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Abstrakt

Rozvoj technologii pro sekvencovani DNA pfinesl technologicky zlom, diky némuz
bylo mozné provést analyzu kompletnich genomti, véetné parazitickych protist Trichomonas
vaginalis a Giardia intestinalis, které jsou tradi¢né studovany nejen z divodu jejich
klinického vyznamu, ale rovnéz z evoluc¢niho thlu pohledu pro jejich adaptaci na anaerobni
zpliisob metabolismu. Samotné dokonceni sekvencovani genomu a anotace predikovanych
proteinovych sekvenci nepfineslo detailni vhled do fungovani organel odvozenych od
mitochondrie, jimiz jsou v ptipadé¢ G. intestinalis mitosomy, které se nepodileji na
energetickém metabolismu, a v pfipadé T. vaginalis hydrogenosomy, které produkuji
molekularni vodik a produkuji ATP substratovou fosforylaci. Tradicni metody vyzkumu
téchto organel zalozené na frakcionaci pomoci ultracentrifugace v hustotnim gradientu a
nasledné biochemické a enzymologické analyzy byly doplnény o metody jedno- a
dvoudimenzionalni elektroforézy s naslednou identifikaci proteinii pomoci hmotnostni
spektrometrie.

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

Pro analyzu mitosomalniho proteomu G. intestinalis bylo vyuzito znaceni
isobarickymi sondami iTRAQ, které umoznilo pro identifikované proteiny urcit jejich
distribuci ve dvou frakcich ziskanych gradientovou ultracentrifugaci, jez mély nejvetsi
obohaceni o mitosomy. Tento pfistup umoznil redukci poctu kandidatnich proteinti pro blizsi
bioinformatické a lokalizacni experimenty, které¢ potvrdily mitosomalni lokalizaci u dvaceti
proteintl.

Pfi analyze membranového subproteomu hydrogenosomu T. vaginalis byly
hydrofobni membranové proteiny pomoci detergentu Triton X-114 oddéleny od hydrofilnich,
separovany SDS-PAGE a nasledné podrobeny Sté€peni v gelu. Timto piistupem se podatilo
ziskat informace o proteinech, které nedosahuji pocCtu 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 proteinti Ucastnicich se
biogeneze organely a membranového transportu.

Studium zmén v proteomu hydrogenosomi trichomonad kultivovanych za podminek
s omezenou dostupnosti Zeleza bylo provedeno pomoci relativni kvantifikace proteinti na
zakladé znaceni peptidil isobarickymi znackami iTRAQ. Identifikovano bylo 179 proteind,

z nichz bylo 58 siln¢ ovlivnénych dostupnosti Zeleza.
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Abstract

Advances in DNA sequencing led to a technological breakthrough, that allowed
analyzis of complete genomes including those of parasitic protists Trichomonas vaginalis and
Giardia intestinalis. These organisms are studied not only for their clinical importance, but
also from the evolutionary point of view for their adaptation to anaerobic environment.
Genome sequencing and annotations of predicted proteins alone did not bring detail view into
functioning of their mitochondrion related organelles - in G. intestinalis mitosomes, not-
participating in energetic metabolism, in T. vaginalis hydrogenosomes, producing molecular
hydrogen and ATP by means of substrate phosphorylation. Traditional methods based on a
fractionation by ultracentrifuging in density gradient and subsequent biochemical and
enzymological analyzes were extended by one- and two-dimensional electrophoresis with

subsequent identification of proteins by mass spectrometry.

Methods of multidimensional separation of peptides produced by specific proteolysis
of a complex mixture and subsequent tandem mass spectrometry were used to identify

subproteome of respective organelle.

Isobaric reagents iTRAQ were used in mitosomal proteome of G. intestinalis analyzis
to probe distribution of respective proteins in two gradient ultracentrifugation fractions most
enriched with mitosomes. This approach allowed reduction of numbers of candidate proteins
for further bioinformatic and localising experiments. Mitosomal localization of twenty

proteins was confirmed.

Hydrogenosomal membrane proteins from T. vaginalis were purified by Triton X-
114 phase separation. SDS-PAGE and in-gel digestion was followed by LC-MALDI.
Information on proteins that do not have number of copies comparable to metabolic enzymes
and that cannot be easily separated by conventional isoelectric focusing was gained. Proteins

engaged in organelle biogenesis and membrane transport were identified by this approach.

Relative quantitation with tagging by iTRAQ reagent was used to study
hydrogenosomal protein expression in trichomonads cultivated in iron restricted conditions.

