzeni exprese u podjednotky EMC6, pfi¢emz pokles exprese u EMC6 byl
o néco vyraznéj$i nez pokles exprese u Get2.
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V neposledni fadé¢ byl genom knock-outové linie charakterizovan pomoci Nanopore
sekvenovani. Hlavnim cilem bylo ovéfit vytvoreni bunécné linie postradajici vSechny alely
getl a zjistit, zda vyuzitim CRISPR/Cas9 systému nedochdzi k nespecifickym (off-target)
upravam genomu a identifikovat, zda doslo k vytvofeni supresorovych mutaci. Obecnym
zamérem pak bylo zavést postup pro rutinni ovetfeni tvorby genovych knock-outt pro budouci
pokusy provadéné v nasi laboratofi. Sekvenace genomu pomoci Nanopore sekvenovani neni
v nasi laboratofi bézn¢ provadénym experimentem, a proto bylo provedeno v laboratofi nasich
spolupracovnikll na Uppsala Universitet. Ukazalo se, ze tento postup je vhodny pro ovérovani
odstranéni genu.

Specifickd mutace pro knock-outovou linii byla nalezena pouze jedna, a to v genu, ktery
se stejn¢ jako get! nachdzi na Ctvrtém chromozomu a kdduje protein s oznacenim
GL50803 0024111. Jedna se o substitucni mutaci, pii které dosSlo k nahrazeni jediného
nukleotidu a ktera vedla k aminokyselinové zaméné. VysSe zminény gen koduje protein
s metyltransferazovou aktivitou interagujici s C-terminalni doménou RNA polymerdzy IL
Na zaklad¢ dostupnych informaci se vSak pravdépodobné nejednd o specifickou odpovéd’
na absenci Getl v buiikach G. intestinalis.

Zavérem lze fici, ze provedené experimenty a bioinformatické analyzy prezentované
v této diplomové praci pfinesly fadu novych a zajimavych informaci o funkci a evoluci
proteinu Getl. Nasim zdmérem je v blizké budoucnosti provést navazujici studie, které nam
pomohou (i) charakterizovat vlastnosti identifikovaného unikatniho chimerického komplexu
obsahujiciho podjednotky GET drahy a EMC komplexu, (ii) objasnit finalni krok vkladani TA
proteinti pomoci GET drahy a (iii) stanovit vyznam biogeneze TA proteinti pro zivotni cyklus
G. intestinalis.

79



7. Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na charakterizaci homologu proteinu
Getl u G. intestinalis. K charakterizaci tohoto proteinu bylo pfistoupeno skrze dva hlavni
piistupy — identifikaci interak¢nich partnert skrze pull-down experiment a knock-out genu
getl.

Metodou pull-down jsme byli schopni identifikovat hlavniho interakéniho partnera
Getl, kterym vsak prekvapivé nebyl Get2, jako je tomu u ostatnich organismi. Dospéli jsme
k prekvapivému zjisténi, ze hlavnim interakénim partnerem Getl je pravdépodobné
podjednotka EMC6, homolog proteinu Get2. Identifikace EMC6 u G. intestinalis je o to
zajimav¢jsi, ze zadna podjednotka EMC komplexu dosud nebyla utohoto prvoka
a ani u jiného zastupce skupiny Metamonada nalezena. Pfi snaze nalézt dalsi podjednotky
EMC komplexu jsme pomoci bioinformatické analyzy identifikovali  dalsi
komponentu EMC komplexu, a to membranovou  podjednotku EMCI1. Funkce této
podjednotky u G. intestinalis vSak neni jasna a bude také nutné experimentalné potvrdit jeji
ptitomnost. Dale bude potieba funkéné charakterizovat obé nalezené podjednotky i s jejich
interak¢nimi partnery skrze pull-down experiment.

Za pouziti CRISPR/Cas9 metody zavedené pro G. intestinalis jsme byli schopni
uspésné vytvofit knock-outové linie postradajici get/. Ukazalo se, Ze odstranéni genu get/
neni pro G. intestinalis letdlni a ze fenotyp zplsobeny odstranénim tohoto genu ma
za experimentalnich podminek pouze mirné projevy, jako je zména v lokalizaci Get3.

Provedli jsme také pilotni sekvenovani genomu knock-outové linie pomoci Nanopore
sekvenovani, které bylo vhodné pro potvrzeni odstranéni genu.

Uspé&sné jsme také vytvofili konstrukt ger/ s modifikovanymi kodony, ktery umoznil
navraceni tohoto genu do knock-outové linie. Ukdzalo se, Ze po navraceni genu doslo
k obnoveni fenotypu, ktery bylo mozné pozorovat u linie bez modifikace genomu.

