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1 Uvod

Nékteré skupiny hmyzu se evolu¢né prizptisobily na specifické zdroje potravy, jako je
napiiklad $tava zrostlinnych pletiv nebo krev. Protoze je vSak tento zpusob vyzivy
nedostateCny a hmyz ze své potravy neziskava vSechny vyzivové latky, které potiebuje,
vybudoval si béhem miliona let evoluce spolupréci s endosymbiotickymi bakteriemi, které
dokazi chybéjici latky syntetizovat a predavat hostiteli (Blochmann, 1892; Buchner, 1965).

Tyto Dbakterie se diky dlouhé dobé souziti s hostitelem prizptsobily
endosymbiotickému vztahu tim, Ze se naucily zit ve specialnich bunikach hostitele, zvanych
bakteriocyty, umi se vertikalng pfenaSet na potomky hostitele a zamétuji se na syntézu latek
vyzadovanych hostitelem. VSechna tato prizpisobeni méla také za nasledek zmény tykajici se
mnozstvi genetické informace endosymbionta. Délka genomu endosymbiotickych bakterii je
mezi prokaryotickymi organismy jedna z nejkratsich. K tomuto zkraceni genomu doslo kvili
odstranéni gent, které se staly nepodstatnymi kviili pfizpisobeni bakterie na zivot uvnitf
specifickych bunék hostitele (Gil et al., 2002; Wernegreen, 2002). Castokrat se stava, ze kvili
mutaci bakterie ztrati schopnost syntetizovat ur¢itou latku a je pak odkazana na hostitele.
Bakterie si tedy ponechavaji geny esencialni, tj. nezbytné pro zivot a rozmnozovani, a také

geny potiebné pro syntézu latek vyzadovanych hostitelem (Zientz et al., 2004).

1.1 Primarni a sekundarni endosymbionti

Hmyzi hostitel vétSinou hosti vice riznych endosymbionti, ti hlavni se oznacuji jako
primarni symbionti a daji se rozeznat diky né€kolika typickym ryslim. Najdeme je ve vSech
jedincich daného druhu a zpravidla se vyskytuji ve specializovanych buiikach zvanych
bakteriocyty (Baumann, 2005), jejich genomy jsou vyrazné redukované a obsahuji mnohem
vice A + T (Moran, 1996). Dal§im rysem je spolecna fylogeneze s hostitelem a tedy vzajemné
ovlivnéné evoluéni zmény (Chen et al., 1999; Clark et al., 2000; Sauer et al., 2000). Pokud se
primarni symbionti vyskytuji pouze u nékterych linii hostiteli, naznacuje to, Ze se jednd o
nedavno ziskané symbionty ¢i o zbytky starého symbionta, ktery se u jinych hostitelskych linii

ztratil (Bennett and Moran, 2013).

V mnoha ptipadech Ize najit jesté sekundarni symbionty, které je mozné kultivovat in
vitro (Baumann, 2005). Vyskytuji se také ve stievech hostitele, jsou evolu¢né mladsi a jejich
funkce jsou hlavné fakultativné prospés$né (Salcedo-Porras et al., 2020). Pfedpoklada se, ze

sekundarni symbionti mohou slouzit také jako zdroj pro nahradu primarnich symbiontd,
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u kterych ¢asem hrozi pfilisna degradace (Feldhaar and Gross, 2009, Sloan and Moran, 2012;
Bennett and Moran, 2015). Sekundarni symbionti mohou byt diikazem toho, ze ob¢as dochazi

i K horizontalnimu pienosu mezi hostitelskymi druhy (Oliver et al., 2010).
1.2 Hmyz a endosymbiotické bakterie

Odhaduje se, Ze az dvacet procent veskerych druhti hmyzu vyuziva ke svému zivotu
pomoc vnitrobunéénych endosymbiotickych bakterii. Da se predpokladat, Ze oboustranné
prospésny vztah s témito bakteriemi vyznamné napomohl jejich evolu¢nimu uspéchu. U
hmyzu sajictho mizu a hmyzu sajictho krev byla uz pii pouziti svételného mikroskopu
dokazana pfitomnost specializovanych bunék, nazyvanych bakteriocyty (ptvodné
mycetocyty), ve kterych se endosymbiotické bakterie vyskytuji (Blochmann, 1892; Buchner,
1965). Pomoci experimentl, béhem nichz doslo k odstranéni endosymbiotické bakteri z téla
hostitele, se ukazalo, ze u nékterych druhi hmyzu je konkrétni endosymbiont v organismu
nezbytny. Po jeho odstranéni mél hostitel problémy se spravnym vyvojem, plodnosti, a
dochazelo k vyznamnému zkraceni zivota (Douglas, 1998; Baumann, 2005; Zientz et al.,
2006). U bakterie Wigglesworthia, ktera slouzi jako endosymbioticka bakterie much rodu
Glossina, byly odhaleny funkce slouzici pro biosyntézu kofaktori a vitaminti, avSak nenasly
se zadné funkce slouzici k biosyntéze esencialnich aminokyselin pro hostitele (McCutcheon
and Moran, 2007). Z toho vyplyva, Ze hostitel vyuziva tyto bakterie hlavné pro doplnéni latek,
které se V jeho typické potravé vyskytuji bud’ malo, nebo vibec, ale k Zivotu a uspé$nému
vyvoji je potiebuje (Baumann, 2005; Lopez-Sanchez et al., 2009; Manzano-Marin et al, 2015).
Proto se endosymbiotické bakterie vyskytuji pfevazné u téch druhi hmyzu, které jsou
ptizpisobeny na piijem specifické potravy (Blochmann, 1892; Buchner, 1965; Feldhaar and
Gross, 2009;). Nekdy je k tvorbé konkrétnich latek zapotiebi spoluprace endosymbionta i
hostitele. Naptiklad syntéza vitaminu B5 u hostitele Acyrthosiphon pisum a jeho primarniho
endosymbionta Buchnera aphidicola. Hostitel dokaze vytvofit potiebné prekurzory a ty pak
transportovat do téla bakterie, kterd diky nim néasledné dokon¢i syntézu vitaminu B5, jehoz
¢ast si ponechd a ¢ast dodé zpét hostiteli. Tomuto procesu se fikd metabolickd komplementace

(Wilson and Duncan, 2015).

Diky dlouhé koevoluci hostitele a endosymbionta lze piedpokladat, ze doslo
k vyrovnani bakterialni virulence a soucasné také k snizeni imunitni obrany hostitele vici

endosymbiontovi, ve snaze vytvofit vztah pro oba co nejvyhodnéjsi. Hostitel tedy muze



do jist¢ miry regulovat mnoZzstvi bakterii ve svych bunikach, ale jeho imunitni systém je
ptizpusoben tak, aby bakterie nikdy zcela nevyhubil. Samotni endosymbionté maji moznost
bud’ aktivné hostitele ovlivnit a potlacit tak jeho imunitni odpovéd’, nebo mohou pozménit
vlastni ,,viditelnost* pro imunitni systém hostitele zménou molekuldrniho sloZzeni bunécné

stény (Feldhaar and Gross, 2009).
1.3 Bakteriocyty

Obligatni endosymbionti se naucili zit ve specidlnich hostitelskych buiikach, které se
nazyvaji bakteriocyty. Jedna se o specificky typ hostitelskych bunck, které jsou
charakteristické svou morfologii a umisténim. Casto také tvoii vétsi struktury, kterym fikdme
bakteriomy. Ty mizeme najit bud’ mezi bunikami stfedni ¢asti stfev, napiiklad u mravenct
rodu Camponotus, nebo mohou ve stievech tvofit utvary, které svym vzhledem piipominaji
organy, které se nachazi naptiklad u msic nebo $vabu (Sauer et al., 2002; Baumann, 2005).
Vsechny bakteriocyty u riznych druht hmyzu, maji dva spole¢né znaky, a to velikost az
100um, a fakt, Ze obsahuji endosymbiotické bakterie nezbytné pro hostitele (Douglas, 1989).
Bakterie se pak mohou vyskytovat bud’ voln¢€ v cytosolu, nebo uzaviené ve vakuolach
bakteriocytu (Sauer et al., 2002; Baumann, 2005). Mezi hostitelem a endosymbintem dochazi
k vyménam esencialnich latek. Bakterie zijici v bakteriocytech hostitelského organismu ¢asto
ztraceji vétSinu gend, které se podileji na spravné tvorb¢é bunécnych oballi. To naznacuje, Ze
prostiedi hostitelského bakteriocytu miize nahradit ptivodni funkce bakterialnich bunéénych
obalti (Nakabachi et al., 2005; Moran et al., 2008). Pokud ma hostitel vétsi pocet riznych
endosymbiontii, mohou se vyskytovat odélené v bakteriocytech, které se lisi svoji morfologii,
ale neni to pravidlem. U nékterych druhi hmyzu také dochéazi k oddélovani endosymbionti

pomoci tzv. perisymbiotické memebrany (Douglas, 1989).

Mimo bakteriocyty miizeme najit endosymbiotické bakteri také v reprodukéni tkani a
vajiccich hostitele. Primarni i sekundarni endosymbiotické bakterie jsou predavany vertikalné
pomoci transovarialniho pfenosu ¢imz zajistuji dlouhotrvajici koevoluci hostitel-
endosymbioticka bakterie. (Baumann et al., 1995; Schroder et al., 1996; Chen et al., 1999;
Sauer et al., 2000).



1.4 Vliv na genom endosymbionta

Ke spravnému a stabilnimu zaclenéni symbiotické bakterie do hostitelské eukaryotické
buiiky je tfeba, aby ona bakterie pfizplsobila svij metabolismus. Toto modifikovani
zpusobilo, Ze metabolismus symbiotické bakterie je natolik pozménén od té volné Zijici, ze je
vétsSinou nemozna kultivace in vitro (Moran, 2001). Pfizptisobeni se na vztah hostitel-
endosymbiont vyvolalo drastické zmenSeni genomu u endosymbiotické bakterie vlivem tzv.
Muller’s ratchet (viz nize). Na rozdil od volné zijicich bakterii, jejichz genomy maji obvykle
velikost pfiblizné mezi 2 az 12 Mbp, endosymbiotické bakterie maji genomy mnohem mensi,
v extrémnich ptipadech az 160 kbp, a tomu také odpovida mala kapacita kédovani (Gil et al.,
2002; Wernegreen, 2002; Douglas and Raven, 2003; Baumann, 2005 Lynch et al., 2006).
Velikost genomt endosymbiotickych bakterii ¢astokrat hrani¢i s minimalnim genomem, tedy
sadou gent, které stac¢i konkrétnimu organismu pro Zzivot v pfiznivych podminkach.
V redlnych podminkach je pocet gent lehce vyssi kvili redlnym ekologickym vlivim na
organismus (Mushegian and Koonin, 1996; Curnow et al., 1997; McCutcheon and Moran,
2012).