179 proteins were identificated, of which 58 were strongly influenced by availability of iron.
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Uvod

Studium parazitickych protist ma v Ceské republice dlouhou tradici. Z objevil
podstatnych pro tuto disertacni praci je nezbytné vyzdvihnout praci Apoleny a Jifiho
Cerkasovovych, ktefi spolu s daldimi spolupracovniky v sedmdesatych letech piispéli
zdsadnimi experimenty k charakterizaci metabolismu Tritrichomonas foetus (Cerkasovova &
Cerkasov 1974, Cerkasovova et al. 1976), a vyznamnou mérou se podileli na charakterizaci
elektrondenzni organely, ktera diky své produkcei vodiku ziskala pojmenovani hydrogenosom

(Miiller 1973, Lindmark & Miiller 1973).

vy

Giardia, doslo, v disledku adaptace na jiny zptisob metabolismu, nez je aerobni glykolyza,
krom¢ redukce mitochondrialnich metabolickych drah a mitochondridlniho genomu
i kK morfologickym zménam organel, které zastiely jejich mitrochondrialni ptivod, ktery byl
prokazan na zakladé genomovych dat. Miiller et al. (2012) biochemické a evoluc¢ni aspekty
anaerobniho metabolismu u eukaryot a vlastnosti organel mitochondrialniho ptivodu shrnuji
Vv rozsahlém piehledovém ¢lanku. Miiller et al. (2012) rozlisuji pét tiid mitochondrii a organel
mitochondridlniho ptivodu. Tabulka I. shrnuje obvyklé charakteristiky jednotlivych tiid a

tabulka II. uvadi prehled jednotlivych typti organel mitochondrialniho pivodu u superskupin.

Tabulka |. Rozdéleni organel mitochondrialniho pdvodu do tfid podle funkéni charakteristiky. Symbol

plus oznacuje pfitomnost a minus nepfitomnost metabolickych drah & DNA. Podle Miiller et al. (2012).

Tfida | Popis O, | H2 | DNA | ATP

I aerobni mitochondrie, O- jako jediny terminalni + - + +
akceptor elektron(

Il anaerobni mitochondrie, neprodukuji H2, mohou + - + +
pouzivat jiny terminalni akceptor elektront nez O,

i mitochondrie produkujici Hz, obsahuji dychaci - |+ + +
fetézec
IV | hydrogenosomy, neobsahuji dychaci fetézec - |+ - +

\% mitosomy, neprodukuji ATP - - - -
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Tabulka II. Pfitomnost rliznych typ( organel mitochondrialniho plvodu u zastupcl jednotlivych

superskupin. Podle Miiller et al. (2012).

Superskupina Typ | Typ Il Typlll | TypIV | TypV
Opithokonta + + +
Amoebozoa + + +
Chromalveolata + + +
Excavata + + + +
Rhizaria

Archaeplastida +

Tato prace se zabyva studiem proteoml organel typl IV a V, a to zejména u
modelovych organismi Trichomonas vaginalis (hydrogenosom, typ 1V) a Giardia intestinalis
(mitosom, typ V), navazuje na tradi¢ni techniky zaloZzené na subcelularni frakcionaci
ultracentrifugaci a charakterizaci morfologie izolovanych organel pomoci transmisni
elektronové mikroskopie, western blottu a enzymatické detekce, které rozsifuje o vyuziti
vicerozmérnych elektroforetickych a chromatografickych separa¢nich metod s naslednou
detekei a identifikaci proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie. Nezbytnym predpokladem
pro tuto praci bylo dokonceni sekvenovani genomu Trichomonas vaginalis (Carlton et al.,
2007) a Giardia intestinalis (Morrison et al., 2007).

Proteomika

Analyza proteini a jejich smési prozila béhem dvacatého stoleti bouflivy vyvoj.
Samotnému vzniku proteomiky pfedchazely vyznamné objevy tykajici se struktury proteint,
ale také rozvoj separacnich metod, zejména elektroforetickych a chromatografickych. Zlatym
standardem se stala elektroforéza v denaturujicim prostiedi dodecylsiranu sodného
s diskontinualnim uspofadanim a tris-glycinovym pufrem podle Laemmliho (1970).
Vysokého rozliSeni se nejlépe da dosahnout kombinaci ortgonalnich metod, které v praxi
nejcastéji predstavuje predfazeni isoelektrické fokusace. Ta byla zpocatku provadéna
s vyuzitim pH gradientu formovaného v elektrickém poli pomoci smési amfolytt, pozdéji
gradientu imobilizovaného v akrylamidovém gelu tvofeného vhodnymi derivaty akrylamidu
s disociovatelnymi funk¢énimi skupinami. Vysokého rozliSeni a vysoké citlivosti dosahl
O’Farrel (1975) s pouzitim radiodetekce. Postupem ¢asu se vyvinuly metody barveni proteind
a prace s takovou kvantitou, kterd umoznuje identifikacei proteinli (shrnuto v review

Westermeier & Gorg 2011).
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Identifikace proteini na zakladé¢ sekvencni informace a ne pouze fyzikalné
chemickych vlastnosti (napft. pl, relativni molekulova hmotnost) odvozenych z pohyblivosti
pii elektroforetické ¢i chromatografické separaci, popf. antigennich vlastnosti nebo
enzymové aktivity, byla technologicky dlouho limitovdna na moznost N-terminalniho
sekvencovdni metodou Edmanova odbouravani, kterd je casové a financné ndrocna.
Automatické sekvendtory meély délku cyklu ptiblizné hodinu na jednu identifikovanou

aminokyselinu a s pfibyvajicim poctem cyklt kvalita signalu rapidné klesala.

