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1. Literarni prehled

1.1 Kinetoplastida

Jednobunécna eukaryota fadu Kinetoplastida vyuzivaji velmi Siroké rozpéti riznych
zivotnich strategii. Najdeme zde parazity obratlovcii, bezobratlych, prvoki i rostlin, ale také
volné Zijici druhy (Simpson a kol., 2002; Campbell a kol., 2003). Zastupce kinetoplastid
mizeme rozdélit na volné Zzijici nebo parazitickdi Bodonina se dvéma bic¢iky a vyhradné
parazitickd Trypanosomatina (= Celed’ Trypanosomatidae) s jednim bi¢ikem (Callahan a kol.,
2002). Organismy spadajici do druhé skupiny se jesté¢ dale rozliSuji podle svého zivotniho
cyklu. Monogenetické druhy (Crithidia, Herpetomonas, Blastocrithidia, Rhynchoidomonas,
Wallaceina, Leptomonas) parazituji pouze na jednom hostiteli, zatimco digenetické druhy
(Trypanosoma, Leishmania, Phytomonas, Endotrypanum) stiidaji dva hostitele. VétSinou je to
obratlovec (savci, ptaci, plazi) a hmyzi prenaSe¢ (Podlipaev, 2000). Paraziti béhem zivota
prochazeji slozitymi zivotnimi cykly v odliSnych prostiedich, kdy vyrazné méni stavbu své
bunky i zpiisob ziskdvani energie.

V buiice kinetoplastid najdeme vSechny organely charakteristické pro eukaryotické
organismy, nicmén¢ nékteré z nich jsou znacné atypické. Alesponn béhem casti zivota maji
jeden nebo dva biciky. Mitochondrie je pouze jedna, jeji vnitini struktura se béhem zivotniho
cyklu mize ménit, Casto se zjednodusuje uspotfadani vnitinich krist (v zavislosti na daném
druhu) (Matthews, 2005). Jeji DNA je kondenzovana do téliska zvaného kinetoplast. Odtud
pochazi i nazev pro cely fad. Kinetoplastovd DNA je usporadana do sité sestavajici se z
nékolika maxikrouzki propojenych s tisici minikrouzky. Vétsi krouzky koéduji beézné
mitochondrialni geny (Maslov a kol., 1999; Campbell a kol., 2003). V nich se velmi casto
nachdzeji chyby, které jsou opraveny béhem procesu nazyvaném RNA editing, pii némz
dochazi k inzerci ¢i deleci uridinovych bazi. V tomto procesu slouzi jako templat tzv. guide
RNA, kodovana na minikrouzcich (Campbell a kol., 2003). Rozsah tprav mRNA se méni
behem Zzivotniho cyklu parazita, zavisi na konkrétnim stddiu a s nim souvisejicim typem
metabolismu (Matthews, 2005).

Jaderny genom je ve srovnani s ostatnimi eukaryoty vyjimecné usporny. Typicka je
vysokd hustota genli, mohou se ptekryvat a neobsahuji témei zadné introny (Simpson a kol.,
2002). Neobvykla DNA je také transkribovana velmi neobvyklym zptsobem. Vznikaji z ni
dlouhé tseky multicistronické pre-mRNA, které jsou dale upravovany v procesu trans-

splicingu na kone¢nou mRNA (Liniger a kol., 2001). Dochazi ke spojovani dvou raznych



exond transkribovanych ze dvou riznych chromozomi, prvni usek je splice leader sekvence,
kterd je pfipojena k 5’-konci kazdé nové syntetizované mRNA (Campbell a kol., 2003;
Landfear, 2003). Spolecné s ptipojovanim 7-methylguanosinu a polyadenylového useku na
pre-mRNA se jednd o zplsob posttranskripéni genové regulace (Donelson a kol., 1999).
Mnozstvi proteinii v buiice pfi polycistronni transkripci pfiblizné¢ odpovidda poctu kopii
daného genu (Campbell a kol.,, 2003). Na rozdil od bakteridlnich operonti, zde neni
pravdépodobné, ze by kdédovaly funkéné pribuzné proteiny (Campbell a kol., 2003).

Dalsi zajimavosti kinetoplastid je prostorové rozmisténi metabolickych drah v buiice,
pfedev§sim diky organeldm zvanym glykozoémy, vzniklym pravdépodobné z peroxizomi.
V jejich lumen probiha glykolyza (kromé poslednich tfi reakci, jez jsou lokalizovany
v cytoplazmé (Tielens a Van Hellemond, 1998; Lamour a kol., 2005)), glukoneogeneze, u
druhii Leishmania a Phytomonas i f—oxidace mastnych kyselin (Hannaert a kol., 2003) a jesté
nékteré dalsi biosyntetické drahy nebo jejich casti. Hlavni vyhodu, kterou glykozomy
pfinaseji, predstavuje prostorové rozdeleni buriky. Jejich membréna je pro vétsinu metabolitd,
metabolickych meziproduktl i pro energetické molekuly ATP a NAD(P)H nepropustna.
Pomér ATP/ADP i NADH/NAD" je uvniti organely odligny od cytoplazmatického, takZe zde
probihajici metabolické drahy jsou ¢asteéné nezavislé na ostatnich (Tielens a Van Hellemond,
1998; Hannaert a kol., 2003). Diky tomu, ze tyto organely obsahuji charakteristické¢ enzymy,
jejichz slozeni mohou velmi rychle a snadno obménovat (Hannaert a kol., 2003), umoznuji
organismim vysokou metabolickou flexibilitu. Michels a kol. (2000) pomoci pocitatovych
modelil testovali, jakou vyhodu glykozomy pfinaseji. Ukdzali, Zze umoZziuji organismu
vyrovnat se s akumulaci glukézy (a osmotickym tlakem, ktery zpisobuje) a také prezit

dlouhodobé;jsi hladovéni, coz je pro parazity bezpochyby velmi vyhodné.



1.2 Trypanosomatidae

Pro trypanosomatida je charakteristickd pfitomnost menSiho kinetoplastu a pouze
jednoho biciku ukotveného v bicikové kapse (Callahan a kol., 2002). Ten muize byt také
spojeny s bunikou po celé délce, a pak vznika undulujici membrana. Nékteti z téchto paraziti
prochézeji slozitymi zivotnimi cykly, kdy napadaji krevsajici hmyz a nasledné obratlovce
(Trypanosoma, Leishmania), ptipadné rostliny (Phytomonas). Zastupci dalSich rodt parazituji
pouze na hmyzu (Podlipaev, 2000). Komplikované Zivotni strategie s sebou piindseji vyrazné
zmény prostiedi, buniky proto vyuzivaji rizné mechanismy ptfizptisobeni se k nim. Jednim z
nich je stfidani rtznych morfologickych stadii (amastigot, trypomastigot, promastigot,
epimastigot, opistomastigot, choanomastigot), rozliSovanych od sebe podle vzajemné pozice
jadra a kinetoplastu a délky undulujici membrany (Matthews, 2005). Dalsi adaptaci je
pritomnost acidokalcizomt (Docampo a Moreno, 2001). Jednd se o membranové organely
charakteristické kyselym vnitinim prostiedim. Obsahuji vysoké koncentrace fosfatli a na né
vazané kovové kationty: Ca®’, Mg®", Na', Zn®". Funkce acidokalcizomti spociva
pravdépodobné¢ v ukladani energie a kationtd a vkone¢ném dusledku iv odolédvani
environmentalnimu stresu (Michels a kol., 2000; Docampo a Moreno, 2001).

Ptestoze jsou v mitochondrii vzdy pfitomné alespon nékteré komplexy dychaciho
fetézce, vétSinu energie ziskavaji trypanosomatida pravdépodobné substratovou fosforylaci
(acrobni fermentaci) (Tielens a Van Hellemond, 1998; Lamour a kol., 2005; Lukes$ a kol.,
2005). Jako hlavni zdroj energie slouzi glukéza, ale paraziti béhem zivotniho cyklu
prizptsobuji svij energeticky metabolismus dostupnosti substratu a néktera hmyzi stadia
mohou vyuzivat také urcité aminokyseliny napt. prolin (Tielens a Van Hellemond, 1998;
Lamour a kol., 2005). Glykolyza funguje vzdy, n¢kolik prvnich reakci probihd zpravidla
v glykozémech (Tielens a Van Hellemond, 1998). U ostatnich eukaryot se vyskytuje jev
zvany Pasteurtuv efekt, kdy je glykolyza inhibovana kyslikem. Tento mechanismus je velmi
vyhodny, protoze pfi aerobnich podminkdch je efektivnéjSi metabolismus, ktery vyuziva i
dychaci fetézec (Cazzulo, 1992). Pro parazity Zijici v prostfedi bohatém na glukézu takova
regulace ocividné neni nutnd. Vznikajici pyruvat je casto, ale ne vzdy dale odbouravan
v dychacim fetézci v mitochondrii (Tielens a Van Hellemond, 1998). V prvni casti elektron-
transportniho fetézce jsou zapojeny membranové enzymy (glycerol-3-fosfat-dehydrogenaza
(G3PDH), komplexy I a II), aby ptenasely elektrony na ubichinon/ubichinol. Odtud jsou
precerpany pies komplexy III a IV na kyslik (Tielens a Van Hellemond, 1998). Nékteti



zastupci trypanosomatid maji k tomuto klasickému dychacimu fetézci navic jesté dal$i dva
enzymy: trypanozomovou alternativni oxidazu (TAO) (Fang a Beattie, 2003) a NADH-
dehydrogenazu typu II (NDH2) (Fang a Beattie, 2002). TAO je ubichinolova oxidéaza, jez
neni spojena s oxidativni fosforylaci a jejimz kone¢nym produktem je voda (Chaudhuri a kol.,
1998). Je rezistentni vi€i kyanidu, ale senzitivni k salicylhydroxamové kyseliné (SHAM)

(Chaudhuri a kol., 1998).

1.3 Trypanosoma brucei

wewr

zpusobuje onemocnéni dobytka v subsaharské Africe zvané nagana. Jeji poddruhy T. b.
gambiense a T. b. rhodensiense vyvolavaji spavou nemoc u ¢lovéka. Mezi sav¢imi hostiteli
jsou tyto trypanozomy pifenaseny mouchou tse-tse (Glossina sp.) (Matthews, 2005). Hlavni
pti¢inou zavaznosti nemoci a problému pii hledani vhodné metody 1éCby je antigenni variace
— periodické ptfepinani exprese mezi geny kodujicimi rizné povrchové proteiny (Matthews,
2005). To umoznuje parazitovi opakované unikat imunitnimu systému savciho hostitele.