U endosymbiontt tedy doslo k selektivnimu sniZzeni metabolické kapacity bakterie a
eliminaci biosyntetickych drah, které v konkrétnim prosttedi uvniti hostitele nemély
uplatnéni. Metabolické drahy, které nejsou kliCové pro preziti bakterie nebo spravné
fungovani Zivotnich funkci, byly odstranény, aniz by dosSlo k poSkozeni endosymbiotické
bakterie, produkci toxickych metaboliti, nebo negativni reakci hostitelského organismu na
pfitomnost bakterie. Schopnost uskute¢novat anabolické a katabolické reakce je u
endosymbiontt silné€ redukovana, dochdzi u nich ke zna¢né azZ tplné ztraté regulacnich faktori
a systémil pfenosu signall, a kvili vysokému tlaku kysliku v okoli endosymbionta doslo ke

zptisnéni respiraéniho a energetického metabolismu (Zientz et al., 2004).

Neékdy vSak dochézi ke ztrat€¢ genli nebo biosyntetickych drah, které jsou pro zivot
bakterie pottebné, endosymbiont je pak odkazan na pomoc hostitelského organismu (Moran
and Plague, 2004). Hostitel je v tom piipad€ schopen pomoci svych genl vytvaret a nasledné
dorucit latky potiebni pro spravnou funkci bakterie (McCutcheon and von Dohlen, 2011; Koga
endosymbiont je vzajemnd zdvislost jejich metabolismi a kombinace jejich metabolickych

drah, pokud maji spolecny meziprodukt. Nekteré latky musi byt doddvany bakterii hostitelem,



jsou poté vyuzivany endosymbiontem pro vlastni potfeby zajist'ujici pfeziti, nebo jsou nadale
vyuzivany k syntéze metabolith vyzadovanych hostitelem (Zientz et al., 2004).
Endosymbiotické bunky si tedy ponechavaji pfevazné geny podilejici se na replikaci,
transkripci, translaci a syntéze metabolitd nezbytnych pro hostitele (Zientz et al., 2004;
McCutcheon, 2010). Fakt, Zze endosymbiotické bakterie jsou ve vhodnych podminkach uvnitt
hostitele schopné redukovat mnoho svych genti, naznacuje, Ze podobné mechanismy Upravy

genomu se daji aplikovat na vétSinu bakterii (Zientz et al., 2004).
1.5 Muller’s ratchet a vliv na genom endosymbionta

U vétSiny organismi se muzeme setkat s pomérn¢ vysokou pravdépodobnosti a
rychlosti vyskytu $kodlivych mutaci (Crow and Simmons, 1983; Bell and Graham, 1988;
Kondrashov, 1988; Charlesworth et al., 1990; Hoekstra, 1991; Houle et al., 1992; Moran,
1996). Pokud bereme v potaz pouze mnozstvi mutaci, pak logicky ta populace, ktera nese
nejvyssi pocet nashromazdénych mutaci, ma nejveétsi Sanci na vyhynuti. Na tento fakt u
malych nepohlavnich populaci poukazal genetik Hermann Joseph Muller roku 1964 (Muller,
1964). Pokud piedpokladame pocet zpétnych mutaci téméf nebo Gplné nulovy, a zaroven kvuli
nepohlavnimu rozmnozovani u téchto populaci nedochazi k rekombinaci, dojdeme k zavéru,
ze takovyto organismus nemuze zplodit potomka, ktery by mel mensi pocet mutaci, nez jaké
ma on sam. U jednotlivcl s nejvySSim poctem mutaci mize dojit k neschopnosti se dale
reprodukovat a tato populace tedy vyhyne. U jedinci s menS$im poétem mutaci dochézi
k hromadéni malych mutaci az do bodu, kdy také nejsou schopni reprodukce. Tento jev, ktery
byl roku 1974 Joe Felsensteinem pojmenovan jako Muller’s ratcher (Felsenstein, 1974), se
opakuje stale dokola (Haigh, 1978; Smith, 1978; Pamilo et al., 1987; Bell and Graham, 1988;
Birky and Walsh, 1988; Charlesworth, 1990; Lynch and Gabriel, 1990; Melzer and Koeslag,
1991; Gabriel et al., 1993; Moran, 1996).

Cim mensi populace, tim vétsi roli hraje ndhoda (tj. stochastické procesy), vice se zde
vyskytuji skodlivé mutace, které se nasledné hromadi a zptisobuji rychlejsi pokles populace a
fitness jedinctl, coZ oznacujeme jako mutacni zhrouceni. Hromadéné mutace, které maji na
zivot populace vliv, mohou zplisobovat pouze mirné¢ negativni ucinky, jelikoZ na silné
negativni mutace pusobi selekce a organismus bud’ nepfezije, anebo neni schopen piedat své

geny do dalsi generace (Gabriel et al.; 1993).



Vedle vyznamného zkraceni bakteridlniho genomu je dalSim charakteristickym
znakem pro vztah hostitel-endosymbiont mnohem vétsi ¢etnost adeninu (A) a thyminu (T),
a zaroven tedy pokles obsahu guaninu (G) a cytosinu (C) zhruba na 16 — 33%, zatimco u volné
Zijicich bakterii je to kolem 50% (Moran et al., 2008; Feldhaar and Gross, 2009). V genomech
nékolika ¢lent stejného rodu endosymbiontil se objevuji podobné prvky, i kdyz se v pribehu

miliont let vyvijeli nezavisle (Tamas et al., 2002; Degnan et al., 2005).

Genomy u endosymbiotickych bakterii zavislych na hostiteli jsou mnohem vice
ovlivnény efektem Muller’s ratchet a tedy uc¢inkem nahody na frekvenci alel. Rychleji fixujici
se Skodlivé mutace méni aminokyseliny, stabilitu proteini a inaktivuji nebo mazou
neesencialni geny. Geny slouzici pro opravu DNA jsou tak ztraceny, a dochazi tak k fixovani
mutaci, které upfednostiiuji A + T (Moran, 2006). Tyto skute¢nosti byly objeveny diive, nez
doslo k tplnému dekoddovéani genomil danych bakterii (Moran, 1996). Z vySe zminénych fakti
vyplyva, Ze procentualni obsah A + T, respektivé G + C, ukazuje, jak moc je bakterialni genom
degenerovany a do jaké miry ztratil endosymbiont schopnost opravy vlastni DNA. Vysokou
frekvenci A + T muZzeme najit hlavné v mistech neutralnich nebo téméf neutralnich co se tyce
selek¢niho vybéru. Napiiklad tedy v tichych mistech na kodonech (Moran, 1996; Degnan et
al., 2005).

1.6 VSsi a endosymbiotické bakterie

Vzhledem k charakteru potravy, kterou vsi ptijimaji, dochazi k absenci specifickych
latek potiebnych pro jejich preziti. Tyto latky si v8i jednak neumi obstarat z krve hostitele,
jednak si je neumi ani syntetizovat (Baumann, 2005; Lopez-Sanchez et al., 2009; Manzano-
Marin et al., 2015). VSi patii mezi obligatni parazity zivici se vyhradné krvi savct. Jedna se
téz o hostitelské organismy pro endosymbiotické bakterie, které se prenaseji vertidkalné od
matky K potomkim. Dva vyznamni symbionti krevsajicich vsi jsou Legionella polyplacis
(dale jen L. polyplacis; u vsi rodu Polyplax) a Candidatus Riesia pediculischaeffi (dale jen R.

pediculischaeffi; u vii rodu Pediculus schaeffi) (Bright and Bulgheresi 2010; Rihova et al.,

vitaminy B, hlavné vitamin B7, potiebny pro spravnou syntézu mastnych kyselin. Dale také
vitamin BS5, ktery slouzi jako prekurzor koenzymu A (Vallari and Rock, 1985; Duron and
Gottlieb, 2020).



Zajimavosti je, ze u bakterii rodu Riesia jsou geny potfebné k syntéze vitaminu B5
koédovany na plazmidu (Kirkness et al., 2010; Boyd et al., 2014) Tato anomalie vSak miize
prinaset nevyhody, jako tieba nutnost vice kroki pti déleni bunky, z divodu zajisténi ptfenosu

genetické informace do vSech dcefinych bunék (Boyd et al., 2017).

Symbiodza u riznych druhi vsi neni dikazem vzniku ze spole¢ného piedka, ale spiSe
se vyvinula u rtiznych druhii né€kolikrat nezavisle na sobé (Buchner, 1965; Hypsa and Ktizek,

2007; Allen et al., 2009, 2016; Boyd and Reed, 2012; Boyd et al., 2016).
1.7 Legionella

Bakterie rodu Legionella patii mezi gramnegativni kokobacily, které méfi 0,3 az 0,9
um na $itku a 2 az 20 um na délku. Pokud jsou péstovany na kultivaénich médiich, pak tvoii
prodlouzené vlaknité formy (Diederen, 2008). Jedna se o zndmé lidské patogeny zpiisobujici
tézkou plicni infekei pod nazvem Legionaiska nemoc (Diederen, 2008; Joseph et al., 2016),
ktera je Casto doprovazena silnym kaslem, horeCkou a bolesti hlavy (Stout and Yu, 1997).
Nejcastéji se tyto bakterie vyskytuji v biofilmech spojenych s amébami, na kterych parazituji
(Fields, 1996; Joseph et al., 2016), tedy hlavné v pfirodnich vodnich prostiedich, kterymi jsou
napiiklad potoky, feky, jezera, rybniky, vlha pida a bahno. Piezivaji chloraci a mohou se tedy
dostat do vodovodnich systému a mnozit se naptiklad na sprchovych hlavicich ¢i vodovodnich
bakteriich (Diederen, 2008). Nepatii k typickym endosymbiotickym bakteriim, jelikoZ jediny
ptipad symbidzy byl nalezen u v§i rodu Polyplax. V té dobé vsak jesté nebyla znama identita
nalezenych symbionti (Aschner, 1934). Vsi rodu Polyplax patii mezi typicky piiklad
obligatnich hematofagl a jsou tedy zcela zavislé na symbiotickych bakteriich, které pro né
syntetizuji potfebné latky. Bakterie u téchto v§i byla na zédklad¢ 16S rDNA sekvenovani urcena
jako ¢len rodu Legionella, pti¢emz se zjistilo, Ze tvoii nezavislé fylogeneticky vzdalené linie

(Hypsa and Kiizek, 2007). Kompletni genom této bakterie je jiz znam (Rihova et al., 2017).
1.8 Riesia

Bakterie rodu Riesia jsou mladymi primarnimi symbionty v§i u lidi, Simpanzi a goril
(Sasaki-Fukutsu et al., 2006; Allen et al., 2007, 2009; Hypsa and Kiizek, 2007; Novakova et
al., 2009). Vyskytuji se v bakteriocytech ve stfevech téchto vs§i. Po dovrSeni sexualni
dospélosti migruji tyto bakterie do rozmnozovacich organta hostitele a vertikalnim pfenosem

tak zajist'uji pfenos gent do dalsi generace hostitele (Ries, 1931; Buchner, 1965; Eberle and



McLean 1982; Sasaki-Fukatsu et al., 2006; Perotti et al., 2007; Bright and Bulgheresi, 2010).
Na zakladé¢ experimentii, kde byly endosymbionti z hostitele odstranéni, byl vysloven
predpoklad, Ze hlavnim ucelem bakterii Riesia je syntéza sedmi riznych vitaminu B, které si
hostitel sam vytvofiit nedokaze (Puchta, 1955). Jednim z nich také vitamin BS5, neboli kyselina

pantothenova, slouzici k syntéze koenzymu A, bez které ves neptezije (Perotti et al., 2008).