Rozvoj metod hmotnostni spektrometrie s ionizaci bombardovanim tézkymi atomy
sliboval moznost zrychleni tohoto procesu, nebot’ umoznilo identifikaci proteinil na zakladé
hmotnosti peptidit vzniklych pfi specifické proteolyze studovaného proteinu (Henzel et al.
2003), ale skutecny technologicky zlom pfineslo zpfistupnéni techniky ionizace oznacované
jako MALDI (Matrix assisted laser desroption/ionization, Karas et al. 1987, Tanaka et al.
1987) a ioniza¢ni techniky nazvané elektrosprej (Fenn et al. 1989)!. Rapidni vyvoj a
dostupnost pfistrojového vybaveni umoznily naplnit ambici charakterizovat proteinovy
komplement DNA, ktery zacal byt ozna¢ovan jako proteom (Wilkins et al. 1996), a jehoz

studiem se zabyva specifické védecké odvétvi nazyvané proteomika.
Proteomika vyuziva fadu specifickych termind:

Bottom-up proteomika - oznacuje piistup k analyze proteinu, pfi némz se generuji
proteolytické Stépy, které se dale charakterizuji. Tento piistup nevyzaduje slozitou
instrumentaci, avSak pfichazi o velkou ¢ast informace napf. o posttranslacnich modifikacich

¢i o pfitomnosti smési proteoforem ¢i degradacnich produkta.

Top-down proteomika - pfistup, pfi némz se intaktni protein analyzuje v hmotnostnim

spektrometru typu iontové pasti a teprve pfi této analyze se provadi fragmentace.

Shot-gun proteomika - pouziva se pro takové analyzy, u nichz se komplexni smés proteind
Stépi proteasou, vzniklé peptidy se separuji (obvykle vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii - HPLC) a jejich identita se urcuje hmotnostni spektrometrii. Pfedstavitelem

této rodiny technik je napi. MudPIT (Washburn et al. 2001, Wolters et al. 2001).

Diferencialni proteomika - proteomika zaméfend na zjisStovani rozdili v kvantité a

pfitomnosti proteini.

1 Objev téchto ioniza¢nich technik byl ocenén Nobelovou cenou za chemii, jiz v roce 2002
obdrzeli John Bennett Fenn (1917-2010) a Koichi Tanaka (*1959).
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Metody diferencialni proteomiky

Zakladnim postupem pro diferencialni proteomickou analyzu je provedeni série
dvourozmérnych elektroforéz a nasledné analyzy obrazu vedouci k odstranéni artefaktd,
kterymi jsou jednotlivé gely zatizeny, a nasledné k porovnani rozdila v pfitomnosti, poloze a
intenzité jednotlivych skvrn. Specifickym piistupem je metoda DIGE, pfi niZ se porovndvané
vzorky chemicky nejprve modifikuji kovalentnim navdzanim fluorofort na molekuly
analyzovanych proteinil a nasledné¢ se smisi a separace se provadi se smési. Pouzivané
fluorofory neovliviiuji mobilitu proteind, ale li$i se ve spektralnich vlastnostech. Zastoupeni

konkrétni varianty proteinu ve smési je dano pomérem signald pouzitych fluoroford.

Diferencialni proteomicka analyza se d4 provadét i s tzv. shot-gun ptistupem. Pfi
vhodné pouzité metodice spojeni HPLC a hmotnostni spektrometrie je mozné kvantifikaci
jednotlivych peptidli provadét i bez znaCeni. S ionizaci MALDI takovy postup nejde pouzit a
musi se kvantifikace provadét pomoci vhodného znaceni. Znaceni stabilnimi izotopy je
mozné provadét metabolicky inkorporaci aminokyselin se zastoupenim tézkych izotopii
uhliku a dusiku (SILAC), nebo proteiny ¢i spiSe peptidy modifikovat az nasledné, tedy
postupovat podobn¢ jako u diferencialni gelové elektroforézy DIGE. Prikopnicka prace byla
provadéna se znacenim ICAT, které vyuZzivalo rozdilné sondy, které se lisily zastoupenim
izotopt vodiku 'H a 2D, pozdéji se zacaly pouzivat sondy znadené stabilnim izotopem uhliku
13C (Hansen et al. 2003). Ve vSech téchto jmenovanych ptipadech se riizng znacené varianty
chovaji pfi separacnich krocich obdobné, avsak jsou odlisSeny hmotnostnim spektrometrem a
z intenzity signall Ize dovodit vzajemny pomér slozek. Tyto pfistupy jsou omezeny na dve ¢i
tfi mozné varianty sondy. Ctyfi nebo dokonce osm paralelnich vzorkii je mozno analyzovat
pomoci isobarickych zna¢ek iTRAQ, pfiCemz signaly odlisn€é oznaCenych peptidl
V primarnim hmotnostnim spektru splyvaji a udrzuji tim vysoky odstup signalu od Sumu, a

samotnou kvantitativni informaci davaji az ve spektru fragmentti (Ross et al. 2004).