Béhem zivotniho cyklu se jednotlivd stadia trypanozom lisi rozdilnou morfologii,
slozenim povrchovych proteint i energetickym metabolismem. Krevni forma (trypomastigot)
ma protahlou ,,slender” bunku, déli se a se stoupajici koncentraci bunck v hostiteli se
preménuje na ,,stumpy®, ktera je pripravend na dal$i zmény. Po vstupu do mouchy prochézi
procyklicka forma aktivnim délenim ve stfevé a diferenciaci v dalSich ¢astech traviciho traktu.
Nakonec migruje az do slinnych Zlaz, kde se znovu déli. Takzvani epimastigoti jsou svymi
biciky pfichyceni kepitelu slinnych zlaz, dokud se nepfeméni na metacyklické
trypomastigoty a neuvolni se, aby mohli infikovat savce. Cely cyklus trva 3 — 5 tydna
(Vickerman a kol., 1988; Matthews, 2005).

Krevni forma obsahuje vyrazné redukovanou mitochondrii bez fungujiciho Krebsova
cyklu, pro piijem energie je tedy zavisla ¢isté na glykolyze (Tielens a Van Hellemond, 1998;
Michels a kol., 2000). Glukéza je uvniti glykozomu odbouravéana na 3-fosfoglycerat, ktery se
v cytosolu déale degraduje na kone¢ny produkt pyruvat (Tielens a Van Hellemond, 1998).
Redoxni potencidl je v glykozomech udrzovan v rovnovaze pomoci glycerol-3-fosfatového
vyméniku a alternativni oxidazy pifitomnych v mitochondridlni membrané (Tielens a Van

Hellemond, 1998).



Z enzymu dychaciho fetézce je u krevni formy pfitomna pouze glycerol-3-fosfat
dehydrogendza (G3PDH), SHAM-senzitivni trypanozomova alternativni oxidaza (TAO),
NADH dehydrogenaza typu I (NDH2) a ATP-syntdza (Tielens a Van Hellemond, 1998;
Besteiro a kol., 2005). G3PDH pfenasi elektrony do ubichinon/ubichinolové zdsobarny a
redukovany ubichinol je dale donorem elektroni pro TAO (Tielens a Van Hellemond, 1998).
Vyluéna pritomnost této oxidazy v parazitovi oproti saveim zni déld vyznamny cil pro
chemoterapii. V takto zjednoduseném dychacim fetézci nevznika zadné ATP. Komplex V,
ATP-syntaza v buiikach sice pfitomnd je, ale plni pfesné opacnou funkci nez u vétSiny
organismil. Vytvari membranovy potencial na mitochondrialni membrané za spotieby ATP
(Schnaufer a kol., 2005; Brown a kol., 2006).

U hmyzi formy se sice nachazi kompletni dychaci fetézec, pfesto ale zlstdva
substratova fosforylace hlavnim zdrojem ATP (Bochud-Alleman a Schneider, 2002; Lukes a
kol., 2005). Jedna se zfejm¢ o adaptaci na hypoxické podminky panujici v travici soustave
hmyzu. Na kysliku nezavisla substratova fosforylace probiha v mitochondrii dvéma moznymi
zpusoby. Prvni zprostfedkovava sukcinyl-CoA syntdza v citratovém cyklu, kdy vznika
sukcinat a ATP, ne GTP jako u vétSiny organismii (Bochud-Alleman a Schneider, 2002;
Lamour a kol.,, 2005). Druhou moZznost vytvaii acetat:sukcinat CoA transferdza (ASCT
cyklus) produkujici acetat (Bochud-Alleman a Schneider, 2002). Pokud nefunguje jenom
citratovy cyklus, nebo jenom ASCT cyklus, bunky se dial mnozi. Nicméné po preruseni obou
dvou metabolickych cest se rust zastavi (Bochud-Alleman a Schneider, 2002). Pyruvat
vznikly glykolyzou vstupuje dale do ASCT cyklu nebo do citratového cyklu a odpadnimi
latkami jsou potom acetét a oxid uhli€ity (Tielens a Van Hellemond, 1998; Bochud-Alleman a
Schneider, 2002). Lamour a kol. (2005) povazuji za esencialni mista produkce ATP navic
jeste fosfoglycerat kindzu a pyruvat kinazu v cytosolu. Krebstv cyklus tedy neni pro pieziti
organismu nezbytny, ackoliv v mitochondrii funguje (Tielens a Van Hellemond 1998;
Lamour a kol., 2005).

Vyhradné oxidativni fosforylace je vyuzita pro produkci ATP az pii nedostatku
glukozy (Lamour a kol., 2005). Zatimco krevni forma je zdvisla na tomto sacharidu jako
hlavnim zdroji energie, procyklici uméji vyuzit také prolin a méné threonin (Lamour a kol.,
2005). Glukéza zistava preferovanym zdrojem uhliku, negativné reguluje prolinovy
metabolismus (Lamour a kol., 2005). S velkou pravdépodobnosti se jedna o dalsi adaptaci na
prostiedi hmyziho stfeva, kde se koncentrace cukri vyrazné méni v zavislosti na mnozstvi

nasaté krve, zatimco prolin je pomérné stabilnim zdrojem (Lamour a kol., 2005). Tato



aminokyselina podporuje substratovou fosforylaci v citratovém cyklu, a tim padem 1
oxidativni fosforylaci (Lamour a kol., 2005).

Stadium procykliki neobsahuje pouze alternativni oxiddzovy systém, ale 1 klasicky,
kyanid-senzitivni dychaci fetézec s cytochromy (Tielens a Van Hellemond, 1998; Besteiro a
kol., 2005; Opperdoes a Michels, 2008). V dychacim fetézci jsou tedy ptitomné dveé
termindlni oxidazy: TAO (jejiz exprese je ale vyrazné potlacena) a ke kyanidu senzitivni
cytochrom c-oxidaza (komplex IV) (Tielens a Van Hellemond, 1998; Chaudhuri a kol., 2005).
Na ubichinonu je ptenos elektronti rozvétven, mohou odtud téct bud ptes klasickou, na
cytochromu zévislou cestu, nebo pies TAO (Chaudhuri a kol., 1998). Pfitomnost komplexu I
(NADH-dehydrogendza) byla dlouhou dobu nejasna. Dikaz citlivosti k rotenonu a piercidinu,
inhibitorim komplexu I, nasvédcuje faktu, ze NADH-dehydrogenaza u procykliki pfitomna
je, jen jeji podjednotkové sloZeni se 1iSi od sav€iho typu (Opperdoes a Michels, 2008).
Experimentalni zablokovani ATP-syntdzy pfivodilo pouze nepatrny dopad na rist bunck a
nijak neovlivnilo produkci ATP v médiu bohatém na glukézu (na rozdil od jiz zminované
substratové fosforylace) (Lamour a kol., 2005).

Takto vyznamné biochemické zmény mezi jednotlivymi stadii jsou spojeny se
zménami i na bunééné trovni. V krevni form¢ mitochondrie postrada kristy a je zablokovana.
Po preméné na procykliky expanduje vnitini membrana do rozvétvené sité s diskoidalnimi
kristami, objevuje se citratovy cyklus a cytochromovy fetézec, coz se projevuje citlivosti ke
kyanidu (Vickerman a kol., 1988). Krevni trypomastigoti mohou pfijimat specifické proteiny
z krevni plazmy endocytozou do bicikaté kapsy (Vickerman a kol., 1988). Exprese genovych
sad pro proménlivé povrchové glykoproteiny (VSG) umoziiuje krevnim trypanozomam
antigenni proménlivost, pti vstupu do mouchy obé tyto schopnosti ztraceji (Vickerman a kol.,
1988), VSG se vyméni za procyklin (Matthews, 2005). Pifechod mezi energetickym
metabolismem z krevni, zavislé na gykolyze, na procyklickou formou nastava jiz v savéim
hostiteli. Tyto trypanozomy jsou tedy preadaptovany na zivot uvniti hmyziho vektoru s
predpokladem, ze je nasaje s krvi (Tielens a Van Hellemond, 1998).

Kinetoplastové geny z maxikrouzki jsou transkribovany béhem vsech zivotnich stadii,
ale vyrazné€ se liSi mnozstvi jejich transkriptl (Vickerman a kol., 1988). Editovani RNA je
regulovano v zavislosti na vyvojovém stadiu, napiiklad mRNA pro podjednotku II cytochrom

c-oxidazy je editovana do spravného ¢teciho ramce jen v procyklicich (Matthews, 2005).



1.4 Leishmania tarentolae

Leishmania je paraziticky rod zahrnujici fadu druhd rozsifenych v tropickych
oblastech témeét celého svéta a znamy predevSim v souvislosti s nemoci leishmanidzou. Pod
toto oznaceni spadé Sirokd Skala onemocnéni od infekei bez zjevnych projevi, ptes kozni az
po vazné viscerdlni a smrtelné choroby jako je naptiklad nemoc kala-azar (Vannier-Santos a
kol., 2002). Forma infekce je urcena predev§im druhem parazita, ale prubéh a symptomy
ovlivituje také vrozend i ziskand imunita hostitele (Ivens a kol., 2005). Kromé clovéka
napadaji leishmanie celou fadu sav€ich hostiteli a jsou zndmi i parazité plazii (Vannier-
Santos a kol., 2002). PfenaSeny jsou komary ze skupiny Phlebotominae, ve Starém Svété
rodem Phlebotomus a v Novém Lutzomyia (Podlipaev, 2000). Ziji v jejich travici soustavé
jako extracelularni paraziti ve formé takzvanych promastigotti, ktefi maji protahlé bunky
pohybujici se pomoci bic¢iku. Stavaji se infekénimi za 7 — 8 dni, béhem kterych prodélavaji
diferenciaci a preménu v travicim traktu hmyzu (morfologické zmény, biochemické
modifikace, aktivita molekul bunééného povrchu) a postupné migruji do slinnych zlaz
(Vannier-Santos a kol., 2002).