Tato bakalafska prace je soucasti komplexné&jSiho vyzkumu symbiotickych bakterii
krevsajiciho hmyzu, probihajiciho dlouhodobé v nasi laboratofi na katedie parazitologie.
Vyznamnou slozkou tohoto vyzkumu je studium genomické a metabolické kapacity riznych
symbiontli u riznych hostitelti a v riiznych fazich symbiogeneze. Takova analyza vyzaduje
podrobné zmapovani metabolickych drah a schopnosti jednoltivych symbiont. V dostupné
literatuie jsou vSak takova srovnani obvykle zaloZena na pomérné jednoduchych kritériich
(pfitomnost/neptitomnost vSech potfebnych gent), poptipadé nejsou kritéria hodnoceni jasné
vyjadiena. V této bakalarské praci se proto vénuji vytvoreni podrobného porovnani dvou
endosymbiotickych bakterii v§i vzniklych z odlisnych skupin bakterii, L. polyplacis a R.
pediculischaeffi. Jednotlivymi kroky této analyzy jsou:

e ldentifikace gend, které ztstaly u téchto bakterii zachovany

e Priifazeni gent k pfislusnym metabolickym draham

e Posouzeni kompletnosti a funk¢nosti jednotlivych metabolickych drah
e Porovnani shod a rozdild ve stavbé genomu téchto bakterii

e Vytvoreni pfehlednych metabolickych map pro ob¢ bakterie



2 Materialy a metody

Kompletni genomy bakterii L. polyplacis a R. pediculischaeffi byly dodany profesorem
Vaclavem HypSou RNDr. CSc. S pomoci programu Geneious Prime 2020.2.4 (Kearse et al.,
2012) byly vyexportovany ve formatu fasta. Nasledné byla provedena anotace pomoci
internetové platformy RAST (Aziz et al., 2008) kanotaci metodou Classic RAST
s automatickou opravou chyb. Hotové anotované genomy byly otevieny znovu v programu
Geneious Prime, geny byly jednotlivé vyexportovany a pomoci funkce Translate pievedeny
na sekvenci aminokyselin. V sekci Annotations byly geny sefazeny vzestupné podle sloupce
Minimum, tedy podle umisténi prvni aminokyseliny v genomy a vyexportovany jako tabulka
do programu Microsoft Excel 2016 16.0.4266.1001 pro pozdéjsi vyuziti (tabulka dostupna
jako elektronika ptiloha).

Stejnym zpusobem sefazené geny spolecné se sekvencemi byly jako jina tabulka
vyexportovany do programu Microsoft Excel 2016, kde bylo pfidano cCislovani gend a
symboly <. Tabulka byla poté vlozena jako prosty text do programu Microsoft Word 2016
16.0.4266.1001 a upravena na format fasta.

Za ucelem pripadné identifikace genli ozna¢enych severem RAST jako ,.hypothetical
proteins® byly sekvence aminokyselin nahravany do platformy BLAST (Camacho et al., 2009)
s vyuzitim funkce Protein BLAST. Z hledani byly vZdy vylouceny bakterie, kterym geny
patiily, tedy bud’ L. polyplacis nebo R. pediculischaeffi. V sekci Algorithm parameters byl
Expect threshold zménén z 0,05 na 10, jelikoz pii zachovani ptivodni hodnoty casto
dochazelok nenalezeni informaci u spousty zkoumanych gent. Po dokonceni byl vzdy vybran

vysledek s nejvyssi podobnosti a jeho kod byl zanesen do tabulky (viz elektronicka ptiloha).

Subor vSech proteinti (ur¢enych pomoci serveru RAST, viz vySe) byl nahran do
platformy BlastKOALA (Kanehisa et al., 2016), jednotlivym geniim tak byla ve vysledném
souboru pfifazena KEGG Cisla, ktera byla opét zanesena do tabulky. Tento soubor byl poté
nahran do KEGG Mapper (Kanehisa et al., 2020), kde byly geny zafazeny do ptislusnych
metabolickych drah.

Jednotlivé metabolické drahy byly nésledné prostudovany a vyhodnoceny jako
funk¢ni, spise funkeni €1 nefunkéni. Na zdkladé vysledki z KEGG Mapperu byla poté pomoci
programu Adobe Illustrator CC 2019 v23.0.1 vytvofena jednoducha schémata znazoriujici

aktivitu metabolickych drah u obou bakterii.



3 Vysledky

Nasledujici podrobné rozbory jednotlivych metabolickych drah bakterii L. polyplacis
a R. pediculischaeffi pomoci ptifazenych KEGG ¢isel ukazuji, které enzymy jsou p¥itomny,
a které naopak chybi. Stejnd KEGG ¢isla jsou uvedena v tabulce pfilozené jako elektronicka

ptiloha. Na obrazcich 1-25 jsou poté pfitomné enzymy vyznaceny zelen¢.

3.1 Legionella polyplacis

Genom bakterie L. polyplacis je dlouhy 529 784 bp. Anotace pomoci programu RAST
rozpoznala celkem 523 geni. Obsah GC tvoii 23% genomu, coz napovida zna¢né degradaci a
velmi dlouhému vztahu hostitel-endosymbioticka bakterie. Celkem 31 z 523 gend byly
oznaceny jako ,hypothetical protein“. Jejich sekvence tedy naznacuji pfitomnost gent, jSOU
vsak degradované do takové miry, Ze je RAST nedokaze rozpoznat, nebo nejsou znamy jejich
homology a neni podle ¢eho je urc€it. Diky programu BLAST naslo 23 z nich sobé podobné
proteiny u jinych bakterii a da se tedy ptedpokladat, Ze u bakterie L. polyplacis koduji stejné
proteiny. Naprosta vétSina ostatnich gentl, u kterych doslo k rozpoznani, je podobna geniim u
jinych druhi rodu Legionella, coz zvysilo jejich Sanci na identifikaci (viz tabulka

Vv elektronické ptiloze).
3.1.1 Aminokyseliny

Rekonstrukce pomoci KEGG Mapperu ukazala, ze bakterie L. polyplacis neni schopna
syntetizovat zna¢nou vétSinu aminokyselin. Témi jsou alanin (A), arginin (R), asparagin (N),
cystein (C), glycin (G), histidin (H), izoleucin (1), leucin (L), metionin (M), fenylalanin (F),
prolin (P), serin (S), treonin (T), tryptofan (W), tyrosin (Y) a valin (V). Bakterie dokaze
syntetizovat enzym K01424 (L-asparaginase I), diky kterému muize z L-asparaginu vytvofit
L-kyselinu asparagovou (obr. 1), avsak jelikoz ta sama je potiebna k tvorbé L-asparaginu, je
tento protein vlastné€ nepotebny. Jedna se pravdépodobné o pozuistatek, ktery jesté nestihl plné

degradovat.

Bakterie je pravdépodobné schopna syntetizovat Kyselinu glutamovou (E). Koduje
enzym KO01681 (Aconitate hydratase), diky kterému vytvofi z citratu isocitrat, Z né¢j pomoci
KO00031 (Isocitrate dehydrogenase [NADP]) 2-oxoglutarat, a z n¢j pomoci K15371 (NAD-
specific glutamate dehydrogenase, large form) L-kyselinu glutamovou (obr. 1). Problémem

je, ze si bakterie sama nedokaze citrat vytvorit. Pokud k syntéze Kyseliny glutamové dochazi,
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pak je bakterie schopna vytvofit i glutamin (Q) diky enzymu K01915 (Glutamine synthetase
type 1).

L. polyplacis ma fadu potiebnych enzymu pro syntézu lysinu (K) (obr. 1). Z kyseliny
asparagové pomoci K12526 (Aspartokinase/Homoserine dehydrogenase), KO00133
(Aspartate-semialdehyde  dehydrogenase), KO01714 (4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate
synthase), KO00215 (4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase) a KO00674 (2,3,4,5-
tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-succinyltransferase) postupné vytvoii N-succinyl-L-
2-amino-6-oxopimelate, avSak chybi ji enzym KO00821 (N-succinyldiaminopimelate
aminotransferase) a metabolicka draha je tak pferusSena. Dalsi potiebné enzymy K01439 (N-
succinyl-L,L-diaminopimelate desuccinylase), K01778 (Diaminopimelate epimerase) a
K12526 (Aspartokinase/Homoserine dehydrogenase) k dokonceni lysinu obsahuje (obr. 1).
Vzhledem k chybéjicimu enzymu uprostied drahy a k faktu, Ze bakterie neni schopna vytvofit
jiz pocateéni kyselinu asparagovou, je pravdépodobné, Ze tato metabolickd draha je

pozustatek, ktery zacina degradovat.
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Obrdazek 1: Biosyntéza aminokyselin (Legionella polyplacis).

3.1.2 B-Vitaminy

Vysledky KEGG Mapperu ukézaly, ze metabolické drahy pro syntézu tiaminu (B1),
niacinu (B3), kyseliny pantotenové (BS5), pyridoxinu (B6) a kobalaminu (B12) zcela chybi.