Metody proteomické analyzy subcelularnich frakci a organel

Analyza subcelularnich komponent obvykle vychazi z frakcionace pomoci
diferencidlni a gradientové centrifugace. Dale typicky nasleduje bud’ dvourozmérna
elektroforéza a identifikace proteini pomoci digesce v gelu a peptidového mapovani ¢i
tandemové hmotnostni spektrometrie, nebo pfistup bez gelu pomoci shot-gun proteomiky:
digesce v roztoku, separace peptidii pomoci HPLC a identifikace (napt pristup MudPIT).
Tematiku blize rozebiraji review Huber et al. (2003), Gatto et al. (2010), Duclos &
Desjardins (2011) ¢i Drissi et al. (2013). Pti vysoké (ptedpokladané) Cistoté lze zvolit
moznost vyhodnotit jedinou Cistou frakci. Prakticky vSak o Cistot¢ frakce neni snadné
rozhodnout bez detailni analyzy ostatnich frakci, napf. je mozné subtrahovat podmnoZinu

proteinti nalezenych pfi analyze frakce s mensim stupném nacisténi studované organely.
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Diferencialni proteomiku s pfistupem shot-gun lze vyuzit k analyze néckolika
subcelularnich frakei s odliSnym zastoupenim rGznych organel, pficemz ziskana data se
podrobi jednak statistickému zpracovani s analyzou principielni komponenty, jednak se
porovnaji s distribuci znamych markerii jednotlivych organel. Princip spocivd v tom, ze
proteiny vazané na konkrétni organelu jsou separovany spole¢né, tudiz je jejich vyskyt
obdobny. Timto zplsobem lze usuzovat na lokalizaci proteint, které dosud nebyly zkoumany
(Dunkley et al. 2004, Dunkley et la. 2006, Sadowski et al. 2006, Trotter et al. 2010,
Nikolovski et al. 2012). Vyhodnoceni subceluldrni lokalizace je mozné provadét pomoci

specializovanych softwarovych néstroji (Gatto et al. 2014).

Piehled aplikaci proteomickych pristupl pro studium

organel parazitickych protist

Excavata

De Jesus et al. (2007) publikovali analyzu solubilnich proteind Trichomonas
vaginalis pomoci dvoudimeznionalni elektroforézy s vyuzitim rozsahu isoelektrické fokusace
s rozmezim pH od 4 do 7. Pomoci peptidového mapovani a tandemové hmotnostni
spektrometrie urcili identitu 116 skvrn, v nichz bylo zastoupeno 67 unikatnich proteint.
Autofti v ¢lanku poukazuji na specifické metabolické drahy lokalizované v hydrogenosomu,

avsak studie identifikovala jen minimum hydrogenosomalnich proteind.

Lauwaet et al. (2011) k proteomické analyze basalnich télisek G. intestinalis vyuzili
frakcionaci bunek ultracentrifugaci v hustotnim gradientu a k analyze vybranych frakci
pouzili metodiku oznaCovanou jako MudPIT (Wolters et al. 2001). Pomoci této metodiky
identifikovali ve tfech nezavislych experimentech celkem 21266 peptidi a 363 proteinti, které
byly zastoupeny alespoii dvéma peptidy. Pouze 38 proteinil z tohoto poctu bylo homolognich
s proteiny lokalizovanymi v bazalnich téliskach Chlamydomonas a Tetrahymena nebo

v lidskych centrosomech.

Hagen et al. (2011) se zaméfili na analyzu proteind ventralniho disku a lateralniho
hiebenu G. intestinalis ziskanych po rozpusténi bunéénych membran detergentem Triton X-
100 a naruSeni mikrotubulll taxolem. U proteint identifikovanych hmotnostni spektrometrii

oveérovali lokalizaci in vivo a nalezli 18 novych proteind asociovanych s diskem.

Zakoucka (2014) se zabyvala optimalizaci techniky pro studium substrati
mitochondridlni procesujici peptidasy (MPP) v hydrogenosomech T. vaginalis. Proteiny
izolované z hydrogenosomalni frakce jsou modifikovany Cinidlem, které maskuje vSechny
primarni aminoskupiny. Nasledn¢ se provede specificka proteolyza napt. trypsinem. Novée
vzniklé aminoskupiny se modifikuji ¢inidlem, které na né€ pfipoji znacku s biotinem, diky niz
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mohou byt ze smési odstranény pomoci afinitni chromatografie. Eluat obsahuje peptidy, které
predstavovaly piivodni N-konce izolovanych peptidi. Pfi analyze hydrogenosomalni frakce

bylo identifikovano 88 proteind.

Wampfler et al. (2014) u G. intestinalis analyzovali periferni vacky (PV) a vacky
specifické pro encystaci (ESV), které se ucastni sekrece materialu pii encystaci. Pro separaci
perifernich vackt pouzili tfidéni pomoci pritokové cytometrie. Pomoci hmotnostni
spektrometrie identifikovali 1059 predpokladanych kontaminant, které nalezli v obou

izolovanych frakcich, a také 72 proteini specifickych pro frakci ESV a 82 pro frakci PV.

Martincova et al. 2015 provedli analyzu mitosomalniho proteomu Giardia
intestinalis, resp. membranovych proteinovych komplext, které ziskali afinitni purifikaci po
in vivo biotinylaci protein a chemickém zesitovani. Vysledkem této prace bylo deset nové

nalezenych mitosomalnich proteint.

Chromalveolata

Kawase et al. (2007) provedli pomoci dvoudimenzionalni elektroforézy analyzu
proteinti sekretovanych Toxoplasma gondii pifi exocytoze zavislé na vapniku vyvolané
arteficielnim ionoforem. Vedle znamych mikronemalnich proteint autoii identifikovali nové

sekretované proteiny dosud znamé u plasmodia.