Nékaza zacina, kdyz na obratlovci hmyzi vektor saje krev a infikuje jej promastigoty.
Slozky ze slin nebo slinnych zlaz prenasece podporuji uspésnost infekce (inhibice imunitni
odpovédi v misté inokulace parazita) (Vannier-Santos a kol., 2002). Builky prochazeji
slozitymi morfologickymi a biochemickymi zménami, jejichz vysledkem je amastigot,
bezbicikaté nepohyblivé stadium. To je fagocytdézou pohlceno do makrofagl, do takzvané
parazitoforni vakuoly. Zde panuji velmi specifické podminky, pfedevsim pH se pohybuje
v hodnotach kolem 5. K takovému Zivotu ma parazit ¢etnd pfizptisobeni: membranova H'-
ATP-syntdza udrzuje cytoplazmu leishmanie neutrdlni, membranové transportéry a
mimobunécéné enzymy (nukleazy, kyselé fosfatazy, gp63) pravdépodobné usnadnuji pfijem a
degradaci zivin, protonovy elektrochemicky potencial na membrané pohéani aktivni transport
glukdzy a prolinu do buiiky (Vannier-Santos a kol., 2002).

Jako zdroj energie vyuzivaji promastigoti prolin, coz je pravdépodobné vyznamna
adaptace pro preZiti ve stfevé komara v nasaté krvi, bohaté na tuto aminokyselinu (Vannier-
Santos a kol., 2002). Hlavnimi produkty metabolismu jsou acetat, pyruvat a sukcinat, zatimco
jen mald cast zivin je kompletné oxidovana v Krebsové cyklu az na oxid uhli¢ity (Tielens a
Hellemod, 1998). Soucasné vznikd i NADH, ktery je zpétné oxidovan v dychacim fetézci
(Tielens a Van Hellemond, 1998). Obdobn¢ jako u procyklického stadia T. brucei a u vétSiny

eukaryotickych bun€k funguje v mitochondrii Krebstiv cyklus a klasicky dychaci fetézec,



ktery vyuziva kyslik jako konecny akceptor elektronti (Ivens a kol., 2005). Leishmanie na
rozdil od ostatnich trypanosomatid postradaji alternativni oxidazu (Tielens a Van Hellemod,
1998). Vsechna zivotni stddia maji metabolismus velmi podobny (Tielens a Van Hellemond,
1998). V porovnani s T. brucei se mnohem vice spoléhaji na dychaci fetézec, proto dokazou
v anaerobnich podminkach promastigoti fungovat jen do omezené miry. Béhem anoxie se
metabolismus zablokuje, buniky se liné hybou nebo jsou uplné netecné, nerozmnozuji se
(Tielens a Van Hellemond, 1998). Podobny stav mize vyvolat i hladovéni. Takovato
schopnost zablokovat vlastni metabolismus vratnym zplsobem umoziuje leishménii piezit
nepiiznivé podminky, které obCas nastavaji beéhem jejich vyvoje v prenaseci (Tielens a Van
Hellemond, 1998).

Béhem dlouhodobého péstovani v kultuie se pravdépodobné mohou ztracet urcité
sekvence kodujici specifické rodiny gRNA z minikrouzkd kinetoplastu. Vyplyva to
z porovnani dvou kment L. tarentolae: UC je jiz 55 let péstovany v kultufe, zatimco LEM 125
je nedavno izolovany z pfirody (Thiemann a kol., 1994). Transkripty G1 (odpovida ND8), G2
(=ND?9), G3, G4 a G5 (=ND3) byly detekovany pouze u kmenu LEM 125. Jako vysvétleni se
nabizi, Ze u kmenu UC chybi pfislusna gRNA pro editovéani. V souladu s t€émito vysledky je i
fakt, ze kmen UC neni senzitivni k rotenonu (inhibitor komplexu I), zatimco LEM 125 je
(Thiemann a kol., 1994).

Paraziti ovladaji komplexni arzenal unikovych mechanismli a strategii, které¢ jim
umoziuji pieziti v riznych, ¢asto neptiznivych podminkach vyvolanych obrannym systémem
obratlovciho hostitele. Patii mezi né naptiklad rtizné moznosti k odbourani volnych toxickych
radikali (obdobné jako u savcl): ucast thiol-prezentujicich molekul jako je trypanothion,
polyaminy, zvySena exprese ornithin dekarboxylazy (Vannier-Santos a kol., 2002). Ty jsou
zéaroven potencionalnimi cily pro chemoterapii. Agens zpusobujici leishmanidzu je predevsim
hlavni povrchova peptiddza, zvand gp63 (neboli leishmaniolysin = promastigote surface
peptidase) (d’Avila-Levy a kol., 2006). Na bunééném povrchu jsou dale velmi hojné
lipofosfoglykany a glykoinositolfosfolipidy (McConville a Ferguson, 1993).

Druh Leishmania tarentolae, dale zahrnuty v této praci, parazituje na gekonech,

naptiklad Tarentola annularis (Basile a Peticca, 2009).



1.5 Phytomonas serpens

Prvni rostlinnéd trypanosomatida objevil Lafont se svym spolupracovnikem Davidem
vroce 1909, kdyz mikroskopovali latex zrostliny Euphorbia pilulifera (Camargo, 1999).
Novy organismus dostal jméno Leptomonas davidi. Jako reakce na tento objev se v kratké
dobé objevily zpravy o dalsich trypanosomatidech nalezenych v latexu rtiznych rostlin napfi¢
kontinenty. Ve 30. letech 20. stoleti se Stahel zabyval poSkozenymi kavovniky a v jejich
floému nasel opét zastupce téchto prvoki. V 70. letech byli nalezeni i v rostlindch kasavy
(Manihot esculenta), kavovniku (Coffea sp.) i kokosovych a olejovych palem (Cocos
nucifera, Elaeis guineensis). O deset let pozdéji byly publikovany nalezy z duznatého ovoce
(rajCata, fiky, moruse, citrusy ad.) (Camargo, 1999). Neni jasné, o jaké konkrétni rody nebo
druhy se jednalo, vSechny tyto organismy si jsou morfologicky velmi podobné, Casto byly
zafazovany taxonomicky nesprdvné a piejmenovavany. Zpocatku nebyl tento prvok
povazovan za patogena, dokud se neprokazala spojitost s chorobami hospodaiskych plodin
(nekroza floému u kavovniku, Zloutnuti a hnédnuti listd u palem (,,marchitez sopressiva®,
,hartrot™) apod.) (Camargo a kol., 1990). Poskozeni se totiz projevuje, pouze pokud jsou
paraziti ptitomni ve floému, v latexu se jevi jako neSkodni (Camargo a kol., 1990).

Druh Phytomonas serpens se pfirozen¢ vyskytuje v plodech rajéat (Solanum
lycopersicum) a pravdépodobné i v ovoci anona (Annona cherimola), kmeny parazitii z tohoto
ovoce si jsou fylogeneticky bliz§i navzajem neZ s ostatnimi zastupci rodu Phytomonas
(Fernandez-Becerra a kol., 1996). Mezi jednotlivymi rostlinami jsou prvoci pfendSeni
prostfednictvim hmyzu ze skupiny Hemiptera, potvrzeny je pienos napfi. plostici Phthia picta
(Conchon a kol., 1989).

Stavba buriky je obdobna jako u ostatnich trypanosomatid (jadro, jedna mitochondrie
s kinetoplastem, bic¢ik vyristajici z bi¢ikové kapsy). Pozoruhodna je u Phytomonas serpens
jeji morfologicka plasticita a velky polymorfismus. Buitky mohou byt kulovité az podlouhlé¢ a
protahlé, vétsinou nékolikrat prekroucené podle podélné osy téla. Velikost dosahuje rozpéti 4-
16 um (Camargo, 1999; Sanchez-Moreno a kol., 1992). Vyjimecny je pro tento druh také
vyrazné vyssi podil glykozému piitomnych v bufice oproti pifibuznym zastupcim (Sanchez-
Moreno a kol., 1992).

Velmi zajimavy je u Phytomonas serpens energeticky metabolismus. Naprosta vétsina
energie pro fungovani bunky je ziskdvana glykolyzou (Tielens a Van Hellemond, 1998).

Takova zivotni strategie je umoznéna diky velmi bohatému a vyzivnému prostiedi, jako je



floémové vodivé pletivo, sladké ovoce a mlécnice. Prvok vylucuje z buiiky hydrolytické
enzymy podilejici se na degradaci polysacharidii a disacharidd, kterymi odbourava celulézu,
Skrob, tim padem 1 bunécné stény rostlinnych bunék (Sanchez-Moreno a kol., 1992). Vzniklé
hexozy, predevSim gluk6za, potom slouzi jako zdroj energie a uhliku (Tielens a Van
Hellemond, 1998; Sanchez-Moreno a kol., 1992). Canepa a kol. (2007) studovali transport
cukrti a aminokyselin do bunky. Detekovali vysoké rychlosti pfenosu glukézy a fruktozy,
prolinu, argininu, cysteinu a glutamatu. Tyto vysledky podle autorG odpovidaji
charakteristickému znaku pro parazity, jakym je ztrata biosyntetickych drah v evoluci a jejich
nadhrada transportnimi systémy. Hlavnim diilkazem tohoto typu metabolismu je fakt, Ze
organismus neni citlivy ke kyanidu (inhibitor komplexu IV dychaciho fetézce), ale nepiezije
pridani salicylhydroxamové kyseliny (SHAM), inhibitoru alternativni oxidazy (Tielens a Van
Hellemond, 1998; Ferndndez-Becerra a kol.,, 1997). Glykolytické enzymy se nachazeji
v glykozémech, jejichz vysoky pocet v buiice je tedy pro organismus vyhodny (Hannaert a
kol., 2003). Phytomonas nema funkéni Krebstv cyklus (Tielens a Van Hellemond, 1998;
Maslov a kol., 1999), mitochondrie je vyrazné potlacena, cemuz odpovidaji i neobvykle fidké
kristy na vnitfni membrané¢ (Camargo, 1999). Odpadnimi produkty metabolismu jsou za
aerobnich podminek kyselina octové a ethanol, kyselina octova vznika stejné jako u ostatnich
trypanosomatid v ASCT cyklu (Sanchez-Moreno a kol., 1992; Tielens a Van Hellemond,
1998). Parazit preziva velmi dobie i za anaerobnich podminek, produkuje potom piedevsim
ethanol, glycerol a oxid uhli¢ity (Chaumont a kol., 1994).

Samostatnou otazku je, jak vypadd metabolismus parazita uvnitt hmyziho vektora.
Predpoklada se, Ze je zavisly na aminokyselinach, ptedev§im prolinu, stejné jako je tomuu T.
brucei (Lamour a kol, 2005). Je ov§em velmi obtizné tuto domnénku experimentalné potvrdit.
Almeida a kol. (2003) prokazali pfitomnost mimobunééné metaloproteinazy u P. francai, jez
by mohla prvokovi slouzit k odbouravéni proteint jako zdroje energie.