Syntéza riboflavinu (B2) se zda byt téméf kompletni (obr. 2). Bakterie totiz dokaze

z guanosintrifosfatu  (GTP) pomoci K14652 (3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate
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synthase/GTP cyclohydrolase i) a K11752
(Diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine deaminase/5-amino-6-(5-
phosphoribosylamino)uracil reductase) vytvotit 5-amino-6-(5-phospo-D-ribitylamino)uracil.
Absence K22912 (5-amino-6-(5-phospho-D-ribitylamino)uracil phosphatase) vsak zabranuje
syntéze 5-amino-6-(ribitylamino)uracilu. Tato latka spole¢né s 3,4-dihydroxy-2-butanone 4-
phosphatem, syntetizovanym z ribuldzy-5-fosfatu diky K14652 (3,4-dihydroxy-2-butanone 4-
phosphate synthase / GTP cyclohydrolase I1), jsou potieba k dalSimu kroku biosyntézy
riboflavinu. Posledni dva enzymy KO00794 (6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase) a
K00793 (Riboflavin synthase eubacterial/eukaryotic) jsou jiz k dispozici, dokaze také vytvofit

pocatecni GTP, takze v celé délce metabolické drahy chybi pouze jeden jediny enzym.
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Obrazek 2: Metabolismus riboflavinu (Legionella polyplacis).

Prerekvizitou syntézy biotinu (B7) je dodani pyruvatu hostitelem, tuto latku totiz sama
nedokaze vytvofit. Dale vsak jiz ma potfebné enzymy K00163 (Pyruvate dehydrogenase E1
component) a KO00627 (Dihydrolipoamide acetyltransferase component of pyruvate
dehydrogenase complex) k syntéze acetyl-CoA, z néj pomoci K01962 (Acetyl-coenzyme A
carboxyl transferase alpha chain), K02160 (Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA
carboxylase), K01961 (Biotin carboxylase of acetyl-CoA carboxylase), K01963 (Acetyl-
coenzyme A carboxyl transferase beta chain) a K00645 (Malonyl CoA-acyl carrier protein
transacylase) vytvaii malonyl-[acp]. Nasledné za pomoci enzymi K02169 (Biotin synthesis
protein BioC), K09458 (3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, KASII,) K00059 (3-

oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase), K02372 (3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein]
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dehydratase, FabZ form), K00208 (Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]), K02170
(Biotin synthesis protein BioH), K00652 (8-amino-7-oxononanoate synthase), K00833
(Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase), K01935 (Dethiobiotin
synthetase) a K01012 (Biotin synthase) vytvati biotin (obr. 3).
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Obrdazek 3: Metabolismus biotinu (Legionella polyplacis).
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Prvni pohled na obr. 4 mize naznacovat, Ze metabolicka draha pro syntézu kyseliny listové
(B9) je skoro kompletni, jelikoz zde absentuje pouze K01077 (Alkaline phosphatase). Ostatni
enzymy jako K01495 (GTP cyclohydrolase | type 1), K01633 (Dihydroneopterin aldolase),
K00950 (2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine ~ pyrophosphokinase),
KO00796 (Dihydropteroate synthase), K11754 (Dihydrofolate synthase, Folylpolyglutamate
synthase) a K00287 (Dihydrofolate reductase), diky kterym je schopna postupné z GTP
vytvorit Kyselinu listovou, jsou jiz zajistény. Problém nastava v tom, Ze v jednom z finalnich
kroki, kde dochazi k syntéze 7,8-dihydropteroatu, je nutny 4-aminobenzoat, tvofici se ve
vedlejSi metabolické draze. Bakterie vSak nemé zadny z potfebnych enzymu k syntéze této

latky, tudiz syntéza Kyseliny listové neni mozna.
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Obrdazek 4: Biosyntéza kyseliny listové (Legionella polyplacis).
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3.1.3 Mastné kyseliny

Syntéza mastnych kyselin vykazuje znamky celistvosti (obr. 5). Bakterie dokaze
z acetyl-CoA pomoci K01962 (Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase alpha chain),
K02160 (Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA carboxylase), K01961 (Biotin
carboxylase of acetyl-CoA carboxylase), K01963 (Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase
beta chain) a K00645 (Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase) vytvorit malonyl-[acp].
Dale obsahuje potiebné enzymy K00648 (3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, KASIII),
K09458 (3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, KASII), KO0059 (3-oxoacyl-[acyl-carrier
protein] reductase), K02372 (3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase, FabZ form) a
K00208 (Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]) ktvorbé mastnych kyselin
navazanych na acp. Acp slouzi jako univerzalni nosi¢ meziprodukti béhem syntézy mastnych
kyselin. U bakterii jsou to monomerni proteiny, slouzici jako donory acylovych skupin pro
syntézu ruznych latek (Kresge et al., 2005; Byers and Gong, 2007). K tvorbé celych mastnych
kyselin ji chybi enzymy KO01071 (Medium-chain acyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase) a
K10781 (Fatty acyl-ACP thioesterase B). Degradace mastnych kyselin neni bakterie schopna.
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Obrazek 5: Biosyntéza mastnych kyselin (Legionella polyplacis).

3.1.4 Glykolyza

Co se tyce pripravné faze glykolyzy, L. polyplacis nema zadny z potfebnych enzymu

k postupné syntéze glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu z glukozy. Ve vyplatni
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fazi, zaméfené na postupnou syntézu pyruvatu z glyceraldehyd-3-fosfatu z ptipravné faze, ma
dva enzymy, a to K00134 (NAD-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) a
K00927 (Phosphoglycerate kinase). Diky t¢ém by teoreticky z glyceraldehyd-3-fosfatu mohla
vytvorit glycerat-3-fosfat. Neda se vsak fici, ze by jejich pfitomnost implikovala funk¢nost
vyplatni faze glykolyzy. Glukoneogenezi, pii které dochazi k syntéze glukozy z pyruvatu,

bakterie rovnéz nedokaze uskutecnit (obr. 6).
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Obrdazek 6: Glykolyza a glukoneogeneze (Legionella
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3.1.5 Pentozofosfatovy cyklus

Pro oxidativni fazi pentozofosfatového cyklu, béhem které se z glukozy-6-fostatu
stava ribuloza-5-fosfat, ma bakterie pouze 2 enzymy: K00615 (Transketolase) a K01783
(Ribulose-phosphate 3-epimerase), diky kterym je mozno z 3-D-Frukt6zy-6-fosfatu vytvorit
D-ribuloza-5-fosfat. Chybi ji vSak gen K01810 (Glucose-6-phosphate isomerase) dulezity pro
pfeménu glukdzy-6-fosfatu na f-D-fruktozu-6-fosfat, da se tedy fict, Ze tato metabolicka draha

je nefunkéni (obr. 7).

Pro regenerativni fazi mize vyuzit dva diive zminéné geny (K00615, K01783), diky
kterym vSak dokaze zpétné vytvotit znovu jen B-D-fruktozu-6-fosfat. Alternativu skyta vyuziti
druhé cesty diky enzymum KO01807 (Ribose 5-phosphate isomerase A) a KO00615
(Transketolase). V tomto piipadé se bakterie dostane pouze k D-sedoheptuldze-7-fosfatu, dale

ji chybi KO0616 (Transaldolase), aby mohla vytyc¢enou cestou pokracovat (obr. 7).
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Obrazek T: Pentozofosfatovy cyklus (Legionella polyplacis).
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3.1.6 Citratovy cyklus

Metabolicka draha citratového cyklu se zda byt u bakterie L. polyplacis témér
kompletni (obr. 8). Pfi dodani pyruvatu od hostitele, je schopna jej pomoci KO0163 (Pyruvate
dehydrogenase E1 component) a K00627 (Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex) pieménit na acetyl-CoA. Nedisponuje enzymem K01648
(ATP citrate (pro-S)-lyase), diky kterému by z pyruvatu mohla vytvofit citrat, avSak dale ma
geny K01681 (Aconitate hydratase), KO0031 (Isocitrate dehydrogenase [NADP]), K00164
(2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component), K00382 (Dihydrolipoamide dehydrogenase
of pyruvate dehydrogenase complex), K00658 (Dihydrolipoamide succinyltransferase
component (E2) of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex), K01903 (Succinyl-CoA ligase
[ADP-forming] beta chain), K00239 (Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit), KO1679
(Fumarate hydratase class 1) a KO0024 (Malate dehydrogenase). Diky témto enzymtim miize
bakterie z citratu postupné vytvofit isocitrat, oxalsukcinat, 2-oxoglutarat, sukcinyl-CoA,
sukcinat, fumarat, malat a oxalacetat. Je také scopna diky K00027 (NAD-dependent malic
enzyme) syntetizovat z pyruvatu malat a tvofit jednotlivé meziprodukty opaénym smérem.
Ovsem pouze k sukcinyl-CoA (resp. 3-Carboxy-1-hydroxypropyl-ThPP), jelikoz na tvorbu 2-
oxoglutaratu ji chybi K00174 (2-oxoglutarate/2-oxoacid ferredoxin oxidoreductase subunit

alpha). Celkov¢ vsak citratovy cyklus vykazuje za pomoci hostitele znaky funkénosti.
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Obrazek 8: Citratovy cyklus (Legionella polyplacis).

3.1.7 Puriny

L. polyplacis ma v této metabolické draze velké mnozstvi gend (obr. 9), a to primarné
od casti, kde dochazi k pfeméné inosin 5’-monofosfatu (IMP). Ten si v§ak sama nedokaze

syntetizovat a pravdépodobné jej ziskava od hostitele.

Za GCasti enzymi KO01939 (Adenylosuccinate synthetase) a KO01756
(Adenylosuccinate lyase) dokaze vytvotit adenosin 5’-monofosfat (AMP) a diky K03787 (5-
nucleotidase SurE) jej pfeménit na adenosin, nema vsak k dispozici zadné geny k syntéze
adeninu. Z AMP je schopna syntetizovat adenosindifosfat (ADP) a adenosintrifosfat (ATP),
diky enzymim KO00939 (Adenylate kinase) a K00940 (Nucleoside diphosphate kinase).
Pomoci enzymi K00526 (Ribonucleotide reductase of class la (aerobic), beta subunit),
K00939 a K00940 mize syntetizovat dADP, dATP a dAMP, ktery nasledn¢ diky K03787

dokaze preménit na deoxyadenosin.
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Enzym K00088 (Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase) slouzi k syntéze xantosin
5'-fosfatu (XMP), K01951 (GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]) k syntéze guanosin 5'-
monofosfatu (GMP). K00942 (Guanylate Kkinase) pouziva bakteriec k syntéze
guanosindifosfatu (GDP) a za pomoci K00940 jej méni na guanosintrifosfat (GTP).
S vyuzitim enzyma K00526, K00940 a K00942 umi nésledné syntetizovat dGDP, dGTP a
dGMP, ktery diky KO3787 méni na deoxyguanosin.