Di Girolamo et al. (2008) se zabyvali analyzou proteinti obsazenych v membranach
rezistentnich k detergentiim u erytrocytd nakazenych Plasmodium bergheri. Po lyzi krvinek
byly membrany extrahovany detergentem Triton X-100 a separovany ultracentrifugaci
v sacharosovém hustotnim gradientu. Nasledné byly proteiny separovany dvourozmérnou
elektroforézou. Kromé erytrocytarnich proteini byla identifikovana i fada proteintl, jimiz

plasmodium modifikuje membranu erytrocytu.

Lamarque et al. (2008) identifikovali 116 proteini ve frakci obohacené o potravni
vakuoly Plasmodium falciparum. Mezi nalezenymi proteiny byly jiz znamé proteiny potravni
vakuly, ale také proteiny ucastnici se vesikularniho transportu a rovnéz povrchové proteiny.

Autoti identifikovali 32 dosud hypotetickych proteint.

Lal et al. (2009) analyzovali mikronemalni proteiny ookinet Plasmodium berghei.
Material ziskany centrifugaci v sacharosovém hustotnim gradientu analyzovali jednak
pomoci gelové elektroforézy, jejiz pomoci identifikovali abundantni proteiny, jednak pomoci
multidimensionalni technologie identifikace proteintt MudPIT, coz umoznilo identifikaci 345

proteint.

Brotherton et al. (2012) se u Leishmania infantum zaméfili na studium

transmembranovych proteini a proteintt s velikosti vice nez 100 kDa, které vétSinou
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dvoudimenzionalni gelova elektroforéza nepostihne. Vysledkem je identifikace 194 proteint
S alespoi jednou transmembranovou doménou a 171 proteini o velikosti vétsi nez 100 kDa
U promastigotniho stadia a 66 proteind s alespon jednou transmembranovou doménou a 154

ey

proteint o velikosti nad 100 kDa u amastigotniho stadia zijiciho v savcich.

Philipp et al. (2012) pro analyzu membranovych proteinti erytrocyti nakaZzenych
Plasmodium falciparum zvolili dvoudimenzionalni elektroforézu s pouzitim kationickych
detergentti v prvni dimenzi a klasické SDS elektroforézy v druhé dimenzi. Timto zptisobem

ziskali lep$i obrazek o erytrocytarnich i plasmodiovych proteinech.

Ochring et al. (2012) se zabyvali jadernym proteomem P. falciparum. Jadra ziskana
centrifugaci po hypotonické lyzi bunck dale extrahovali pufry o rizné iontové sile a
detergenty. Celkové pomoci shot-gun techniky MudPIT identifikovali 1518 proteint, prace

detailné popisuje jejich zastoupeni v riznych vyvojovych stadiich.

Lindner et al. (2013) se zabyvali analyzou povrchovych proteini sporozoiti
P. falciparum a P. yoelii izolovanych ze slinnych zlaz vektora. Povrchové proteiny
sporozoitli autofi analyzovali na zakladé biotinylace dostupnych funkcnich skupin na
intaktnich sporozoitech. Celkovy proteom byl analyzovan kombinaci SDS-PAGE a LC-MS.
Pro P. falciparum bylo identifikovano 1991 proteint a pro P. yoelii 1876. Mezi povrchovymi
proteiny byly identifikovany takové, které se ucastni funkce glideosomu, bunééné signalizace

a apikalni sekrece.

Lynn et al. 2013 provadéli diferencialni proteomickou analyzu membranovych
proteinti promastigotniho a amastigotniho stadia Leishmania mexicana a L. infantum
ziskanych ultracentrifugaci v hustotnim gradientu. Autofi identifikovali proteiny, jejichz

zastoupeni se vyrazné li§i v zavislosti na zivotnim stadiu.

Santarém et al. 2013 a Braga et al. 2015 vyuzili proteomicky piistup ke zmapovani
tzv. exoproteomu, tedy exkretovanych proteinti, u Leishmania infantum. Braga et al. 2015 ze

supernatantu po Sestihodinové kultivaci izolovali proteiny a identifikovali 102 proteind.

Jamdhade et al. 2015 analyzovali glykosomalni frakci ziskanou z promastigotl
Leishmania donovani a identifikovali 1355 proteini, z nichz 566 piedstavuje hypotetické

proteiny bez znamé funkce.

Membranové proteiny Leishmania donovani ziskané karbonatovou extrakci
analyzovali Kumar et al. 2015. Pomoci dvourozmérné elektroforézy se podarilo rozdélit 95

stop, z nichz se 72 podafilo identifikovat hmotnostni spektrometrii.
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Sudrez-Cortes et al. (2016) studovali proteom osmiofilnich telisek gametocytl
P. falciparum na zakladé subtrakce dat ziskanych analyzou bunééné linie, ktera v dusledku
mutace neni schopna osmiofilni téliska viibec vytvofit, v porovnani s normalni bunécnou

linii. U ¢tyt identifikovanych kandidatt byla ovétena lokalizace v osmiofilnich téliscich.