Neobvykly metabolismus P. serpens je provazan s cetnymi molekuldrnimi a
biochemickymi aspekty. V kinetoplastu na maxikrouzku chybi geny pro komplexy II
(sukcinat-dehydrogenaza) a I1I (cytochrom c-reduktaza) dychaciho fetézce, podjednotky I-111
komplexu IV (cytochrom c-oxidaza) a pro apocytochrom b (Maslov a kol. 1999; Nawathean a
Maslov, 2000). Odpovidajici proteinové komplexy tito autofi ani nenalezli analyzou nativnich
polyakrylamidovych geli. Nepodaftilo se detekovat ani gen pro podjednotku IV cytochrom c-
oxidazy, ktery se bézn¢ naléza v jaderné DNA (Nawathean a Maslov, 2000). Potvrzena byla
pfitomnost genli pouze pro vSechny podjednotky komplexu I (NADH-dehydrogendza), ATP-
syntazu, a ribozomdalni RNA (Maslov a kol., 1999). Tyto geny se vyskytuji v genomu ve
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stejném potadi a sméru jako u zastupct Trypanosoma brucei a Leishmania tarentolae, coz
nasvédcuje predpokladu, ze chybéjici geny byly sekundarné deletovany (Maslov a kol., 1999).
Nawathean a Maslov (2000) nenalezli geny pro podjednotky I a II cytochrom c-oxidazy na
jejich obvyklé pozici na maxikrouzku, ani nikde jinde v butice. Stejné tak pomoci metody
Northern blotting nedetekovali odpovidajici mRNA. Ve shod¢ stémito poznatky jsou i
vysledky diplomové prace Benkovicové (2007). M¢tila aktivity jednotlivych komplext
dychaciho fetézce a u komplexi III a IV ziskala témétf nulové hodnoty, zatimco u ostatnich
ur¢itou aktivitu naméfila. V nativnich gelech detekovala NADH-dehydrogenazu i NDH2,
sukcinat-dehydrogendzu a ATP-syntazu. Jiny pfistup zvolili Pappas a kol. (2005), kteti
provedli analyzu expressed sequence tags (EST) z knihovny ¢cDNA. Nalezli predevs$im velky
podil gena pro transportéry glukozové rodiny, déale nékteré z enzymu glykolyzy, Krebsova
cyklu i1 dychaciho fetézce. Z prvnich ¢ty komplexti klasického dychaciho fetézce se v
mitochondrii P. serpens nachéazi tedy pouze komplex I, NADH-dehydrogendza. Kromé jiz
zminénych gent, byla v buiice detekovana i odpovidajici mRNA, kterd doklada pritomnost
funk¢niho transkripéniho aparatu a editace RNA (Maslov a kol., 1999). Dalsimi diikazy je
potlaeni enzymu jeho inhibitory a imunologickd detekce (Gonzalez-Halphen a Maslov,
2004). Autofi nasli v buiice kromé tohoto komplexu jesté alternativni NADH-dehydrogenazu
typu 2 (NDH2). Jejich vysledky potvrdili a enzymy déle charakterizovali Cermakova a kol.
(2007). Vyjimkou je podjednotka ND8 komplexu I, jejiz mRNA se u kmene 1G (izolovaného
z plostice Phthia picta) edituje jen ¢asteéné, zatimco u kmenu 9T a TCC231 (izolované
z plodl rajcat (Jankevicius a kol., 1989)) probihaji Gipravy normalné¢ (Nawathean a Maslov,
2000). Autofi pokladaji tuto podjednotku za nepotiebnou pro parazita trvale zijiciho v kultute.

Velmi zajimavy je i imunologicky pohled na P. serpens. U Phytomonas byla
prokazana ptitomnost obdobnych povrchovych proteint, jaké se nachazeji u T. cruzi a u
leishmanii (Santos a kol., 2006). Pfedchozi imunizace mySi prvokem P. serpens poskytuje
¢aste¢nou imunitni odpoveéd proti T. cruzi (Santos a kol., 2007). Velmi zajimava je otazka, co
se stane, pokud ¢lovek nebo zvife poziou ovoce nakazené rostlinnymi trypanosomatidy.
Santos a jeho spolupracovnici (2007) ptedpokladaji, Ze by to mohlo vést k pfipravé imunitni
odpovédi a ovlivnit vyvoj nemoci, pokud by byl dotyény nasledné infikovan T. cruzi.

Povazuji proto P. serpens za vhodného kandidata pro vyvoj vakciny proti trypanosomatidiim.
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1.6 Hem

Hem, tetrapyrolova porfyrinova molekula s vaizanym atomem zeleza ve svém stiedu,
je jednou z nejvyznamnéjSich prostetickych skupin v Zivych systémech, nachazi se ve velmi
Sirokém spektru proteinii a slouzi k fadé rozmanitych funkci: vazba a transport kysliku
(hemoglobin a myoglobin), aktivace kysliku (cytochrom P450), metabolismus peroxidi a
odpovéd’ na oxidativni stres (peroxidazy a katalazy), biosyntéza oxidu dusnatého, pienos
elektronti (cytochromy), oxidacni reakce a detoxifikace, syntéza a detekce dvouatomarnich
plyni jako je CO a NO. Jako regula¢ni molekula ovlivituje buné¢nou diferenciaci a genovou
expresi na urovni transkripce, translace, udrzovani proteinové stability, cileni proteini (Panek
a O’Brian, 2002; Rao a kol., 2005; Cheek a Dawson, 2007).

Podle postrannich funkénich skupin na tetrapyrolovém cyklu rozliSujeme rizné typy
hemu. V pfirod¢ nejcastéjsi je hem b (hemin, protohem IX). Slouzi jako prostetickd skupina
myoglobinu, hemoglobinu, cytochromu P450, cytochrom c-oxiddzy ad. Molekula hemu a ma
navic na profyrinovém jadru navazanou farnesylovou a formylovou skupinu. Podobnou
strukturu ma i hem 0, ktery je zaroven meziproduktem pii syntéze hemu a z hemu b. Hem ¢ je
jako jediny vazany k proteinim kovalentni thioesterovou vazbou vytvofenou mezi

postrannimi fetézci porfyrinu a sirou v cysteinech peptidového fetézce (Cheek a Dawson,

2007).

1.6.1 Syntéza hemu

V organismech vznikd hem prostiednictvim hemové biosyntetické drahy sestavajici z
8 krokli. Prvni krok, syntéza 5-aminolevulinové kyseliny mtze probihat dvéma riznymi
zpusoby, ale zbyvajicich sedm reakci je zprosttedkovano vzdy stejnymi, dobie
konzervovanymi enzymy (Rao a kol., 2005). Vyslednym produktem hemové biosyntetické
drahy je hem b, ktery je dale metabolizovan prostiednictvim hem 0-syntazy a hem a-syntazy
az na hem a (Morrison a kol., 2005). V zavislosti na konkrétnim organismu a buné¢ném typu
mizou meziprodukty hemové drahy slouzit také k syntéze dalSich tetrapyrolovych molekul:
razné typy chlorofylu, sirohem, vitamin B12, chloriny atd. (Panek a O’Brian, 2002; Rao a
kol., 2005).
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Jsou znami zastupci eukaryot, ktefi nemaji hemovou syntetickou dréhu, ale jedné se
vesmes o parazity nebo organismy schopné ziskdvat hem z prostfedi: klistata, urcita
nematoda, Caenorhabditis elegans ad. (Braz a kol., 1999; Rao a kol., 2005; Kofeny a kol.,
2010). Podobnou skupinu, kterd §la jesté dal, tvofi vesmés paraziti nebo anaerobné Zzijici
prvoci (Giardia, Trichomonas, Entamoeba ad.), ktefi také nejsou schopni hem syntetizovat.
Tyto organismy maji redukované mitochondrie a energii neziskavaji oxidativni fosforylaci,
takze nepottebuji cytochromy (Kofeny a kol., 2010). O ostatnich hemovych proteinech téchto

zastupci neni mnoho znamo.

1.6.2 Hem u trypanosomatid

ey o ee

obecn¢é znamym faktem, ze jednou z esencialnich slozek rastovych médii je hem (ptfipadné
hemin apod.) (da Silva a Roitman, 1990). Naptiklad u leishménie je mozné hem v médiu
nahradit protoporfyrinem IX (Akilov a kol., 2007), coz nasvédcuje ptfitomnosti ferochelatazy
(posledni enzym syntézy hemu inkorporujici zelezo do protoporfyrinové molekuly)
v bunikach. Tu a dal$i z enzymt detekovali Srivastava a kol. (1997). Naopak Sah a kol. (2002)
testovali v pokusech s transgennimi leishmaniemi pfitomnost tii dalSich enzymt a ziskali
pouze negativni vysledky. V genomu byly nalezeny geny pro posledni tfi kroky této drahy
(Berriman a kol., 2005; Kofeny a kol., 2010). Pro leishméanii jako vnitrobuné¢ného parazita je
mozna snazsi transportovat do bun€k prekurzory nez samotny hem.

V genomu trypanozom nebyl nalezen zddny z genti hemové biosyntetické drahy
(Berriman a kol., 2005; Kofeny a kol., 2010). V biochemickych analyzach nedetekovali
Lombardo a kol. (2003) aktivitu zddného ze tfi testovanych enzymt ani nékolika
meziproduktii. Na rozdil od leishménie, pfi kultivaci trypanozom nelze dodavani hemu
nahradit jeho prekurzorem protopofyrinem IX, takze zde s nejvyssi pravdépodobnosti chybi 1
ferochelatdza (Lara a kol., 2007).

Dalsi zastupci trypanosomatid (Crithidia deanei, C. oncopelti, C. desouzali,
Blastocrithidia culicis, Herpetomonas roitmani) také nemaji sami o sob& schopnost
syntetizovat hem. Obsahuji ale uvnitt bunc¢k bakteridlni endosymbionty, kteti jim dodavaji

hem nebo meziprodukty jeho syntézy (Sah a kol., 2002; Kofeny a kol., 2010). Muzeme je
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tedy kultivovat v definovaném médiu bez hemu. Chang (1974) experimentaln¢ dokazal, ze po
pridani antibiotik se endosymbioti ztraceji a C. oncopelti pro pteziti hem poticbuje.