Diky vSem ziskanym datim se nam povedlo identifikovat unikatni vlastnosti GET
dréhy, které nebyly dosud identifikovany u jinych eukaryot. Tyto objevy oteviraji dvefe
mnoha dalS$im otazkam ohledné mechanismu translokace TA proteinli nejen u G. intestinalis.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ADP
AK
AMP
ATP
Bagb6
BAP tag
Bat3
BirA
BLAST
BSA
CAML
cDNA
CRISPR
CWP
DIC
DMSO
DNA
dNTPs
DPT
DSP
DTT
DUF 106
EDTA
EGTA
EMC
ER
ERAD
FDR
Fwd
G418
GO6PI
GA
GDH
gDNA
GET draha
gRNA
HCD
HIV
HLA
HMW
HRP
Hsc82

Adenosindifosfat

Aminokyselina

Ampicilin

Adenosintrifosfat

Bcl2-associated athanogene 6

Biotin acceptor peptid tag

HLA-B associated transkript 3

Biotin ligaza

Blasticidin

Hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumin)
Calcium modulating cyclophilin ligand
Komplementarni DNA (complementary DNA)

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Cyst-wall protein

Diferencidlni interferen¢ni kontrast
Dimetylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina
Deoxynukleotidy
N,N-dipropyltryptamin
Dithio(sukcinimidyl)propionat
Dithiotreitol

Domain of unknown function 106
Etylendiaminotetraoctova kyselina
Etylenglykol-di-(2-aminoteyleter) tetraoctova kyselina
Endoplasmic reticlum Membrane protein Complex
Endoplazmatickeé retikulum
ER-asociovana degradace

False Discovery Rate

Forward primer

Geneticin

Gluko6za-6-fosfat-izomeraza

Golgiho aparat
Glutamatdehydrogenéaza

Genomova DNA

Guided Entry of Tail-anchored proteins
Guide RNA

Kolizni disociace s vy$si energii

Virus lidské imunodeficience (Human immunodeficiency virus)

Human Leukocyte Antigen

Vysokohmotnostni DNA (High molecular weight DNA)
Kienova peroxidaza (horse-radish peroxidase)

Heat shock cognate protein 82
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HSP
Hsp70
IBS
IMCF
JDP
kbp
LECA
LEU
MHC
MMTS
MOPS
MoRF
NC
NK buiiky
NLS
OPTI
PAC
PBS
PCR
PDI2
PIPES
pLDDT
PT
PUR
PV
Rev
RNA
SAR
SDC
SDS
SDS-PAGE
Sgt2
SGTA
SNARE
SND
SOC
SP3
SRP
TA
TCEP
TEAB
TFA
TGS
TLCK

High-speed pellet

Heat shock protein 70

Syndrom drazdivého tracniku (Irritable Bowel Syndrom)
Servisni laboratot zobrazovaci techniky

J-domain protein

Kilopar bazi

Posledni spolecny eukaryoticky predek (Last Eukaryotic Common Ancestor)

Leupeptin

Hlavni histokompatibilni komplex (Main histocompatibility complex)
Metyl-metanthiosulfonat

3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

Molecular recognition features

Negativni kontrola

Natural-killer bunky

Jaderny lokalizaéni signal (Nuclear Localisation Signal)

Obligate partner of TMCO insertase
Puromycin-N-acetyltransferaza

Phosphate-buffered Saline

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Protein disulfidisomeraza 2

Piperazin-N,N-bis(2-etan)sulfonova kyselina

Predicted local distance difference test

Pokojova teplota

Puromycin

Periferni vakuoly

Reverse primer

Ribonukleova kyselin

Superskupina Stramenopila, Alveolata, Rhizaria

Deoxycholat sodny

Dodecyl-siran sodny

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein 2
Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein A
Soluble N-ethylmale-imide-sensitive factor-attachment protein receptors
SRP-independent protein

Super optimal broth

Signle-pot, solid-phase-enhanced sample preparation

Signal rozpoznavajici castice (Signal Recognition Particle)
Tail-anchored (proteiny)

Tris(2-karboxyetyl)fosfin

Hydrogenuhlic¢itan tryetylamonny

Trifluoroctova kyselina

Tris-Glycin-SDS

N-a-tosyl-L-lysin-chlormetylketon
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TMCO1 Transmembrane and coiled-coil domains 1

TMD Transmembranova doména

TOC Translokédza vnéj$i membrany chloroplastt
TOM Translokdza vnéjs$i mitochondridlni membrany
TPR Tetratricopeptidova doména

TRC drdha  Transmembrane domain Recognition Complex
TRC35 Transmembrane recognition complex of 35 kDa
TRC40 Transmembrane recognition complex of 40 kDa
UBL Ubiquitin-like doména

Ubl4A Ubiquitin-like protein 4A

UTR Neprekladand oblast mRNA (untranslated region)
VAMP Vesicle-associated membrane proteins

VAP VAMP-asociated proteins

VSP Variant-specific Surface Protein

WB c6 Izolét G. intestinalis (klon 6)

WRB Tryptophan-rich basic protein

Yipl YidC-like protein 1
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10. Seznam priloh

Priloha 1: Tabulka dat zproteomické analyzy pull-down experimentu epizomalné
exprimované¢ho Getl-BAP. Nachézi se zde vSechny identifikované proteiny u linie s Getl-
BAP i kontrolni linie exprimujici BirA.

Priloha 2: Tabulka dat zproteomické analyzy knock-outové linie s odstranénim get!.
Nachazi se zde vSechny identifikované proteiny pozorované knock-outové linie i kontrolni
wild-type linie (WB c6).
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