Amoebozoa

Leitsch et al. 2006 na gelech z dvourozmérné elektroforézy porovnali proteom
Entamoeba histolitica a E. dispar s cilem vyhledat faktory zptsobujici zasadni rozdil
V patogenicité. Srovnanim geld ukézali, Ze rozdil v proteinovém profilu je enormni a

podporuje klasifikaci studovanych organismi jako oddélenych biologickych druht.

Mi-ichi et al. (2009) izolovali z E. histolytica frakci bohatou na mitosomy pomoci
centrifugace v diskontinudlnim gradientu. Naslednd analyza pomoci hmotnostni

spektrometrie identifikovala 95 proteini s potencialni lokalizaci v mitosomu.

Biller et al. (2014) se zaméfili na studium povrchovych proteint E. histolytica pomoci
biotinylace. Proteiny izolované afinitni chromatografii byly rozdéleny SDS-PAGE a po
digesci v gelu byly ziskané peptidy analyzovany LC-MS. Autofi identifikovali 693
potencidlnich povrchovych protein, z nichz vice nez cCtvrtina méla predikovanou

transmembranovou doménu ¢i jiny signal.

Perdomo et al. 2015 uvadi poznatky z analyzy membranovych komponent E.
histolitica. 1 pfes prezicni postup se nepodafilo pomoci manitolového a sacharosového
gradientu subcelularni komponenty rozdélit na vice nez tii frakce a ziskat Cisté frakce
organel. Analyzou endomembranové frakce dosahli identifikace 1531 proteind, vcetné

stanoveni kvantity.
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Diskuse

Nase publikované clanky predstavuji vybér z uspéSnych experimenti a
dokoncenych studii. V §irSim rozsahu byly provadény experimenty nejen na organismech
T.vaginalis, G. intestinalis, které jsou prezentovany v publikacich, ale také na dalSich
organismech: Mastigamoeba balamuthi ve spolupraci s Evou Nyvltovou (nepublikovana
data), Cryptosporidium parvum ve spolupraci s laboratofi Dr. Putignani, Rim (data
publikovana v databazi CryptoDB, http://cryptodb.org/cryptodb/), Trachipleistophora

hominis ve spolupraci s laboratofi prof. Embley, Newcastle (nepublikovana data).

Vychodiskem pro proteomické analyzy mitosomu G. intestinalis byla metodika
ptipravy subcelularnich frakci obohacenych o mitosomy vypracovana Dr. Petrem Radou
(Rada 2011). Pfi prvotnich analyzach frakce povazované na zakladé western blottu i snimku
z transmisni elektronové mikroskopie za vysoce Cistou, byla vysledkem analyzy identifikace
nékolika stovek proteind, s vysokym zastoupenim proteint, u kterych je znama funkce
i lokalizace (napf. rGzné varianty Giardinu). Nadéje vzbuzovaly stovky proteind, u kterych
v dané dob¢ nebyla znama funkce a byly v GiardiaDB anotovany jako unknown protein. Pti
bliz§im pohledu na data bylo ziejmé, Ze se v nich sice mohou vyskytovat zcela nezndmé
mitosomalni proteiny, ale jejich ovéfovani by nebylo technicky mozné vzhledem k velkému
poctu potencidlnich kandidatt. Problematiku chybnych identifikaci shrnuje review Drissi et
al. 2013. Pro nalezeni alternativni cesty byla inspiraci prace Gilchrist et al. 2006 prezentovana
na konferenci HUPO 2007 v Soulu. S ohledem na dostupné technické moznosti nemohla byt
zvolena metoda pocitani peptidl, ktera neni vhodna pro platformu MALDI-TOF/TOF. Pro
dostupné technické vybaveni byla vhodna varianta kvantifikace zalozend na znaceni
peptidovych frakci, pfi¢emz byla zvolena varianta znaceni peptidli reagenciemi iTRAQ po
Stépeni proteint ziskanych z diferencialni a gradientové ultracentrifugace a nasledné vyuziti
isoelektrické fokusace v gelu s imobilizovanym gradientem pH a nasledn¢ LC-MALDI-
TOF/TOF. Obdobny postup byl pouzit v pracich Dunkley et al. 2004, Dunkley et al. 2006,
Sadowski et al. 2006, Tan et al. 2009 a je oznacovan jako LOPIT.

V nasem experimentu Slo pouze o analyzu mitosomt, proto bylo vhodné pouzit
pouze dvé frakce s nejvétSim signilem mitosomalniho markeru podle western blottu.
Doplnéni dalsi frakce by vedlo ke zfedéni mitosomalnich proteind a zvyseni poctu riiznych
kontaminant. Za pouziti pouhych dvou frakci odpada statisticka analyza principalni
komponenty a situace se zjednoduSuje na srovnani rozdélovacich koeficientd zjisténych pro
jednotlivé proteiny. Obrazek ¢. 1 znazoriiuje definici rozdélovaciho koeficientu v tomto
experimentu a demonstruje, Ze proteiny vyskytujici se v ramci kompartmentu (ktery zlstane

v pribéhu separace zachovan), budou mit podobnou hodnotu rozdélovaciho koeficientu.
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Samotna podobnost rozd€lovaciho koeficientu vSak neni dikazem kolokalizace, a to ani

Vv ptipadé, ze je podobny koeficient zjistén nezavislym métenim.
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Obr. 1 Znazornéni distribuce proteint asociovanych se zkoumanou organelou a proteind nezavislych na

organele.
Obréazek ¢. 2 ukazuje distribuci rozdélovacich koeficientil proteinti identifikovanych

ve frakcich bohatych na mitosomy v ramci jednoho proteomického experimentu. Je z néj

dobfe patrno, Ze souvisejici proteiny maji v ramci experimentalni chyby velmi podobnou

distribuci ve frakcich.
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Obr. 2 Distribuce rozdélovacich koeficientt proteint identifikovanych ve frakcich bohatych na mitosomy.