Da Silva a Roitman (1990) s piekvapenim zjistili, Ze do definovaného média pro P.
serpens neni zapotiebi dodavat hem. Vyloucili, Ze by se zde stejn¢ jako u vySe zminénych
druhti nachézeli bakterialni endosymbionti, nebot’ nebyli elektronovou mikroskopii nikdy
pozorovani. Navic kultura bez problémil roste v pfitomnosti antibiotik. Autofi tedy navrhuji
hypotézu, ze P. serpens obsahuje eukaryotického endosymbionta, jez byl dosud zaménovan
za bunéfnou organelu. Dal§$im moznym vysvétlenim by byla pfitomnost celé hemové
biosyntetické drahy. Pak by byla P. serpens jedinym dosud zndmym trypanosomatidem
s kompletni hemovou syntetickou drahou a ptivod jejich genti by byl velmi zajimavy. Anebo
je P. serpens prvnim znamym eukaryotickym organismem schopnym zit bez hemu.

Prozkoumat moznosti syntézy hemu u P. serpens je pfedmétem této prace.
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2. Cile prace

e Porovnat pfitomnost hemu v bunkach Leishmania tarenotale, Phytomonas serpens,
procyklické Trypanosoma brucei.

e Provéfit vySe zminéné hypotézy o metabolismu hemu u P. serpens.

e Sledovat rast kultury P. serpens v zavislosti na dostupnosti hemu.

e Ov¢rit pfitomnost genu pro ferochelatdzu (posledni enzym hemové biosyntetické

drahy) v genomu P.serpens.
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3. Metodika

3.1 Kultury

Bunky Phytomonas serpens jsem péstovala v definovaném médiu (Tab. II) podle
da Silvy a Roitmana (1990) s ptidanim penicilinu (2,5 U/ml) a streptomycinu (2,5 pg/ml), pfi
stalé teploté 27 °C. Cast kultury rostla v tomto médiu s pfidanym heminem (Sigma-Aldrich)
v mnozstvi 5 pg/ml.

Kulturu procyklickych bun€k Trypanosoma brucei jsem péstovala v médiu SDM-79
(Tab. I) (Brun a Schénenberger, 1979) s ptidanim penicilinu (2,5 U/ml), streptomycinu (2,5
pg/ml), hygromycinu (50 pg/ml) a neomycinu (15 pg/ml), také pii 27 °C.

Leishmania tarentolae jsem kultivovala v BHI médiu (Bacto Brain Heart Infusion BD)
piipraveném v mnozstvi 37 g/l s pfidanym heminem (Sigma-Aldrich) (5 pg/ml), penicilinem
(2,5 U/ml) a streptomycinem (2,5 pg/ml); také pii 27 °C.

Bunky jsem pocitala vzdy pomoci Particle Count and Size Analyzer (Beckman Z2
Coulter). U T. brucei bylo nastaveno rozmezi velikosti 3,5 — 7,7 um (T1= 3,5 um , Tu= 7.7
um) a pro kultury P. serpens a L. tarentolae 2,0 — 4,5 um (T1= 2,0 um , Tu=4,5 um).

Tab. I: Slozeni média SDM-79 podle: Brun a Schdnenberger, 1979.

SDM-79, 11

Graceho médium s L-glutaminem, bez NaCO; (GIBCO) 2g
glukéza lg
HEPES 8g
MOPS 5g
NaHCO; 2g
kyselina pyrohroznova 100 mg
L-alanin 200 mg
L-arginin 100 mg
L-glutamin 300 mg
L-methionin 70 mg
L-fenylalanin 80 mg
L-prolin 600 mg
L-serin 60 mg
L-taurin 160 mg
L-threonin 350 mg
L-tyrosin 100 mg
adenosin 10 mg
guanosin 10 mg
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D-glukosamin-HCI
kyselina listova

kyselina p-aminobenzoova

biotin
hemin

fetalni hovézi sérum (FBS) (PAA)

pH=73

50 mg
4 mg
2 mg
0,2 mg
7,5 mg
100 ml

Tab. II: SloZeni definovaného média pro Phytomonas serpens podle: da Silva a Roitman, 1990.

Definované médium pro Phytomonas serpens, 1 1

glukoza

B-glycerolfosfatdisodna stil

kyselina citronova
citrat draselny
kyselina jable¢na
kyselina jantarova
MgCO3
FC(NH4)2(SO4)2 .6 H,O
MgSO4 .7 Hzo
KH,PO4

adenin

L-arginin HCI
L-fenylalanin
L-histidin
L-isoleucin
L-leucin

L-lysin HCI
L-methionin
L-tyrosin ethyl ester
L-threonin
L-tryptofan

L-valin

DL-serin
L-glutamin

kyselina listova
nikotinamid
pantotenat vapenaty
riboflavin PO, . H,O, Na
pyridoxamin 2 HCl
thiamin HCI

biotin

inositol

stopové prvky (1000x)
pH=16,7

20g

05¢g
10g
02¢g
lg
lg
0,01 g
0,1g

0,02 ¢g
04¢g
02¢g
03¢g
02¢g
02¢g
0,1g
02¢g
0,2¢g
0,1g
0,1g
02¢g
02¢g
02¢g
2 mg
2 mg
2 mg
1,2 mg
0,6 mg
0,6 mg
8 ug
30 mg
I ml
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3.2 Detekce hemu pomoci HPLC

Metoda vysokotlakové kapalinové chromatografie (HPLC) ndm umozZiuje velmi
precizné kvantifikovat nekovalentné¢ vazané formy hemu (hem a, b, 0) u studovanych bunék.
Hem je z bun€k nejprve extrahovan a poté separovan na uhlikaté C18 koloné (stacionarni
faze) pomoci mobilni faze predstavované dvéma rizné polarnimi roztoky, jejichz vzajemny
pomér se méni. Vzorek je tak rozdélen na jednotlivé slozky dle jejich odlisné polarity.
V pribc¢hu separace je mobilni faze spektrofotometricky analyzovana v celém viditelném
spektru. Diky standardiim je znamo, v jakém Case migruji jednotlivé formy hemu i jak vypada
jejich spektrum.

U vSech studovanych organismi jsem stanovila obsah vnitrobunééného hemu metodou
HPLC. U obou kultur P. serpens i procyklické kultury T. brucei jsem pouzila vzdy 5x 10
bun&k, u kultury L. tarentolae dvojnasobné mnozstvi, tedy 1x 10'° bun&k. Abych odstranila
zbytky média a naslednou analyzu provedla pouze z bunééného obsahu, promyla jsem bunky
3x opakované roztokem PBS (Tab. III) a centrifugovala (18 000 g, 5 min, 4 °C). K peletu
jsem piidala ~ 10 % objemu silikatovych kulicek (velikost 0,1 mm) a 1 ml zésaditého
methanolu (s 0,2 % NH4OH), do kterého se vymyje vétSina nepolarnich sloucenin, nikoli vSak
hem. Smés jsem protiepala na MiniBeadBeateru a nasledné centrifugovala (21 000 g, 10 min,
4 °C). Tuto extrakci metanolem jsem 3x zopakovala. Pro extrakci hemu z bunék jsem k peletu
pfidala 1 ml roztoku kyselého ledového acetonu (90 % aceton, 2 % HCI, 8 % H,0O) a smés
jsem znovu protiepala a centrifugovala (21 000 g, 10 min, 4 °C). Poté jsem odebrala
supernatant a nechala jej odpaftit ve vakuové odparce do objemu piiblizné 250 pl.

Z takto pfipravené¢ho vzorku jsem odebrala 100 pl a dale analyzovala pomoci HPLC
(Agilent-1200, Agilent) za pouziti RP kolony Nova-Pak C18 (velikost ¢astic 4 pm, 3,9 x 150
mm; Waters). Odlisné formy hemu byly separovany linedrnim gradientem roztoku B (40 %
aceton, 60 % methanol) v roztoku A (30 % methanol v 0,5 M roztoku octanu amonného)
v rozmezi od 50 % do 80 % roztoku B. Separace probihala po dobu 30 min s pritokem 1
ml/min a pii teploté¢ 40 °C. Jednotlivé typy hemu byly detekovany pomoci DAD detektoru
(diode array detector) (Agilent-1200, Agilent) a kvantifikovany pomoci standardu heminu
(Sigma-Aldrich).
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Tab. III: Slozeni roztoku PBS.

Roztok PBS, 11

NaCl 8g
KCl1 02¢g
Na,HPO, . 12 H,0O 321 g
KH2P04 0,2 g
pH=7,4

3.3 Detekce hemu na proteinech

3.3.1 Nativni gelova elektroforéza

S cilem detekovat jak nekovalentné, tak i kovalentné vazany hem na proteinech jsem
provedla nativni gelovou elektroforézu vzorka L. tarentolae a obou dvou kultur P. serpens.
Pouzila jsem piiblizng 1x 10° bun&k. Buiiky jsem smichala s 200 pl pufru B (Tab. IV) a
silikatovymi kulickami (velikost 0,1 mm, ~ 50 % objemu vzorku), protfepala na
MiniBeadBeateru a nasledné centrifugovala (21 000 g, 10 min, 4 °C). Tento postup jsem 3x
zopakovala a pribézné odebirala supernatant, ktery jsem nasledné pouzila jako rozpustnou
frakci. Sto€ené membrany byly resuspendovany v pufru B a solubilizovany 2 % dodecyl-
maltosidem po dobu 15 min. Vzorky jsem poté centrifugovala (21 000 g, 10 min, 4 °C) a

supernatant pouzila jako membranovou frakei.

Tab. IV: SloZeni pufru B.

pufr B

25 mM MES NaOH
10 mM CaCl,

25 % glycerol
pH=16,5

Nedenatura¢ni polyakrylamidovou elektroforézu (PAGE) jsem provedla s komer¢nim
gelem 4-16 % NativePAGE Bis-Tris Gel System (Invitrogen). Zaostfovaci gel jsem ponofila
do katodového pufru (Tab. V). Separacni gel byl v anodovém pufru (50mM Bis-Tris/HCI, pH
=7,0). Na gel jsem nanesla vzdy 20 pl kazdého vzorku. Elektroforéza probihala pii napéti 10
V/em pii teploté 4 °C.
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Tab.V: Slozeni katodového pufru.

