Abstrakt
Rozvoj technologii pro sekvencovani DNA pfinesl technologicky zlom, diky némuz bylo

mozné provést analyzu kompletnich genomi, véetné parazitickych protist Trichomonas vaginalis a
Giardia intestinalis, které jsou tradicné studovany nejen z diivodu jejich klinického vyznamu, ale
rovnéZ z evolu¢niho thlu pohledu pro jejich adaptaci na anaerobni zplisob metabolismu. Samotné
dokonceni sekvencovani genomu a anotace predikovanych proteinovych sekvenci nepfineslo detailni
vhled do fungovani organel odvozenych od mitochondrie, jimiz jsou v pfipadé G. infestinalis
mitosomy, které se nepodileji na energetickém metabolismu, a v pripadé 7. vaginalis hydrogenosomy,
které produkuji molekularni vodik a produkuji ATP substratovou fosforylaci. Tradiéni metody
vyzkumu téchto organel zaloZzené na frakcionaci pomoci ultracentrifugace v hustotnim gradientu a
nasledné biochemické a enzymologické analyzy byly doplnény o metody jedno- a dvoudimenzionalni
elektroforézy s naslednou identifikaci proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie.

V této praci byly pouzity metody vicedimenzionalni separace peptidovych fragmenti
vytvorenych specifickou proteolyzou komplexni smési a nasledné tandemové hmotnostni
spektrometrie k identifikaci subproteomu prislusné organely.

Pro analyzu mitosomalniho proteomu G. intestinalis bylo vyuZzito znaceni isobarickymi
sondami iTRAQ, které umoznilo pro identifikované proteiny urcit jejich distribuci ve dvou frakcich
ziskanych gradientovou ultracentrifugaci, jeZ mély nejveétsi obohaceni o mitosomy. Tento pfistup
umoznil redukci poctu kandidatnich proteint pro blizsi bioinformatické a lokaliza¢ni experimenty,
které potvrdily mitosomalni lokalizaci u dvaceti proteind.

Pfi analyze membranového subproteomu hydrogenosomu 7. vaginalis byly hydrofobni
membranové proteiny pomoci detergentu Triton X-114 oddéleny od hydrofilnich, separovany
SDS-PAGE a nasledné podrobeny Stépeni v gelu. Timto pristupem se podafilo ziskat informace o
proteinech, které nedosahuji poctu kopii srovnatelnych s enzymy energetického metabolismu
prevladajicimi ve vzorcich, a které diky své hydrofobni povaze nemohou byt separovany obvyklou
dvoudimenzionalni elektroforézou s vyuzitim isoelektrické fokusace. Zvoleny pfistup umoznil
identifikaci proteind tiCastnicich se biogeneze organely a membranového transportu.

Studium zmén v proteomu hydrogenosomti trichomonad kultivovanych za podminek s
omezenou dostupnosti Zeleza bylo provedeno pomoci relativni kvantifikace proteinti na zaklade
znaceni peptidl isobarickymi znackami iTRAQ. Identifikovano bylo 179 proteinti, z nichz bylo 58

siln¢ ovlivnénych dostupnosti zeleza.