Modfe - jednotlivé proteiny, €ervené - znamé mitosomalni proteiny, zelené - ohrani€eni arbitrarniho

rozsahu koeficientll kandidatnich proteinl. Pfevzato z Jedelsky et al. (2011).
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Do analyzy jsme tedy zahrnuli pouze dvé frakce s nejvy$Sim obohacenim o
mitosomy, vybrané na zakladé western blottingu s protilatkou proti znamému mitosomalnimu
markeru IscU. Pro relativni kvantifikaci proteinii jsme pouzili metodu znaceni peptidd
pomoci isobarickych znacek iTRAQ, které byly jedinou vhodnou variantou vzhledem
k dostupné instrumentaci pro hmotnostni spektrometrii. Aplikaci postupu obdobného technice
LOPIT na mitosomalni frakce se podafilo identifikovat 638 proteinil, mezi nimi jsme nalezli
znamé mitosomalni markery (Cpn60, Hsp70, Ferredoxin, IscU, IscS aGrx5) a od jejich
relativniho zastoupeni jsme odvodili interval, ve kterém je smysluplné detailné studovat
proteiny pro dalsi bioinformatické analyzy celkové v poctu 139. Mitosomalni lokalizace byla
prokazéna pomoci fluorescenéni mikroskopie u 20 proteini ze 44 vytipovanych kandidatt
(Jedelsky et al. 2011). Detailni diskuse biologické relevance je obsazena v pracich Rada
(2011) a Pyrih (2014).

Tradi¢ni uspotadani dvourozmérné elektroforézy se ukazalo byt nevhodnym pro
analyzu hydrogenosomalnich proteind. Obecné dvourozmérna -elektroforéza selhdva u
proteind s vysokym pl a u proteinil hydrofobnich. U hydrogenosomil navic situaci komplikuje
znacny rozdil v koncentraci jednotlivych proteinti. Pfi analyze pak vétSina signalti pochazi od
majoritnich proteind, dokonce ani omezeni vybéru zndmych pievladajicich peptidd pro
tandemova hmotnostni spektra nepfinesla vyieseni problému, nebot’ silny signal pochazi i od
ruznych degradacnich produktti a modifikaci téchto peptidd. Pfi experimentech zaméfenych
na membranové transportni proteiny byla proto zvolena mozZnost extrahovat hydrofobni
proteiny extrakci a fazovou separaci pomoci detergentu Triton X-114. Takto ziskana frakce
dale byla separovana SDS-PAGE a pfipravena pro LC-MALDI. Vysledny set
identifikovanych proteinti byl dale podroben rozsahlé bioinformatické analyze zaméfené na
identifikaci transmembranovych domén. 68 potencialnich membranovych proteinti bylo takto
identifikovano (Rada et al. 2011). Biologickou relevanci téchto vysledkid dale diskutuje Rada
(2011).

Zavedené protokoly pro kultivaci trichomonad za podminek s nedostatkem zeleza
pouzité v transkriptomické analyze (Horvathova et al. 2012) spole¢né s protokoly pro
pfipravu hydrogenosomii (Rada et al. 2011) byly pouzity pro ptipravu vychozich
subcelularnich frakei bohatych na hydrogenosomy. Peptidy ziskané specifickou proteolyzou
byly oznaeny reagenciemi iTRAQ a po separaci isoelektrickou fokusaci a HPLC byly
podrobeny hmotnostné-spektrometrické analyze. Vzorky z péti nezavislych biologickych
experimentd poskytly vice nez 64 tis. fragmentacnich spekter. Celkem bylo identifikovano
631 proteinli. Spektra piifazena vice proteinim nebyla zahrnuta do kvantifikace. Relativni
kvantita proteinti byla vypocitana z fragmentacnich spekter. Primérna hodnota pro kazdy

protein byla vypocitana ze vSech dostupnych iTRAQ part. Proteiny s primérnou hodnotou

23



alespon £2.0 byly povazovany za ovlivnéné dostupnosti Zeleza. Kvantifikace byla provedena
pro 179 proteind, z nichz 58 bylo vyznamné ovlivnéno dostupnosti Zeleza. Podminky
s omezenou dostupnosti Zeleza vedly k relativnimu narGstu zastoupeni u proteini
souvisejicich s tvorbou zelezo-sirnych center a naopak k poklesu u proteinti ti€astnicich se
metabolismu sacharidi (Campo Beltran et al. 2013). Biologickou relevanci téchto zjisténi
dale diskutuje Horvathova (2012).