Bakterie je schopna pouzitim K03787 pteménit GMP na guanosin, nebo diky K0O0760
(Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) na guanin. Diky vySe zminénym

enzymum muze z XMP vytvofit xantosin a xantin, a z IMP inosin a hypoxantin (obr. 9).
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3.1.8 Pyrimidiny

Stejné jako u purint Se i zde se objevuji geny az od uréité ¢asti drahy (obr. 10). Vychozi
latkou je zde uridin 5-monofosfat (UMP), ktery se vlivem KO03787 (5-nucleotidase Surk)
pfeménuje na uridin, nema vsak dalsi potiebné geny na syntézu uracilu. Diky enzymim
K09903 (Uridine monophosphate kinase) a K00940 (Nucleoside diphosphate kinase)
syntetizuje uridin 5'-difosfat (UDP) a uridin 5'-trifosfat (UTP).

UTP se nasledn¢ enzymem K01937 (CTP synthase) pieménuje na cytidin 5'-trifosfat
(CTP), enzymem KO00940 na cytidin 5'-difosfat (CDP) a enzymem KO00945 (Cytidylate
kinase) na cytidin 5'-monofosfat (CMP). CMP mize byt enzymem K03787 pietvoieno na

cytidin, ale opét nespliuje pozadavky pro tvorbu cytosinu z divodu absence gent.

CDP je vlivem K00526 (Ribonucleotide reductase of class la (aerobic), beta subunit)
pfeménéno na dCDP, ktery se mlze zménit na dCMP. Néasledné je umoznén piechod na
deoxycytidin diky enzymim K00945 a K03787, nebo syntéza dCTP pomoci K00940. Z ngj
vznika dUTP vlivem KO01494 (Deoxycytidine triphosphate deaminase). Enzym K00940 (¢i
K00526, pokud vychazi z UDP) syntetizuje dUDP. K00943 (Thymidylate kinase) nasledné
syntetizuje dUMP, z kterého bud’ vlivem K03787 vznika deoxyuridin, nebo pomoci K00560
(Thymidylate synthase) syntetizuje dTMP, ktery se enzymem K03787 méni na thymidine.
Enzymy K00943 a K00940 transformuji dTMP na dTDP a dTTP.
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Obrdazek 10: Metabolismus pyrimidini (Legionella polyplacis).
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3.1.9 Oxidativni fosforylace

VétSina  komplextt je funkénich ¢i  pravdépodobné funkénich (obr. 11).
Mitochondrialni komplex I, tedy NADH dehydrogenaza mé vSechny bakterialni proteinové
podjednotky K00330 (NADH ubiquinone oxidoreductase chain A), K00331 (NADH-
ubiquinone oxidoreductase chain B), K00332 (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain C),
K00333 (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain D), KO00334 (NADH-ubiquinone
oxidoreductase chain E), KO00335 (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain F), K00336
(NADH-ubiquinone oxidoreductase chain G), K00337 (NADH-ubiquinone oxidoreductase
chain H), KO0338 (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1), KO0339 (NADH-ubiquinone
oxidoreductase chain J), K00340 (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain K), K00341
(NADH-ubiquinone oxidoreductase chain L), K00342 (NADH-ubiquinone oxidoreductase
chain M) a K00343 (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain N).

Mitochondrialni komplex II, sukcinadtdehydrogenaza, ma také vSechny podjednotky
K00241 (Succinate dehydrogenase cytochrome b-556 subunit), K00242 (Succinate
dehydrogenase hydrophobic membrane anchor protein), K00239 (Succinate dehydrogenase
flavoprotein subunit) a K00240 (Succinate dehydrogenase iron-sulfur protein), a je tedy plné
funk¢ni.

Komplex 11, cytochrom bcl komplex je nefunkéni, jelikoz mu chybi vSechny potiebné

enzymy.

Cytochromu c oxidaze, tedy komplexu IV, chybi enzymy K02257 (Heme o synthase)
a K02277 (Cytochrome c¢ oxidase subunit IV). Ostatni enzymy K02276 (Cytochrome c
oxidase polypeptide I1l), K02274 (Cytochrome c oxidase polypeptide 1) a K02275
(Cytochrome c oxidase polypeptide 1I) vsak ma a komplex tedy mize byt funkéni s pomoci

hostitele.

F-type bakterialni ATP syntdza ma vSechny potfebné proteinové podjednotky K02111
(ATP synthase alpha chain), K02112 (ATP synthase beta chain), K02113 (ATP synthase delta
chain), K02114 (ATP synthase epsilon chain), K02115 (ATP synthase gamma chain), K02108
(ATP synthase FO sector subunit a), K02109 (ATP synthase FO sector subunit b) a K02110
(ATP synthase FO sector subunit c) a je tedy pln¢ funk¢ni.
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Obrazek 11: Oxidativni fosforylace (Legionella polyplacis).
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3.2 Candidatus Riesia pediculischaeffi

Genom bakterie R. pediculischaefii ma délku 566 667 bp a koduje 634 gend.
Zastoupeni GC v genomu ¢ini 31,6%. Proteini oznacenych jako ,.hypothetical protein® bylo
129, naprosta vétSina z nich vSak ptfes BLAST nenasSla podobny gen u jinych organismii.
Rozpoznané geny nasly nejvice shody s bakterii Candidatus Riesia pediculicola, coz se zda

Vv poradku.
3.2.1 Aminokyseliny

Bakterie naprosto postrada jakékoli geny, které by vedly k syntéze aminokyselin,
kterymi jsou alanin (A), arginin (R), asparagin (N), kyselina asparagova (D), cystein (C),
kyselina glutamova (E), glutamin (Q), histidin (H), isoleucin (I), leucin (L), fenylalanin (F),
prolin (P), threonin (T), tryptofan (W), tyrosin (Y) a valin (V) (obr. 12).

Je ptitomen enzym KO00600 (Serine hydroxymethyltransferase), diky kterému mize ze
serinu (S) vytvofit glycin (G) nebo obracené, ale postrada jakékoli enzymy, které by dokazaly
k t¢émto dvéma aminokyselinam jakkoli dojit, a proto je 1ze povazovat za nefunk¢ni. Také ma
enzym KO00789 (S-adenosylmethionine synthetase), diky kterému mize methionin (M)

preménit na S-adenosyl-L-methionin, av§ak samotnou tvorbu methioninu neumi (obr. 12).

Jedinou aminokyselinou, jejiz metabolick4 drédha byla alesponl ¢aste€né zachovana, je
lysin (K). Cast metabolické drahy od kyseliny asparagové k N-sukcinyl-L-2-amino-6-
oxopimelatu je funk¢ni diky enzymim K12524 (Aspartokinase/Homoserine dehydrogenase),
K00133 (Aspartate-semialdehyde dehydrogenase), K01714 (4-hydroxy-
tetrahydrodipicolinate synthase), K00215 (4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase) a
K00674 (2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-succinyltransferase). Nasledné ji
vSak chybi K00821 (Acetylornithine/N-succinyldiaminopimelate aminotransferase), ¢imz se
cela draha prerusi, a posledni dva pfitomné enzymy KO01439 (N-succinyl-L,L-
diaminopimelate desuccinylase) a K01778 (Diaminopimelate epimerase) ztraceji funkci.
Kone¢ny enzym K01586 (Diaminopimelate decarboxylase), ktery zajistuje syntézu lysinu,
také chybi a pocatecni kyselinu asparagovou neumi vytvofit (obr. 12). Metabolicka draha

lysinu je tedy neaktivni a pfitomné enzymy jsou pouze pozustatky po diive funkéni draze.
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Obrdazek 12: Biosyntéza aminokyselin (Candidatus Riesia pediculischaefii).

3.2.2 B-Vitaminy

K syntéze tiaminu (B1), niacinu (B3), pantotenatu (B5) a kobalaminu (B12) zcela

chybi jakékoli geny.

Metabolicka draha syntézy riboflavinu (B2) je t¢éméi kompletni (obr. 13). Chybi pouze

jediny enzym K22912 (5-amino-6-(5-phospho-D-ribitylamino)uracil phosphatase), jinak
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ma draha vSechny potiebné enzymy KO01497 (GTP cyclohydrolase II), K11752
(Diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine deaminase/5-amino-6-(5-
phosphoribosylamino)uracil reductase), K00794 (6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase),
K00793 (Riboflavin synthase eubacterial/eukaryotic) a K02858 (3,4-dihydroxy-2-butanone 4-
phosphate synthase). Bakterie je schopna vytvotit poc¢atec¢ni GTP, pokud by tedy byl chybéjici

enzym dodan hostitelem nebo jinak nahrazen, draha by byla zcela funcni.
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Obrazek 13: Metabolismus riboflavinu (Candidatus Riesia pediculischaefii).

K syntéze pyridoxinu (B6) ma bakterie zachovanych n¢kolik enzymu (obr. 14):
K03473 (Erythronate-4-phosphate dehydrogenase), K00831 (Phosphoserine
aminotransferase), K00097 (4-hydroxythreonine-4-phosphate dehydrogenase) a K03474
(Pyridoxine 5'-phosphate synthase), které vychazeji z 4-phospho-D-erythronate. Tuto latku
vSak neumi sama syntetizovat, chybi ji K07758 (Pyridoxal phosphatase). Jeden z gent
bakterie byl programem RAST rozpoznan jako ,,HMP-PP hydrolase (pyridoxal phosphatase)
Cof, detected in genetic screen for thiamin metabolic genes (PMID:15292217)* (viz tabulka
v elektronické ptiloze), avSak nebylo mu ptfidéleno KEGG ¢islo. Je tedy mozZné, ze tento gen

umoziuje syntézu vitaminu B6 a bakterie by pak jen potfebovala pocatecni latku od hostitele.

32



| Prridoxarine
VITAMMN B & METABOLIZM Pyridn(x)amine - S-pho(iphme

i 31374
S;Jx{:rggllggehyde 26131
o—————4> 26.154][ 1435 1435 ] [26154
(G i) m b e S s e
[L11m]
3512 FHAO, e, et 3 Topowy- 31127
S cathoxgz;ne 4—carbnx te 1 231 77135 »

<—|11413242|—o<—|41151|—o<—|1211m|—o<—|119942|—0‘ o] - = ‘-“ —_ |>-
2 (Acetarmdomethy‘lene) 3_ 4 Pyridoxate 4 Fyidoxal (30374 Pén'idnxal
sueeinats 4,5—&5318%&]&!}9

[11165 D-CHyrera dehone
: 3 i
Excretion phasphal
O
; ! o)

Glyux IO O 2115 -p.hus;:.;hahe
arbox;date metabolism Glyrclalde ok Pyridoxine h4——. [3.1374
[y Pentoge phosphate pathway

1
|
z E cetarmdomthsﬂsne) 3 Eydrogydhdroxymetioh 1.1.99.9 I
s SU.CCI carban%te 5 Pyndoxalactone Leopymidoyzal |
<—M—o (L 13041 11 1416 I
4-H
succmate semlaﬁehyde t ool é tﬁgﬁ’nﬁe
2-Oxo-3-hyrdroxy 4 231
4 phosphobutanda te
Pemuse sphate — - - -t - -0 - - 2-Arming-3-0
. D_;?&m L 4—Phno Lot lcsazphu spho- 4-h Tepioictios
56 3 X
4-phosphate D eryﬁumte - thre ¥

00750 99720
() Kanehizsa Laboratories

Obrazek 14: Metabolismus vitaminu B6 (Candidatus Riesia pediculischaefii).