Katodovy pufr

50 mM Tricine

15 mM Bis-Tris/HCI

0,02 % dodecyl-maltosid
0,05 % deoxycholat sodny
pH=7,0

3.3.2 Blotovani gelu na membranu a barveni

Nésledné jsem vzorky z gelu pteblotovala na PVDF membranu. PVDF membranu
jsem nejdiive namocila do methanolu na dobu 10 s, poté promyla v destilované vod¢ (5 min)
a nasledné¢ 10 min v karbonatovém pufru (Tab. VI). Blotovani probihalo v karbonatovém
pufru pfi 40mA a 4 °C pies noc. Poté jsem membranu promyla v TTBS (Tab. VII) a nasledné
blokovala v roztoku 0,2 % roztokem Tween (Tab. VIII) po dobu 60 min. Poté jsem ji 2x
oplachla pufrem TTBS, redestilovanou vodou a osusila.

Hemové proteiny ve vzorcich jsem detekovala chemiluminiscenci pomoci SuperSignal
Femto Kit (Pierce) jako substratu. Tento kit je navrzen pro imunologické znaceni, reaguje se
sekundarnimi protilatkami, jez obsahuji kienovou peroxiddzu. Vyuziva se peroxidazové
aktivity, kterd je vlastni vSem typim hemu. Proto je mozné tuto metodu vyuzit pro detekci
jakéhokoliv formy hemu (Feissner a kol., 2003). Inkubace se substratem probihala po dobu 5
min, chemiluminiscenci jsem detekovala pomoci systému Fuji LAB 4000 s dobou
expozice 30 min.

Pro kontrolu blotovéani jsem membranu déle barvila pomoci Poinceau (0,1 % v 5 %
kyselin€ octové) a nasledné€ oplachla v destilované vodé.

Proteiny na nativnim gelu byly detekovany pomoci Coomassie Brilliant Blue (Sigma-
Aldrich). Gel jsem inkubovala v roztoku 40 % methanolu, 10 % kyseliny octové a 0,1 %

Coomassie Brilliant Blue a poté odbarvila roztokem 7 % kyseliny octové, 10 % methanolu.
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Tab. VI: SloZeni karbonatového pufru.

Karbonatovy pufr

3 mM Na,CO;
10 mM NaHCO;
10 % MeOH

Tab. VII: Slozeni roztoku TTBS.

TTBS

10 mM Tris/HCl
150 mM NaCl
0,2 % Tween 20
pH=7,6

Tab. VIII: Slozeni blokovaciho roztoku.

Blokovaci roztok, 500 ml

10 mM Tris/HC1
150 mM NaCl
1g Tween 20
pH=7,6

3.3.3 SDS-PAGE

Pro ucely detekce hemu c (kovalentné vdzany na proteiny), jsem vyzkouSela také
metodu polyakrylamidové gelové elektroforézy v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-
PAGE). Pouzila jsem L. tarentolae a P. serpens péstovanou v pfitomnosti heminu, obou dvou
organismii jsem méla 1,5x 10° bunék, které jsem nasledné rozdélila do n&kolika vzorkd o
riznych koncentracich. Stejné jako pfi pfedchozi metod¢ i1 tentokrat jsem bunky nejprve
opakované promyla v PBS (Tab. III) a pelet resuspendovala v 1 ml pufru B (Tab. IV).
Kone¢né vzorky nanasené na gel obsahovaly 2,5 ul 0,6 M TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfin),
1,5 ul 20 % SDS, gradient 1 — 8 pl bungk (~ 3x 10° az 2,5x 10° bun&k) a pufr B (Tab. IV)
doplnény do vysledného objemu 15 pl.

Vlastni elektroforéza probihala v 4-15 % gelu (Tab. IX), zpocatku 15 min pfi 100 V a
8 mA, nasledné pti 150 V a 15 mA. Blotovani a detekci hemu na membrané jsem provedla

podle postupu popsaném v kapitole 3.3.2.
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Tab. IX: Gel pro SDS-PAGE.

4 % zaostfovaci gel 15 % separacni gel

H,O 1,4 ml 2,3 ml

30 % akrylamid 330 wl 5,0 ml

1,5 M Tris HCI (pH 8,8) - 2,5 ml

1 M Tris HCI (pH 6,8) 250 ul -

20 % SDS 20 ul 100 pl

TEMED 2ul 4 ul

10 % APS (persulfat amonny) 20 pl 100 pl

3.4 Riistové krivky

U P. serpens jsem sledovala rtist poctu bun¢k v pritbé¢hu nékolika dni a ze ziskanych udaja
vypracovala ristové kiivky. Buiiky jsem pocitala pomoci Particle Count and Size Analyzer
(Beckman Z2 Coulter) v rozmezi velikosti 2,0 — 4,5 um (Tl = 2,0 um , Tu = 4,5 um). Takto
jsem vyhodnotila kulturu péstovanou s pridavkem heminu i bez n¢j. Také ob¢ dvé tyto kultury
s pfidanym H,O, o koncentraci 100 uM. VSechny kultury rostly pii stalé teplot¢ 27 °C,
kultiva¢ni nadoby byly umisténé na tfepacce. Béhem pokusu jsem buniky nckolikrat fedila
novym médiem (fedéno 2-3x kazdych 1-2 dny) , abych ziskala riistové kiivky v exponencialni
fazi rGstu v delSim Casovém tUseku, naméfené pocty bunck jsem nasledné vynasobila

odpovidajicim poctem fedéni.

3.5 PCR

Metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) jsem se pokusila amplifikovat gen pro
ferochelatazu za pouziti primerti navrzenych podle L. infantum, L. braziliensis, L. major a
Crithidia sp. ATCC 30255 (Tab. X). Z bun¢k L. tarentolae a P. serpens jsem izolovala DNA
pomoci kitu GenScript TissueDirect Multiplex PCR Systém. Reakce probihala v
gradientovém termocycleru pii standardnich podminkéch a za riznych nasedacich teplot pro
primery.

Ziskané produkty jsem elektroforeticky rozdélila na 1 % agar6zovém gelu, odkud

jsem je vyizolovala pomoci Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) a dale zaklonovala do
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komer¢niho plazmidu (pGEM-T Easy, Promega). Zaklonované produkty jsem transformovala
do kompetentnich bun¢k (kmen XL-1). Pomoci PCR za pouziti plazmidovych primert (M13
forward a M13 reverse) jsem si ovéfila pritomnost produkti v koloniich. Z pozitivnich kolonii
jsem vyizolovala plazmidovou DNA za pouZiti QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).
Sekvenacni reakce a analyza sekvenci byla provedena v servisni laboratofi (Laboratof

genomiky, UMBR, Biologické centrum AVCR, v.v.i.).

3.6 RT-PCR

Pritomnost a expresi genu pro ferochelatazu u Phytomonas serpens jsem zjistovala
rovnéZz pomoci metody Reverse Transcription PCR (RT-PCR).

Z bunék jsem vyizolovala RNA pomoci TRI Reagent (MRC) podle manuélu vyrobce.
Dale jsem pouzila M-MLV Reverse Transcriptase Rnase H Minus (Promega) k ziskani

cDNA. Tu jsem pouzila pro PCR a postupovala obdobn¢ jako pii pouziti genomové DNA.

Tab. X: Primery pouzité pro PCR (F = forward, R = reverse).

FI | 5-TGG GCA CSA CGA CTG CAC CAA C-3°

F2 | 5°-TTC GCA GKT TCC TGC GCG AGT T-3’

F3 | 5-CTT TCC GAT CGC CGR GTC-3’

F4 | 5-GGCTTT YTC RTG CCR TTR CGC CC-3’

R1 | 5- GGC GCC ATG GCA AAY CAG A-3

R2 | 5°- GGT CTC CAC ACA GTC CAC AGC AAA GCC-3’

R3 | 5-GTC YCT GTC GTT GAG GCA SGG-3’
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4. Vysledky

4.1 Kultivace

Podafilo se nam udrzet kulturu Phytomonas serpens pfiblizné 1 rok v nepfetrzité
kultufe v definovaném médiu bez hemu. To je jednoznacny diikaz, ze tento organismus pro

pteziti nepotiebuje ziskavat hem z média.

4.2 HPLC

Ve vyslednych grafech z HPLC analyzy kultur P. serpens péstované v piitomnosti
heminu, L. tarentolae a procyklické formy T. brucei jsou vidét zietelné piky v 7. a 11. minuté
a jeden méng¢ jasny a razn¢ vysoky v 20. minuté (obr. 1, 2, 3). Z blizsi analyzy je patrné, Ze se
jednd opravdu o hem, vysledné casy a maximalni absorbance pii vinové délce 400 nm
odpovidaji hodnotdm znamym pro hem (Barros a kol., 2002). Konkrétn¢ se jedna o hem b v 7.
minuté (obr. 4), hem a v 11 minuté (obr. 6) a hem 0 ve 20. minuté. Pro tato spektra jsem u
vSech studovanych organismu ziskala obdobné vysledky. Pro podlozeni tohoto tvrzeni jsem
provedla i HPLC analyzu baktérie Escherichia coli (obr. 5), pro niZ jsou tyto udaje znamé a je
pro ni typické vysoké zastoupeni hemu 0 (Puustinen a Wikstrom, 1991; Saiki 1993). Ziskané
vysledky dobfte koreluji se studovanymi trypanosomatidy. Déle jsem testovala i ¢isty vzorek
heminu (Sigma-Aldrich) a dle piedpokladu je v grafu patrny pouze jeden vyrazny pik v case 7
minut odpovidajici hemu b (obr. 7). Spektrum tohoto vzorku je shodné se vzorky
trypanosomatid (obr. 4, 6 a 8).

Ve vysledku analyzy kultury P. serpens péstované v definovaném médiu bez hemu
neni patrny zadny z typ hemu ani pifi velmi detailnim méfitku (obr. 9).