Diferencialni proteomika hydrogenosomalnich proteint byla dale Gispé$né aplikovana
v piipad¢ studia zmén proteomu v reakci na selekci metronidazolem pii ustanoveni ¢astecné
rezistence. U fady proteini bylo zjisténo zvySeni jejich zastoupeni u linie rezistentni
K metronidazolu vice nez dvacetinasobné, napiiklad u proteini anotovanych jako
hydroxylamin reduktasa TVAG 336320 a TVAG 206500 (Campo Beltran et al.,
nepublikované vysledky).

Pro studium proteint,, které jsou po vstupu do hydrogenosomii modifikovany
mitochondrialni procesujici peptidasou, jsem navrhl postup, ktery je obdobou metodiky
navrhované McDonald et al. (2005) pro bottom-up proteomiku pro zjednoduseni
komplexnich smési. V tomto ptipad¢ jde o pouziti specifickych chemickych modifikaci a
shot-gun proteomiky k odliSeni proteini vstupujicich do hydrogenosomu od proteini
asociovanych zevng¢, ¢i jen kopurifikujicich. Metodika byla pilotné ovéfena na malém vzorku
a nasledn¢ optimalizovana. Zakoucka (2014) v ramci své diplomové prace pii analyze
hydrogenosomalni frakce identifikovala N-terminalni peptidy pochazejici z 88 proteintl. Sice
u valné vétSiny N-terminalni peptid nese pouze znamku odstépeni pocatecniho methioninu (a
ostatné¢ se i s ohledlem na zndmou funkci zjevné jedna o proteiny s hydrogenosomy
nesouvisejici), ale u fady z nalezenych proteinti se jedna o skute¢né hydrogenosomalni
proteiny a zjiSténa sekvence odpovida publikovanym datim. Napf. adenylat kinasa UniProt
P49983 s peptidem odpovidajicim pozici 10-16 podle otevieného Cteciho ramce je v souladu
s publikaci Léange et al. (1994). Sukcinyl-CoA ligasa UniProt P53400 s nalezenym peptidem
na pozici 10-22 je v souladu se zjisténim Lahti et al. (1994). Mezi identifikovanymi proteiny
vSak chybéji abundantni metabolické enzymy. Plvodni pilotni experiment (Jedelsky,
nepublikovana data) prokéazal, ze dekarboxylujici malat dehydrogenasa TVAG 238830 ma
propeptid o délce 12 aminokyselin, ktery je odstépen. Tento vysledek je v souladu s praci
Drmota et al. (1996) a byl zjistén na zakladé analyzy peptidu, ktery vznikl $tépenim
proteasou Asp-N, tedy takovou, ktera specificky $té€pi na N-konci aspartatu. Zakoucka (2014)
tento a dal$i peptidy nedetegovala z divodu proteolyzy trypsinem, ktery neposkytuje vhodné
fragmenty pro méfeni z divodu vysokého zastoupeni bazickych aminokyselin

v hydrogenosomalnich proteinech.
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Cile vlastni prace

Cilem prace bylo adaptovat techniky pro studium subceluldrnich frakci protist
e analyzovat proteom mitosomu G. intestinalis
e analyzovat proteom hydrogenosomalnich membran T. vaginalis

e analyzovat zmény hydrogenosomalniho proteomu T. vaginalis vyvolané externimi

podminkami
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Zaver

Giardia intestinalis ma minimalisticky genom a mitosomy pozbyly funkci, které jsou
typické pro mitochondrii. Postupem zaloZzenym na relativni kvantifikaci proteint ve frakcich
ziskanych gradientovovou ultracentrifugaci se podafilo identifikovat proteiny s potencialni
mitosomalni lokalizaci. Aplikace tohoto pfistupu usnadnila selekci vhodnych kandidatt pro

detailni ovéfovani lokalizace dil¢ich kandidata

V  proteomu hydrogenosomi Trichomonas vaginalis pfevazuje nékolik
metabolickych enzymi, které poCtem kopii o nékolik ¥adi prevysuji ostatni proteiny. Tuto
limitaci se pro ucely analyzy malo abundantnich membranovych proteind podafilo eliminovat
vyuzitim fazové separace pomoci Tritonu X-144. Pro analyzu hydrofobnich proteind byl
zaveden postup, ktery minimalizuje ztraty pii elektroforetické separaci tim, Ze misto
isoelektrické fokusace pouziva kombinaci SDS-PAGE, proteolyzy separovanych proteinil a

kapalinové chromatografie.

Pro diferencialni analyzu hydrogenosomalnich proteinti byl zaveden postup zaloZeny
na znaceni peptidi pomoci izobarickych zna¢ek iTRAQ. Metoda byla pouzita pro analyzu
vlivu dostupnosti Zeleza na proteom hydrogenosomu a vlivu ustanoveni rezistence

k metronidazolu na slozeni hydrogenosomalniho proteomu.

Pro analyzu hydrogenosomalnich proteini modifikovanych mitochondrialni
procesujici peptidasou byl navrzen a ovéfen postup umoziujici shot-gun proteomickou

analyzu zaméfenou na peptidy vzniklé po odstépeni propeptidu.
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