Jedinou zcela kompletni metabolickou drahou pro B-vitaminy ma biotin (B7), jelikoz
bakterie je schopna z glukézy-6-fosfatu vytvofit pyruvat, zn& acetyl-CoA a poté
malonyl-[acp]. Nasledné jsou pfitomny vSechny potiebné enzymy, pro syntézu vitaminu B7:
K02169 (Biotin synthesis protein BioC), K00647 (3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase,
KASI), K00059 (3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase), K02372 (3-hydroxyacyl-[acyl-
carrier-protein] dehydratase, FabZ form), K00208 (Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADH]), K02170 (Biotin synthesis protein BioH), K00652 (8-amino-7-oxononanoate
synthase), KO00833 (Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase),
K01935 (Dethiobiotin synthetase), K01012 (Biotin synthase) (obr. 15).
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Obrazek 15: Metabolismus biotinu (Candidatus Riesia pediculischaefii).
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Také metabolicka draha kyseliny listové (B9) se zda byt pravdépodobné funkéni (obr.
16). Chybi ji pouze jediny enzym KO01077 (Alkaline phosphatase). Ostatni enzymy,
umoziujici postupnou syntézu vitaminu B9 z GTP a chorismatu jsou piitomné. Ma tedy
enzymy KO01495 (GTP cyclohydrolase | type 1), K01633 (Dihydroneopterin aldolase),
K00950 (2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine pyrophosphokinase),
KO00796 (Dihydropteroate synthase), K11754 (Dihydrofolate synthase, Folylpolyglutamate
synthase), K00287 (Dihydrofolate reductase), KO01665 (Para-aminobenzoate synthase,
aminase component), K01664 (Para-aminobenzoate synthase, amidotransferase component) a
K02619 (Aminodeoxychorismate lyase). Bakterie dokaze sama vytvofit i poc¢atecni GTP a
chorismat, pokud tedy od hostitele jakymkoli zptisobem ziskdva chybé&jici enzym, je plné

schopna kyselinu listovou syntetizovat.
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Obrdazek 16: Biosyntéza kyseliny listové (Candidatus Riesia pediculischaefii).
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3.2.3 Mastné kyseliny

Syntéza mastnych kyselin pro bakterii R. pediculischaefii neni problém. Pocateéni
latkou je acetyl-CoA, ktery je schopna syntetizovat z pyruvatu. Z acetyl-CoA vytvoii malonyl-
[acp], pomoci enzymt K01962 (Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase alpha chain) a

K00645 (Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase) (obr. 17).

Ostatni piitomné enzymy KO00648 (3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase,
KASIII), K00647 (3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, KASI), K00059 (3-oxoacyl-
[acyl-carrier protein] reductase), KO1716 (3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase,
FabA form), KO02372 (3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase, FabZ form) a
K00208 (Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]) umoziuji syntézu mastnych kyselin
navazanych na acp. Stejné jako u bakterie L. polyplacis zde chybi enzymy K01071 (Medium-
chain acyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase) a K10781 (Fatty acyl-ACP thioesterase B)
k syntéze samotnych mastnych kyselin (obr. 17). Jejich degradace také neni aktivni.
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Obrazek 17: Biosyntéza mastnych kyselin (Candidatus Riesia pediculischaefii).

3.2.4 Glykolyza

Piipravna i vyplatni faze glykolyzy jsou plné funkéni (obr. 18). Bakterie je pomoci
K00850 (6-phosphofructokinase),

enzymi KO01810 (Glucose-6-phosphate isomerase),
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K01624 (Fructose-bisphosphate aldolase class Il), K01803 (Triosephosphate isomerase),
K00134 (NAD-dependent  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase), K00927
(Phosphoglycerate kinase), K01834 (Phosphoglycerate mutase), K01689 (Enolase) a KO0873

(Pyruvate kinase) schopna piemény glukdzy-6-fosfatu na pyruvat.

Glukoneogenezi chybi k tplnosti nekolik enzymi. Nema KO01006 (Pyruvate,
orthophosphate dikinase) ¢i KO1007 (Pyruvate, water dikinase) ke zpétné preméné pyruvatu
na fosfoenolpyruvat. Nejsou také piitomny enzymy K03841 (Fructose-1,6-bisphosphatase 1)
a K00895 (Diphosphate-dependent phosphofructokinase), jejichz ucelem je pieménit
B-D-fruktozu-1,6-bifosfat na glukdzu-6-fosfat (obr. 18). Glukoneogeneze je vzhledem

k chybé&jicim enzymm tedy spiSe nefunk¢ni.
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Obrazek 18: Glykolyza a glukoneogeneze (Candidatus Riesia pediculischaefii).
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3.2.5 Pentozofosfatovy cyklus

Metabolicka draha pro oxidativni i regenerativni fazi pentdézofosfatovy cyklu se zda
byt kompletni (obr. 19). Pfitomné enzymy K01810 (Glucose-6-phosphate isomerase), K00615
(Transketolase), K01783 (Ribulose-phosphate 3-epimerase) umoznuji syntézu D-ribulozy-5-
fosfatu z D-glukozy-6-fosfatu. Alternativni cestu predstavuji enzymy KO01810, KO00850
(6-phosphofructokinase) a K01624 (Fructose-bisphosphate aldolase class I1). Ty slouzi
k syntéze glyceraldehyd-3-fosfatu z D-glukozy-6-fosfatu. Nasledné mohou byt znovu
uplatnény enzymy K00615 a K01783 k tvorbé D-ribuldzy-5-fostatu pies D-xylulozu-5-fosfat.
Posledni moznosti je vyuziti enzymt K00615 a K01807 (Ribose 5-phosphate isomerase A).
Ty umoziuji z glyceraldehyd-3-fosfatu nejprve vytvoiit D-ribozu-5-fosfat a z ni nasledné D-

ribul6zu-5 fosfat.

Regenerativni cesta miize byt uskute¢néna diive zminénymi enzymy K01783, KO0615
a K01810. Nahradni moznosti je volba enzymt K01783 ¢i KO01807, a poté KO0615. Tato cesta
vede K tvorbé D-sedoheptuldzy-7-fosfatu, jenz mize byt enzymem K00616 (Transaldolase)
pfeménén na B-D-fruktzu-6-fosfat. Enzym K01810 poté dokonci syntézu gluko6zy-6-fosfatu
(obr. 19).
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Obrazek 19: Pentozofosfatovy cyklus (Candidatus Riesia pediculischaefii).

3.2.6 Citratovy cyklus

Citratovy cyklus bakterie R. pediculischaefii neni funkéni, jelikoz nékteré
z meziprodukti nedokaze vytvofit (obr. 20). Svyuzitim enzymu KO00163 (Pyruvate
dehydrogenase E1 component) a K00627 (Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex) je schopna z pyruvatu vytvofit acetyl-CoA. Enzymy
umoziujici Gpravu této latky vSak nejsou pifitomny. Chybi enzym KO01958 (Pyruvate
carboxylase) k preméné pyruvatu na oxalacetat. Enzymy K01647 (Citrate synthase), K01648
(ATP citrate (pro-S)-lyase) a K05942 (Citrate (Re)-synthase) syntetizujici citrat také nejsou
pritomné. Kvili absenci enzymi KO01681 (Aconitate hydratase) a K00031 (lsocitrate

dehydrogenase [NADP]) neni umoznéna syntéza isocitratu, oxalsukcinatu a 2-oxoglutaratu.

Jedinou funkéni ¢asti je vyuziti enzymt K00027 (NAD-dependent malic enzyme),
KO01679 (Fumarate hydratase class 1l), K00239 (Succinate dehydrogenase flavoprotein
subunit), KO01902 (Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] alpha chain), KO00658

(Dihydrolipoamide succinyltransferase component (E2) of 2-oxoglutarate dehydrogenase
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complex), KO0382 (Dihydrolipoamide dehydrogenase of pyruvate dehydrogenase complex) a
K00164 (2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component). Tyto enzymy umoziuji pieménu
pyruvatu na malat, a nasledné postupnou syntézu fumaratu, sukcinatu, sukcinyl-CoA (resp. S-

sukcinyldihydrolipoamidu-E a 3-carboxy-1-hydroxypropyl-thiamindifosfatu) (obr. 20).

CITRATE CYCLE (TCA CYCLE)

Phosphoenol-
41132 Wwabot—e ______ N Glyrolysis/
41.1.49 Gliacorie ogenesis

Fatty arid hinsynthesis FH————~,

| —_—
@'aﬁyacid elongation in mitochondria}4—————x| 12711

Wal, Leu & Ile degradation ____1 |
L

Fatty arid metabolism ___—l-—::——————qso 231120 O Pymrvate
Acetyl-Cod S-Acetyldihydro
Llanine, sspartateand Vg poarnide-
ghitarmate metabolism O 1814 o
: Dihyiro. Lipoanide-E
Glyoxsdate and dicarboxslate g lipoamide-E
e tahilisra

2331

Isocitrate

Citrate
s 4213 O 4213 Ot

U

1.1.137 2338

Oixalnacetate PEEE] cix Loonitate
Pyruvate | 1.1.1.38 |- (3} Ialate O 11.54 1.1.142
b,
e tabolism 1| Ozalosuccirate® [ 1.1.41][11128
byyrinine hinsynthesis —\"—D‘? Fumarate
Y
13354 1351
. 3-Oxa-
¥ 6214  Succind-Cols glutarate
Od—— §315—»0 23161 S SO . - Lyginine biosynthesis
Succinate 18318 | m}.yué:;%]ﬂ)}:r}:mﬁsi
- Lgrothate and aldarate
| »O4—{ 18140 | metdholism
&1, Taeaq&lle _d hD]hydmée £ Lipoaride-E lL — —
radation oarmce-. == P ne, aspartate a:
& 12711 | | glutamate A hon
1273 !

~—————={ D-Gln & D-Glu metsholisa

00020 617718
() Kanehisa Lahoratories

Obrazek 20: Citratovy cyklus (Candidatus Riesia pediculischaefii).

3.2.7 Puriny

Podminku pro syntézu purini ptedstavuje obstarani inosinmonofosfatu (IMP) od
hostitele (obr. 21).