Diky tomu, Ze jsem vSechny analyzy provad¢la z piesné stanoveného mnozstvi bunék,
mohla jsem porovnavat i maximalni hodnoty jednotlivych pika, které odrazeji skutecné
hemu v bunikach je vyrazné€ niz§i nez u ostatnich kultur (obr. 1). Naopak L. tarentolae
obsahuje v buitkdch nckolikandsobné vys§Si mnozstvi hemu (obr. 2). I kdyZ vezmeme na
védomi, Ze jsem pouzila pro analyzu dvojnasobné mnozstvi bun¢k, tento rozdil zlstava stale

vyrazny.
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Obr. 1: Analyza bunék P. serpens péstovanych v definovaném médiu s pfidanym heminem, vlnova
délka = 400nm.
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Obr. 9: Analyza bun¢k P. serpens z definovaného médiu bez heminu, vinova délka = 400nm.
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Obr. 2: Analyza bun¢k L. tarentolae, vinova délka = 400nm. Piky nejsou plné ostré a maximalni

hodnoty tedy UpIn¢ neodpovidaji skutecnosti. Je to pravdépodobné zplsobeno koncentraci soli ve
vzorku, na niz je HPLC analyza velmi citliva.
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Obr. 3: Analyza procyklickych bunék T. brucei, vinova délka = 400nm.
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Obr. 5: Analyza bun¢k E. coli, vinova délka = 400nm.
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Obr. 7: Standard heminu (Sigma), vinova délka = 400nm.
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Obr. 4: Hem b z kultury P. serpens péstované s heminem. Spektrum v ¢ase 7 min.
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Obr. 6: Hem a z kultury P. serpens péstované s heminem. Spektrum v ¢ase 11 min.
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Obr. 8: Hemin (Sigma-Aldrich). Spektrum v ¢ase 7 min.

4.3 Nativni gelova elektroforéza

V predchozi analyze HPLC jsem se zabyvala pfitomnosti hemu typt a a b u riznych
zastupcl trypanosomatid. Neziskala jsem tak ale Zzadné informace o hemu c, ktery je vazany
na proteiny kovalentni vazbou, a proto jej nelze pomoci HPLC detekovat. Abych zjistila, zda
je hem u P. serpens véazany na proteiny, pfistoupila jsem k metod€é nativni gelové
elektroforézy (a blotovani na membranu) u kultur L. tarentolae a dvou vySe zminovanych
kultur P. serpens.

Pomoci barveni Coomassie Brilliant Blue jsem prokazala pfitomnost membranovych
proteini na gelu ve vzorku P. serpens (péstované v pfitomnosti heminu) (obr. 10A).
Pokracovala jsem tedy déle a vzorky z gelu pieblotovala na membranu, z obr. 10B je zfejmé,
ze se proteiny u vSech vzorkd na membranu opravdu pienesly. Provedla jsem tedy i znaceni
chemiluminiscenci s cilem detekovat hem. U vzorkd L. tarentolae z membranové i rozpustné
frakce jsou vZdy jasné signély znacici pfitomnost hemu v buiikach. Pravdépodobné se jedna o
hem c, zatimco hem typu a i b se zproteini vyvazal i za nedenaturacnich podminek.
V zadném ze vzorkd P. serpens (membranovd a rozpustna frakce z kultur péstovanych

s heminem 1 bez heminu) neni patrny zadny signal (obr. 10C).
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Obr. 10: A - gel obarveny Coomassie Brilliant Blue: P. serpens (péstovana v pritomnosti heminu)
membranova frakce, M - marker

B: membrana barvena na proteiny: 1- membranova frakce L. tarentolae, 2 — rozpustné proteiny L.
tarentolae, 3 - membranova frakce P. serpens s heminem, 4 — rozpustna frakce P. serpens s heminem,
4 — membranova frakce P. serepns bez heminu, 5 — rozpustna frakce P. serpens bez heminu, M -
marker

C: membréna barvend chemiluminiscenci: stejné vzorky jako v pfedchozi ¢asti

4.4 SDS-PAGE

Pro dalsi analyzu ziskanych vysledkli jsem vyzkousela polyakrylamidovou gelovou
elektroforézu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Vzorky jsem znacila
chemiluminiscenci a opét se ukazal vyrazny signal pouze u L. tarentolae (obr. 11). Jasny je
signal v oblasti 30 kDa, mén¢ jasny o velikosti asi 12 kDa. Dalsi vzorky byly z kultury P.
serpens péstované v pritomnosti heminu, ani pii nejvyssi koncentraci bunk (8 ul = 2x 10°
bun¢k) se neukdzal jasny signal. Barveni membrany pomoci Poinceau (obr. 12) potvrdilo, Ze

se vSechny vzorky na membranu opravdu pieblotovaly.
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Obr. 11: SDS-PAGE membrana barvena chemiluminiscenci, 1, 3, 5, 7 — L. tarentolae; 2, 4, 6, 8 — P.
serpens péstovana v pritomnosti heminu. Mnozstvi bunék ve vzorcich: 1,2 — 8 ul; 3,4 —4 ul; 5,6 — 2
pl; 7, 8 - 1 ul; M - marker.

Obr. 12: Membrana z obr. 11 barvena pomoci Poinceau pro detekci proteinii. Vzorky stejné jako na
obr. 11.
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4.5 Ristové krivky

Po zjisténi, Ze P. serpens nemusi mit v buiikdch zadny hem, jsem pfistoupila k pokusu
porovnat rist kultur v médiich liSicich se pouze obsahem heminu.

Po dobu 7 dnti jsem sledovala rtst dvou riznych kultur P. serpens: kultury péstované
v Cistém definovaném médiu a kultury z definovaného média s ptfidanym heminem. Naméiené
hodnoty jsou vyneseny v grafu na obr. 15. Abych mohla sledovat reakci téchto dvou
odli$nych kultur na oxidativni stres, pfidala jsem k ¢asti z nich navic 100 uM H,O..

Naméfené mnozstvi bunék se nijak vyrazné nelisi v zavislosti na pfidaném heminu.

Oxidativni stres vyvolany peroxidem vodiku nemél vyrazny efekt na zddnou z kultur.
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Obr. 15: Rustova kiivka 4 rtiznych kultur P. serpens: DM = kultura péstovana v definovaném médiu,
DM+ = kultura péstovand v definovaném médiu s pfidanym heminem, DM + H,0, = kultura
pestovana v definovaném médiu s ptidanym 100 uM H,0O,, DM + hemin + H,0, = kultura péstovana
v definovaném médiu s pfidanym heminem a 100 uM H,0,. Hodnoty jsou priméry ze dvou
soubéznych opakovani.
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4.6 PCR

Gen pro ferochelatdzu byl uspéSné amplifikovan a nasledné osekvenovan pouze z
genomové DNA L. tarentolae (obr. 13, 14). U vzorki z P. serpens se mi podafilo
amplifikovat pouze nespecifické produkty, ac¢koliv jsem se snazila metodu riznymi zptisoby

optimalizovat a pouzila jak z genomovou DNA, tak i metodu RT-PCR.

Obr. 13: Gelova elektroforéza produktt ziskanych reakci PCR pti pouziti DNA L. tarentolae.

B9 ) i
)

Obr. 14: Gelova elektroforéza produkti ziskanych reakci PCR z bun¢k E. coli, potvrzeni ptitomnosti
inzertl v plazmidech.
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5. Diskuze

Uz da Silva a Roitman (1990) si vSimli, Ze neni zapotiebi ptidavat do definované¢ho
média pro P. serpens zadny hem. To jsem potvrdila tim, Ze se mi podatilo udrzet neptetrzitou
kulturu po dobu zhruba jednoho roku v definovaném médiu bez heminu i jeho prekurzori.
VySe zminéni autofi zamitli jako vysvétleni pfitomnost prokaryotického symbionta.
Koneckonct, kultura roste velmi dobie i s antibiotiky, na rozdil od Crithidia oncopelti, ktera
opravdu ziskdva hem od bakteridlnich endosymbionti (Chang,1974) . Zminiovani autofi
navrhuji origindlni vysvétleni, Zze by v bunikkdich mohl byt pfitomny  eukaryoticky
endosymbiont, kterého si jen doposud nikdo nevSiml. DalSim moznym vysvétlenim by byla
pritomnost celé hemové biosyntetické drahy. Pak by ovSem P. serpens byla prvnim znadmym
zastupcem trypanosomatid, ktery tuto drahu ma, a ptivod jejich genti by byl velmi zajimavym
tématem. RovnéZ velmi pozoruhodna je ta moznost, Zze P. serpens nepotiebuje hem ke svému
zivotu vibec.

Z vysledkt analyzy HPLC mtzeme jednozna¢né konstatovat, ze pokud se P. serpens
péstuje v médiu bez hemu, neobsahuje v bunkach zadny hem a ani b (obr. 9). V kultufe neni
mozné detekovat ani minimalni mnozstvi hemu i za pouziti velmi senzitivni metody jakou je
HPLC. Zaroven ale, pokud se hemin do média ptida, organismus je schopny jej transportovat
do bun¢k. V analyze kultury P. serpens péstované v piitomnosti hemu jsem ziskala dva jasné
piky odpovidajici hemu typt b a a (obr. 1). S nejvétsi pravdépodobnosti jsou tedy bunky
schopné piijaty hem b dale metabolizovat pies hem 0-syntdzu a hem a-syntazu az na hem a.

Stale jsme ale nemohli vyloudit, zda kultury neobsahuji také hem c, ktery je
kovalentné¢ vazany na proteiny (Cheek a Dawson, 2007) a metodou HPLC se tedy neda
detekovat. Proto jsem kultury podrobila SDS-PAGE. Vysledky jasné ukazaly, Ze hem c je
ptitomny u L. tarentolae, ale nebyl detekovan u P. serpens péstované s heminem (obr. 11).
Tento zavér je celkem logicky, nebot’ hem € se nachazi pouze v proteinech dychaciho fetézce
(Reedy a kol., 2008) a ten u P. serpens chybi (Tielens a Van Hellemond, 1998).

S cilem potvrdit a dale rozvést vysledky HPLC jsem pfistoupila k nativni gelové
elektroforéze. Chtéla jsem zjistit, zda je hem pfitomny v bunikach také vazan do proteinti.
V tomto ohledu metoda selhala, nebot' se podafilo detekovat signal pouze u bunck L.
tarentolae a u zadné z kultur P. serpens (obr. 10). Oznacené hemové proteiny obsahuji
s nejvétsi pravdépodobnosti jako kofaktor opét hem c. Diky kovalentni vazbé je spolehliveé

detekovatelny, zatimco zbyvajici dva nekovalentné¢ vazané typy hemu se pravdépodobné
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vlivem vnéjSich podminek b&hem analyzy z proteinii odstépily. Navic jeden ze signald L.
tarentolae se dle velikosti shoduje pfi pouziti dvou riznych metod (obr. 10 a 11).

Kombinaci vySe zminénych piistupti jsem dosla k zavéru, ze v bunkach P. serpens
nemusi byt pfitomny hem a, b ani ¢. Takze mizeme vyloucit hypotézu, Ze by tento zastupce
trypanosomatid mél celou hemovou biosyntetickou drahou a stejn¢ tak i alternativni moznost
zahrnujici endosymbionta. Zaroven ale plati, ze pokud ma P. serpens hem dostupny
z prostiedi, dokaze jej transportovat do bunck a pravdépodobné i dale metabolizovat. Snazila
jsem se tedy zjistit, zda organismus tento kofaktor také zabudovava do proteinti. Pti pouziti
metody nativni elektroforézy byly ale podminky stidle moc drsné a nekovalentni vazby se
rozstépily. V budoucnu bude tedy nutné zvolit jiny pfistup, napt. LDS-PAGE.

Zajimalo nas také, zda hemin pfidany do média n¢jak podporuje rtst kultur P. serpens.
Proto jsem meéfila pocet bunck dvou kultur v médiich, jez se od sebe lisila pouze pfitomnosti
heminu. Ze ziskanych udajui jsem vypracovala ristové kiivky. Ve vysledném grafu (obr. 15)
neni vidét vyrazny rozdil mezi t€émito dvéma kulturami. Nejenze je P. serpens schopna prezit
bez hemu, ale je schopné se bez tohoto koenzymu normalné¢ mnozit a trvale rtst. Zaroven
z mych vysledkt ale nevyplyva, Ze by pfidany hemin znateln¢ zvysil rist kultury.

Abych ovéfila hypotézu, zda buiika hem vyuziva pro obranu proti oxidativnimu stresu
(napt. peroxidazy), mefila jsem také rastové kiivky v podminkach oxidativniho stresu.
Piidany peroxid vodiku nijak vyrazné neovlivnil rtst ani jedné ze dvou studovanych kultur
nebo je potlacil pfiblizné stejn€, namétené rozdily nejsou nijak vyrazné. Je mozné, ze buiky
ovladaji dalsi mechanismy obrany proti oxidativnimu stresu a nespoléhaji se na okolni zdroje
heminu. Jednim z téchto dalSich mechanismii mlze byt napiiklad superoxid dismutaza,
nechemovy metaloenzym podilejici se na obrané proti oxidativnimu stresu, ktery byl u
Phytomonas detekovan (Marin a kol., 2004) Existuji i katalazy (jedny z hlavnich enzymi
zabraniujicich oxidativnimu steru), které vyuzivaji misto hemu jako kofaktor mangan (Rochat
a kol.,, 2006) Ziskané vysledky bude nutné dale ovéefit a pokus zopakovat za riznych
podminek.

Hem potencidlné pifitomny v buitkach P. serpens slouzi s nejvétsi pravdépodobnosti
jako kofaktor cytosolickych enzymi (peroxidazy, kataldzy ad.). Méné pravdépodobna je
pfedstava, Ze buniky tento hem pouze nespecificky piijimaji, ale neni inkorporovan do
proteint. Tuto moznost se bohuzel nepodatilo vyse popsanymi metodami provetit.

S ohledem na druhy Leishmania a Crithidia, které maji posledni tifi enzymy hemové
biosyntetické drahy, je stile mozné i to, ze pfislusné geny jsou pfitomné i v genomu P.

serpens, ale nejsou exprimovany nebo nejsou jejich produkty funkci. Proto jsem u P. serpens
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pomoci PCR hledala gen pro ferochelatdzu, posledni z enzymli hemové biosyntetické drahy.
Pravé tento gen jsem zvolila zdmérné kvili ptipadu leishmanie, kterd nema celou hemovou
drahu, ale jen posledni tfi kroky (Berriman a kol., 2005). Takze pokud by P. serpens m¢la
alespoil nékteré z genl pro syntézu hemu, s nejvétsi pravdépodobnosti by mezi nimi byla
pravé ferochelataza. Nicméné piestoze se nam podafilo ji detekovat u L. tarentolae, u P.
serpens byly veskeré pokusy s rizn€ nastavenymi podminkami vzdy neuspésné. Na zakladée
téchto negativnich vysledkli povazuji za velmi nepravdépodobné, ze by byl v genomu P.
serpens ptitomny néktery z genti pro hemovou biosyntetickou drahu, naprosto vyloucit tuto
moznost ovSem nelze. Pfipadné by mohla mit néjaky s velmi pozménénou sekvenci. To je
velmi nepravdépodobné vzhledem ke skuteCnosti, Ze u piibznych druht (Leishmania,
Crithidia) jsou tyto sekvence velmi konzervativni .

Zkratka, P. serpens hem k Zivotu nepotiebuje. Ze ziskanych dat tedy vyplyva, ze se
jedna o prvni znamy eukaryoticky organismus schopny Zit bez hemu. Jsou zndmi zivocichové,
pfedevSim paraziti, ktefi postrddaji hemovou biosyntetickou drdhu (klistata, ncktera
nematoda, hlenky, had’atko Caenorhabditis elegans ad.), ale ziskavaji hem od svych hostitelt
(Koteny a kol., 2010). Zaroven musime vzit na védomi, ze nékteti z nich (Trichomonas,
Giardia, Entamoeba ad.) stejn¢ jako P. serpens nemaji dychaci fetézec a energii ziskavaji
pouze glykolyzou. Nové informace o téchto prvocich vyplynuly z osekvenovani genomd:
zadny z gend hemové syntetické drahy nebyl nalezen, u Trichomonas vaginalis se nepodatilo
identifikovat zadny protein, ktery by vyuzival hem jako kofaktor (Dolezal a kol., 2007), u
Giardia intestinalis byl identifikovan homolog flavohemoglobinu (Smith a kol., 1998). Je
tedy mozné, Ze ani tito prvoci hem ke svému Zzivotu nepotiebuji. Tento ptredpoklad se ale
v soucasnosti neda snadno ovéfit, nebot’ se u zminénych parazitl tézko ziskava axenicka
kultura, natoz aby byli kultivovani v definovaném médiu.

Zatim jsou znamy pouze prokaryotické organismy, které nepotiebuji hem k zivotu
napt. Enterococcus faecalis (Frankenberg a kol., 2002). Pro n¢kteréradu baktérii plati, ze hem
k zivotu nepotiebuji, ale pokud jim je dodan, indukuje vznik cytochromti a ptechod na
oxidativni respiraci namisto substratové fosforylace (Gaudu a kol., 2002; Pedersen a kol.,
2008).

Z vyse popsanych vysledkt si tedy mizeme vytvofit piedstavu, jak P. serpens funguje
v pfirozeném prostiedi. Protoze Zije v prostfedi velmi bohatém na cukry, mohla si dovolit
ztratit dychaci fetézec a tim padem 1 cytochromy. Pokud nepotiebuje nejvyznamnéjsi hemové
proteiny, pravdépodobné nestoji za to udrzovat si néjakych osm enzymui a k nim vSechny

potfebné geny. Pravdépodobné tedy nespoléha na vnéjsi zdroje hemu (o nichz nemame tusSeni,
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jak jsou velké nebo stalé), ale vyuziva jiné mechanismy obrany proti oxidativnimu stresu, nez
jsou hemové peroxidazy. Pokud budeme ale vychéazet z ptredpokladu, Ze hem je v zivych
systétmech naprosto esencialni a vSudypfitomnou molekulou, dojdeme k hypotéze, ze se
v parazitovanych rostlinnych bunikdch nachazi v nemalém mnozstvi a pro P. serpens je bézné
dostupny. Bohuzel stile nevime, k ¢emu jej pak vyuziva. Nejpravdépodobnéj$i moznosti se
zdé4 byt obrana proti oxidativnimu stresu, ackoliv to mé pozorovani nepotvrdilo. Této druhé
teorii nasvédcuji vysledky z HPLC analyzy kultury péstované s heminem. Na jejich zakladé
muzeme predpokladat, ze buiiky ovladaji nejen urcity transportni systém pro hem, ale také
enzymaticky aparat pro syntézu hemu a.

Uplné nezajimavé nejsou ani vysledky ziskané analyzou zbyvajicich dvou zastupct
trypanosomatid. Data z HPLC odpovidaji skute¢nému mnozstvi hemu obsazeného v bunkach.
Diky tomu, Ze jsem vzdy pouzila pfesné stanovené mnozstvi bunck, mizeme jednotlivé
vysledky navzajem porovnavat. Procyklické stadium T. brucei obsahuje pfiblizné
dvojnasobné mnozstvi hemu b nez P. serpens s heminem. To mizeme jednoduse vysvétlit
tim, Ze toto stddium trypanozomy ziskava energii prostfednictvim dychaciho fetézce, kde je
zastoupeni hemovych proteind pravdépodobné nejvyssi. V buiikach L. tarentolae je podil
hemu jesté¢ vyrazn¢ vyssi (I pokud vezmeme na védomi, Ze jsem pouzila dvojndsobné
mnozstvi bunék). Tento vysledek je pomérné piekvapivy a nelze jej jednoduse vysvétlit.

Z membrany ziskané z SDS-PAGE a nasledné zna¢ené chemiluminiscenci specificky
pro hem miizeme vycist dva signaly. Protoze touto metodou se da detekovat pouze hem c,
povazuji ziskané signaly za cytochrom c, v podstaté jediny protein vyuZzivajici jako kofaktor
hem ¢ (Reedy a kol., 2008). Jasny signal v oblasti 30 kDa odpovida stejn¢ velkému proteinu
detekovanému i nativni elektroforézou, jedna se nejspi§ o cytochromu cl (Niebisch a Bott,
2001). Druhy, méné¢ jasny signal velky 12 kDa pokladam za cytochrom ¢ (Céazares-Delgadillo
a kol., 2007).
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6. Zavér

Porovnala jsem mnozstvi hemu mezi Trypanosoma brucei, Leishmania tarentolae a
dvéma kulturami Phytomonas serpens lisicich se dostupnosti hemu. Dokazala jsem, ze P.
serpens dokaze zit a rist bez hemu. Tim se stdvd prvnim zndmy eukaryotickym organismem,
ktery nepotiebuje tento kofaktor. Zarovenn ale, pokud hem ke kultuie piidame, je
transportovan do bun¢k a dale metabolizovan. Nepodaftilo se mi dokazat, zda je tento kofaktor
inkorporovan do proteinti a k jakému tcelu jej P. serpens vyuziva.

K dal§imu vyzkumu hemovych proteini bude nutné zvolit nové ptistupy. Ackoliv se
mi to nepodaftilo potvrdit, nejpravdépodobnéjsim zpisobem vyuziti hemovych proteini se zda
byt obrana vici oxidativnimu stresu. Bude nutné tento pokus zopakovat a optimalizovat

podminky.
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