Enzymy K01939 (Adenylosuccinate synthetase) a KO1756 (Adenylosuccinate lyase)
dokazi z IMP vytvotit adenosin 5 -monofosfat (AMP). Chybi vsak K03787 (5-nucleotidase
SurE) k preméné na adenosin. Bakteri nema k dispozici ani zadné geny k syntéze adeninu.
Zachovala si geny pro syntézu adenosindifosfatu (ADP) a adenosintrifosfatu (ATP) z AMP.
To je umoznéno diky enzymim K00939 (Adenylate kinase) a KO0873 (Pyruvate kinase).
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Pomoci enzymt K00526 (Ribonucleotide reductase of class la (aerobic), beta subunit),
K00939 a KO00873 muize syntetizovat dADP, dATP a dAMP. Kvili chybé&jicimu enzymu vSak

neni jisté, zda je tato ¢ast metabolické drahy vyuzivana.

Bakterie ma dale enzymy KO00088 (Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase),
slouzicé k syntéze xantosin 5'-fosfatu (XMP) a K01951 (GMP synthase [glutamine-
hydrolyzing]), vyuzivany pro tvorbu guanosin 5'-monofosfatu (GMP). Z GMP Ize nésledné
vyuzit enzym KO00942 (Guanylate kinase) k syntéze guanosindifosfatu (GDP). Za pomoci
K00873 jej méni na guanosintrifosfat (GTP). Enzymy K00526, K00873 a K00942 umi poté
syntetizovat dGDP, dGTP a dGMP.

Enzym KO00760 umoznuje bakterii vytvotit z GMP guanin, z XMP xantine a z IMP
hypoxantine (obr. 21).
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Obrdazek 21: Metabolismus purinii (Candidatus Riesia pediculischaefii).




3.2.8 Pyrimidiny

Metabolicka draha pyrimidina je z velké ¢asti nekompletni (obr. 22). Bakterie je
zavisla na dodéani uridinmonofosfatu (UMP) od hostitele. Z néj je schopna pomoci enzymu
KO00761 (Uracil phosphoribosyltransferase) syntetizovat uracil. Diky enzymu KO09903
(Uridine monophosphate kinase) ma moznost tvofit uridin 5'-difosfat (UDP). Chybi zde
K00940 (Nucleoside diphosphate kinase) k syntéze uridin 5'-trifosfat (UTP).

Enzymy KO00525 (Ribonucleotide reductase of class la (aerobic), alpha subunit) a
K00526 (Ribonucleotide reductase of class la (aerobic), beta subunit) umi z UDP vytvotit
dUDP. K00943 (Thymidylate kinase) nasledné vytvoii dUMP a z n&j dUTP pomoci K01520
(Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase). Alternativni mozZnosti je vyuziti enzymu
KO00560 (Thymidylate synthase) k tvorbé dTMP a nasledné pouziti enzymu K00943 pro
syntézu dTDP (obr. 22).
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Obrdazek 22: Metabolismus pyrimidinii (Candidatus Riesia pediculischaefii).
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3.2.9 Oxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylace bakterie R. pediculischaefii se zda byt z velké ¢asti nefunkéni
(obr. 23). Mitochondrialni komplex I, tedy NADH dehydrogenaza, nema zadné podjednotky

a je tedy zcela neaktivni.

Mitochondrialni komplex II, sukcinatdehydrogenaza, ma pouze dvé podjednotky
K00239 (Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit) a K00240 (Succinate dehydrogenase

iron-sulfur protein). Neni pravdépodobné, ze by tento komplex byl funkéni.

Komplex I11, cytochrom bel komplex, nema ani jeden z pottebnych enzymd, proto je

cely komplex nefunkéni.

Komplexu IV, cytochrom ¢ oxidaze, chybi pouze jediny enzym K02300 (Cytochrome
0 ubiquinol oxidase subunit 1V). Jsou pfitomny enzymy KO02257 (Heme O synthase,
protoheme IX farnesyltransferase COX10-CtaB), K02299 (Cytochrome O ubiquinol oxidase
subunit 111), K02298 (Cytochrome O ubiquinol oxidase subunit ) a K02297 (Cytochrome O

ubiquinol oxidase subunit I1). S pomoci hostitele by tedy tento komplex mohl byt funk¢ni.

F-type bakteridlni ATP syntaza také nema zadny z potifebnych enzymu.
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Obrazek 23: Oxidativni fosforylace (Candidatus Riesia pediculischaefii).
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4 Diskuze

Pfi porovnani procentualnich obsahiit GC v genomech obou bakterii vychazi najevo, ze
L. polyplacis se nachazi v pokrocilejsi fazi degradace. Vytvorena tabulka s anotovanymi geny,
ke kterym jsou pfifazena KEGG C¢isla a pfislusné metabolické dradhy, je uvedena jako
elektronicka ptiloha. Tato tabulka ukazuje, ze R. pediculischaeffi ma znateln¢ vétsi pocet
degradovanych genti. Vyskyt vétsiho mnozstvi téchto pseudogenti miize poukazovat na
probihajici zmensovani genomu a jeho degeneraci. Pocet téchto genti klesa v pozd¢jsich fazich

symbiozy, jelikoz z genomu uplné zmizi a zistavaji pouze potiebné geny.

Aminokyseliny jsou nezbytnymi stavebnimi kameny proteinii a nachazeji se mimo jiné
Vv krevni plazmég, kde pomahaji udrzet homeostazu (Broer and Broer, 2017). Krevsajici ves,
jakozto hostitel symbiotickych bakterii, tedy neméa problémy si tyto latky obstarat. Degradace
metabolickych drah, vedoucich k syntéze esencialnich L-aminokyselin, je u obou bakterii
zcela pochopitelna. L. polyplacis ani R. pediculischaeffi nemaji zachovanou ani jednu
kompletni metabolickou drahu, ktera by zacinala pfeménou zakladni glukézy-6-fosfatu (obr.
1 a 12). Jak L. polyplacis tak R. pediculischaeffi maji nejvice enzymi v draze vedouci
k syntéze lysinu. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je fakt, ze biotin (B7), ktery ob¢ bakterie
umi syntetizovat (obr. 3 a 15), potfebuje byt navazan na lysinovy zbytek, aby mohl
Vv organismu spravné fungovat (Lennarz and Lane, 2013; Tong, 2013). L. polyplacis by méla
umét syntézu kyseliny glutamové a glutaminu (Rihova et al., 2019). Vysledky anotace a
mapovani V této bakalaiské praci ukazuji nejen, ze L. polyplacis nema potfebné enzymy
k syntéze téchto aminokyselin z glykolyzy-6-fosfatu (obr. 1), ale také je neschopna tyto
aminokyseliny syntetizovat bez pomoci hostitele. Muselo by dochazet k dodavkam citratu,
ktery by poté L. polyplacis dokazala na zminéné aminokyseliny pfetvofit. Zachovavat si tyto
zbytky po metabolickych drahach je vSak nejspiSe velmi zbytecné. Pokud si hostitel (ves)
dokéze z potravy obstarat dostatek aminokyselin, je velmi pravdépodobné, Ze ty samé
aminokyseliny dodava i endosymbiontim. Zbytky po téchto metabolickych drahach tedy

pravdépodobné v budoucnu Upln€ zmizi.

Syntéza B-vitamina je jist¢ nejzkoumanéjSi funkci endoymbiotickych bakterii u
krevsajiciho hmyzu. Jak L. polyplacis tak R. pediculischaeffi maji kompletné zachované
metabolické drahy pro syntézu biotinu (B7) (obr. 3 a 15), ktery je u endosymbiotickych
bakterii nejvice udrzovan selekci. U L. polyplacis je ve skute¢nosti cely operon horizontalné

prenesen (Rihova et al., 2019). Vitamin B7 funguje jako kofaktor enzymd, které katalyzuji
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reakce jako je glukoneogeneze, metabolismus aminokyselin a syntéza mastnych kyselin
(Vallari and Rock, 1985; Sweeetman and Nyhan, 1986; Knowles, 1989; Jitrapakdee et al.,
2008; Duron a Gottlieb, 2020). Jedna se tedy o nezbytny vitamin pro krevsajici hmyz, ktery
potfebuje vyuzit aminokyseliny z potravy. Funkc¢nost této metabolické drahy tedy neni u

téchto bakterii prekvapiva.

Prace Duron and Gottlieb (2020) ukazuje, ze L. polyplacis neumi syntetizovat vitamin
B2. Vysledky této bakalarské prace vSak ukazuji, ze jak L. polyplacis tak R. pediculischaeffi
jsou pravdépodobné schopny syntézy tohoto vitaminu (obr. 2 a 13). Riboflavin je dulezitym
prekurzorem pro nosice vodiku FMN a FAD (Massey, 2000; Bornemann, 2002). Obéma
bakteriim schazi stejny enzym. Je mozné, Ze jej ziskavaji od svych hostiteld a to jim umoznuje
syntetizovat tuto latku. Prace Duron and Gottlieb (2020) také ukazuje, ze L. polyplacis by méla
byt pravdépodobné schopna syntézy vitamini B1, B3 a B9. Geny kddujici proteiny potiebné
pro syntézu tiaminu a nacinu vsak ve vysledcich bakalaiské prace nebyly nalezeny. Po blizsim
prozkoumani metabolické drahy syntézy kyseliny listové pro L. polyplacis (obr. 4), je vidét,
ze bakterie nedokaze syntetizovat 4-Aminobenzoate, ktery je pro naslednou tvorbu kyseliny
listové nezbytny. Pocet pfitomnych gent vSak vyvolavd otazku, pro¢ by si bakterie
zachovavala skoro kompletni metabolickou drahu pfemény GTP na kyselinu listovou, pokud
by tato draha vlastné¢ nebyla funkéni. Odpovédi by mohl byt dodavani chybéjiciho 4-
aminobenzoatu od hostitele. Pokud by hostitelsky organismus dokazal bakterii poskytnout tuto
latku zaroven s enzymem, chybé&jicim v jednom z ptedchozich krokd syntézy, bylo by mozné
vitamin B9 syntetizovat. K potvrzeni této teorie by muselo dojit k detailnéjSimu prozkoumani

transportu latek mezi hostitelem a symbiontem.

R. pediculischaeffi si oproti L. polyplacis ponechala takika celou metabolickou drahu
pro syntézu Kyseliny listové (obr. 16). Tento vitamin je dalezity hlavné pro zprostiedkovani
metabolickych drah, které vedou k metylaci DNA, RNA a proteini (McKay and Mathers,
2011). Je zde také mala Sance, Ze R. pediculischaeffi dokaze syntetizovat vitamin B6 (obr. 14).
Pyridoxin je dilezity pro metabolismus bilkovin a sacharidii (Ahmad et al., 2013). Co se tedy
ty¢e dodavani B-vitamint hostieli, R. pediculischaeffi je schopna syntetizovat vice latek nez

L. polyplacis.

Degradace metabolické drahy pro syntézu mastnych kyselin je u obou bakterii ve stejné
fazi (obr. 5 a 17). Pfedpokladanym faktem je, ze ob¢& bakterie jsou schopné plné syntetizovat

mastné kyseliny (Rihova et al., 2019). R. pediculischaeffi si zachovala vice genii pro syntézu
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potiebnych enzymi, avSak obé& bakterie jsou schopné syntetizovat tyto mastné kyseliny
navazané na acp. Enzymy, které¢ slouzi k uvolnéni mastnych kyselin zZ tohoto enzymatického
komplexu, vSak chybi. Je vysoce pravdépodobné, ze bakterie disponuje potfebnou metodou,

diky které mastné kyseliny uvoliiuje, avSak zatim o ni nevime.

Da se predpokladat, ze L. polyplacis je zavisla na dodani pyruvatu od vsiho hostitele.
R. pediculischaeffi je na druhou stranu pln€ schopna pfeménit glukozu-6-fosfat na pyruvat a
ten dale vyuzit podle potieby. Tento fakt potvrzuje, ze R. pediculischaeffi je méné zavisla na
svém hostiteli. L. polyplacis i R. pediculischaeffi nejsou schopné funkéni glukoneogeneze
(obr. 6 a 18). L. polyplacis neumi tvotit skoro zadné enzymy pro tuto metabolickou drahu, R.

pediculischaeffi jich ma vice, avsak dva potfebné chybi.

oxidativni faze je nefunkéni (Rihova et al., 2019), je zde zcela vyvracena. R. pediculischaeffi
dokaze bez problému vytvorit ribulozu-5-fosfat a zaroven dokaze pomoci dvou lehce
odlisnych cest zpétné syntetizovat glukdzu-6-fosfat (obr. 19). L. polyplacis ma oproti tomu
obé tyto faze zcela neaktivni jiz diky nefunk¢ni glykolyze. Neni schopna syntetizovat
pottebnou fruktézu-6-fostat pro dalsi kroky oxidativni faze. Absence enzymu také zamezuje

zpétné syntéze glukozy-6-fosfatu (obr. 7).

Citratovy cyklus je vice zachovan u bakterie L. polyplacis, nema vsak zachovany
vSechny potiebné enzymy (obr. 8). Problémem zde je neschopnost syntetizovat pyruvat a
absence enzymu preménujici acetyl-CoA na citrat. AvSak pii dodani citratu je dale schopna
syntetizovat vSechny meziprodukty této metabolické drahy. Pokud také od hostiele ziskava
pyruvat, je schopna z néj syntetizovat malat a dale oxalacetat. Alternativni cestou je obracena
syntéza meziproduktll z malatu. Tato moZnost je vSak omezena, jelikoz enzym pro syntézu 2-
oxoglutaratu ze sukcinyl-CoA chybi a tvorba meziproduktd v opaném sméru tak neni
kompletni. R. pediculischaeffi ma citratovy cyklus nefunkéni (obr. 20). V podstaté dokaze
pouze vyuzit alternativni cestu tvorby meziproduktl Vv opacném sméru. Diky funkéni
glykolyze ma tato bakterie moznost vytvofit pyruvat a z n¢j poté malat. Stejné jako u bakterie
L. polyplacis i tady je syntéza meziprodukti omezena jelikoz enzymy pro tvorbu 2-

oxoglutaratu chybi, tentokrat z obou smeéri.

Syntéza purini a pyrimidind u obou bakterii neni dokonala (obr. 9, 10, 21 a 22). L.
polyplacis i R. pediculischaeffi jsou odkazany na pomoc hostitele. Potfebuji dodat
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inosinmonofosfat, potiebny pro tvorbu purinii. Obé jsou schopné postupnymi reakcemi
vytvofit ATP i GTP. L. polyplacis je vSak schopna vytvofit mnohem vice produktl této
metabolické drahy. K tvorbé pyrimidini potiebuji od hostitele ziskat uridinmonofosfat.
Genom L. polyplacis sice obsahuje vice genu, uplatiujicich se v téchto metabolickych
drahach, a je tak schopna vytvofit mnohem vice produktli, avSak neni schopna syntetizovat
cytosin, uracil ani thymin. R. pediculischaeffi nedokaze vytvoftit zdaleka tolik produkti, jako

L. polyplacis, av§ak ponechala si gen kodujici syntézu enzymu potiebného pro tvorbu uracilu.

Oxidativni fosforylace je u R. pediculischaeffi jednozna¢né nefunk¢ni (obr. 23). Z péti
pottebnych podjednotek je pouze jedna ¢astecné funkeni. Jelikoz hlavni mechanismus tvorby
ATP je u této bakterie nefunkcéni, musi se spoléhat na jiné moznosti. Diky funk¢ni glykolyze
je schopna ziskat ATP pii syntéze 3-fosfoglyceratu a pyruvatu. Alternativni moznosti je
pfeména GTP na ATP. Bakterie je schopna GTP vytvofit bud’ postupnou syntézou z IMP,
nebo ve funkéni ¢asti citratového cyklus, kde se sukcinyl-CoA méni na sukcinat. L. polyplacis
je na tom podstatné 1épe. Tti z péti podjednotek ma plné¢ funkéni. Komplexu IV chybi dva
enzymy ke spravné funkénosti a komplex Il je zcela nefunkéni (obr. 11). Nékteré bakterie
vSak umi komplex III obejit, ¢i maji alternativni mechanismy, kterymi dokdzi ubichinol
oxidovat (Lennarz and Lane, 2013). Je zde tedy moznost, Ze L. polyplacis ma néjaky z téchto
mechanismu. Jediné, co by ji poté omezovalo, jsou chybéjici enzymy v komplexu IV. Pokud
tyto enzymy vSak dokaZe nahradit ¢i je ziskava od hostitele, dala by se syntéze ATP povaZovat

za kompletni.

Jelikoz nema L. polyplacis funkéni oxidativni fazi pentézofosfatového cyklu (obr. 7),
neni schopna produkovat NADPH, ktery poskytuje elektrony v anabolickych procesech
biosyntézy (Chen et al., 2019). Protoze se vSak pfemény isocitratu a oxalosukcinatu uéastni
enzym KO00031 (Isocitrate dehydrogenase [NADP]), vznika v citratovém cyklu L. polyplacis
NADPH (obr. 8). L. polyplacis také disponuje mechanismem piemény NAD+ na NADP+ (obr.
24). Ten samy mechanismus ma i R. pediculischaeffi (obr. 25), ta ma vsak zaroven funkéni i
oxidativni fazi pentdézofsofatového cyklu (obr. 19). Konkrétni fazi citratového cyklu, ve které
dochazi k tvorbé NADPH, vsak aktivni nema (obr. 20). Je zajimavé, ze L. polyplacis i R.
pediculischaeffi ztratily nékteré geny potiebné k syntéze tohoto darce elektronti, ale dokazaly

si zachovat alesponi dva ndhradni mechanismy.
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Obrdzek 24: Metabolismus nikotinu a nikotinamidu (Legionella polyplacis).
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Obrazek 25: Metabolismus nikotinu a nikotinamidu (Candidatus Riesia pediculischaefii).
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Z vyse uvedenych vysledkil byla vytvofena obecnd schémata metabolismt bakterii L.
polyplacis a R. pediculischaeffi (obr. 26 a 27). I kdyz obé pochazi z rozdilnych skupin, staly
se ob¢ endosmbionty v§i. Toto mélo za nasledek vznik podobnych znaki, jako je znatelné
zkraceni genomu, nizky obsah GC, zachovani metabolickych drah, dalezitych pro syntézu
latek vyzadovanych hostitelem, a ztrata drah, které v disledku endosymbidzy pozbyly sviij
vyznam. L. polyplacis a R. pediculischaeffi vS§ak mezi sebou maji i dilezité rozdily ve
funkcnosti nékterych metabolickych drah, jako je citratovy cyklus, oxidativni fosforylace ¢i
glykolyza. Tyto rozdily mohou odrazet odlisny fylogeneticky ptivod obou endosymbiontt,
riznou miru pfizpisobeni symbiotickému zivotu, ¢i hypoteticky mozna i rozdilné néaroky

jejich hostitelt.
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5 Zavér
Diky anotaci genomu bakterii L. polyplacis a R. pediculischaeffi se ukazalo, Ze kvuli
prizpusobeni se symbiotickému zivotu, maji obé vyrazné zkracené genomy a snizeny obsah
GC. Genom R. pediculischaeffi je degradovan o néco méné. Pocet proteinii oznacenych jako

»hypothetical“ byl u R. pediculischaeffi ptekvapivy, avSak sam o sob& neukazal nic
konkrétniho.

Bohuzel pomoci analyzy prostfednictvim funkce Protein BLAST, se nepodatilo
identifikovat tyto nerozpoznané geny a odhalit vyznamnou podobnost S jinymi geny u
odlisnych organismil. Uéelem bylo najit nerozpoznané proteiny, které by se shodovaly
S proteiny chybéjicimi v pozorovanych metabolickych drahach. Tato metoda vSak neptinesla

zadné vyznamné vysledky.

Ukazalo se, ze i kdyz jsou ob¢ bakterie endosymbionty vsi, velmi zasadné se 1isi
v mnoha metabolickych drahach. Pomici programii BlastKOALA a KEGG Mapper byly
nékteré z drah, které byly povazovany za funkéni, identifikovany jako nefunkéni nebo spise
funkéni, naptiklad syntéza n€kterych aminokyselin u L. polyplacis. Avsak jiné drahy naopak
prekvapily svoji funkénosti. K takovym patii tieba oxidativni faze pentézofosfatového cyklu

bakterie R. pediculischaeffi.

Zda je dychaci fetézec bakterie L. polyplacis celkové nefunkéni, neni jisté. Jelikoz
existuje Sance, ze L. polyplacis né¢jakym zptisobem obchazi nefunk¢i mitochondrialni komplex
III, ptestavuje tato problematika mozné téma k budoucimu zkoumadani. To samé se tyka i
syntézy mastnych kyselin. Metoda, kterou bakterie L. polyplacis a R. pediculischaeffi izoluji
samostatné mastné kyseliny od enzymatickych komplext acp, neni znama, proto by se mohla
stat pfedmétem bliz§iho zkoumani. Dalsi perspektivni rozvinuti tohoto tématu piedstavuje
rozsifeni souboru porovnavanych genomi o ostatni znamé symbiotické bakterie v§i, véetné

velmi malo redukovaného zastupce rodu Sodalis (Boyd et al., 2016).
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