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Anotace

Babesia divergens is a parasite of the Apicomplexa that causes bovine and human
babesiosis primarily in Europe. The ability of B. divergens to parasitize inside the host red blood
cells is governed by the Ca®* signaling pathway employing various molecules including
an array of Ca’*-dependent protein kinases (CDPKs). These enzymes are orchestrating essential
developmental processes of Apicomplexa parasites, and since they are absent in their animal
host, they possess a great potential for therapeutic interventions. Despite CDPKs' vital
and promising role, Babesia CDPKs remain uncharacterized, and their potential regulatory
roles in host-cell invasion and intracellular parasitism are thus not known. This thesis is aimed
at the pilot analysis of four putative B. divergens-specific CDPKs: Bdiv_014540c,
Bdiv_024410, Bdiv_030560 and Bdiv_035940c. We amplified and sequenced full genomic
and coding sequences of putative BACDPKSs and inserted their coding sequences into a standard
vector. Using BACDPKs protein sequences we analyzed the architecture of the individual
enzyme to confirm the presence of key CDPKs domains (Ser-Thr kinase domain and EF-hands)
and constructed a phylogenetic tree to confirm the clustering of putative BACDPKs with
analogous enzymes of other Apicomplexa and their relatives. Overall, the pilot analysis
of BACDPKs presented in this thesis provides important background for further functional
and biochemical analyses of these yet uncharacterized but highly important B. divergens

enzymes.
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1 Uvod

Babesie jsou obligatni jednobunécni parazité prenaSeni klistaty. Patfi do skupiny
Apicomplexa (vytrusovci), v rdmci niz patii mezi méné prozkoumané parazity (Jalovecka et
al., 2019). Babesie si vyvinuly unikatni strategie, aby mohly dokoncit svtij Zivotni cyklus a Sifit
se do dalsiho hostitele pomoci specializovanych infek¢nich stadii (Jalovecka et al., 2019; Lobo
et al.,, 2019). Ve svém zivotnim cyklu babesie stiidaji kli§t€¢ jakozto hlavniho hostitele
a obratlovce jakozto mezihostitele (Homer et al., 2000; Hussein et al., 2021; Jalovecka et al.,
2019; Lobo et al., 2019), coz vyzaduje adaptaci parazita na rozli¢né typy hostitelskych bunék
a na ruzna prostiedi (Lobo et al., 2019). Pro babesie je dilezita schopnost invaze do erytrocyta
raznych druht savet (Homer et al., 2000; Lobo et al., 2019), a schopnost multiplikace v riznych
tkanich klistat vCetné unikatniho tzv. transovarialniho zptisobu pfenosu parazita (z matky

na potomstvo) (Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019).

Pozoruhodna schopnost se Sifit a celosvétovy vyskyt klistécich hostiteld udélaly
z babesii jednoho z nejbéznéjsich paraziti volné Zijicich i domestikovanych zvitat (Homer et
al., 2000; Jalovecka et al., 2019). Babesie ohrozuji nejen zemédé€lské chovy, ale roste 1 riziko
nakazy cloveéka (Jalovecka et al., 2019), prestoze cloveék je pouze pfilezitostnym
mezihostitelem babesii (Jalovecka et al., 2019; Yabsley & Shock, 2013). Mnohé aspekty jako
jsou napftiklad Casté§i cestovani a krevni transfuze, pfispivaji k vaznym obavam o zdravi
vefejnosti (Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019). Homer et al. (2000) udavaji, ze babesie
(ajim blizce ptibuzny rod Theileria) jsou druhymi nejcastéj§imi krvi pfenaSenymi parazity po

trypanosomach (Yabsley & Shock, 2013).

Zasadni roli ve vyvojovém cyklu babesii hraje tzv. vapnikova signalizace,
reprezentovana fadou molekul vcetné tzv. kalcium-dependentnich proteinkinaz (CDPKs)
(Billker et al., 2009). U parazitd kmene Apicomplexa jsou CDPKs klicové pro dokonceni
zivotniho cyklu (Sharma et al., 2021), a protoze se tyto enzymy nevyskytuji v bunkach hostitela
téchto parazitt, predstavuji CDPKs potencionalni cil specifické terapie (Hussein et al., 2021;
Keyloun et al., 2014; Sharma et al., 2021; Wernimont et al., 2011). Navzdory tomu jsou funkce
jednotlivych kinaz rodu Babesia doposud neobjasnéné oproti CDPKs u jinych zastupca
Apicomplexa, napt. Plasmodium falciparum (Mitcheson et al., 2015), Toxoplasma gondii
(Wang et al., 2015) a Cryptosporidium parvum (Zhang et al., 2021). Tato prace je zaméfena na
pilotni analyzu predikovanych Babesia divergens-specifickych CDPKs (BdCDPKs).



1.1 Apicomplexa

Apicomplexa (vytrusovci) jsou soucasti skupiny Alveolata. Fylogenetickd analyza
ukazala, ze nejbliz§imi pfibuznymi Apicomplexa jsou Dinoflagellata (obrnénky), coz je
skupina jednobunécnych fas (Wiesner et al., 2008). Mezi Apicomplexa patii mnoho
vyznamnych vnitrobunéénych parazitt, ktefi mohou napadat obratlovce i bezobratlé (Wiesner
etal., 2008) a zpusobovat tzv. zoonodzy, coz jsou choroby piirozen€ prenosné ze zvirat (vétsinou
z obratlovcll) na Clovéka (Lobo et al., 2019). Rozmach zoonoz byva spojovan s ekologickymi
zménami usnadnénymi globalizaci, Cast&jSim mezinarodnim cestovanim a obchodem,
klimatickymi zménami, ristem populace, urbanizaci, zintenzivnénim pramyslu a evoluci
vztahu mezi patogenem a jeho vektorem (Lobo et al., 2019). Soucasna lécba téchto zoonodz
se ve velké mirfe spoléhd na pouziti Sirokospektrych chemoterapeutik, ale je limitovana
vyznamnym narustem rezistence, ktera uz byla prokazana na bézn¢ vyuzivané antimikrobialni
latky jako sulfadiazin a pyrimethamin, nebo clindamycin, spiramycin a imidocarb. Navic

mohou tyto 1éky zplsobit teratogenezi nebo vznik alergii (Keyloun et al., 2014).

1.1.1 Vybrani zastupci

Dulezitymi parazity kmene Apicomplexa jsou naptiklad Cryptosporidium, Eimeria,
Toxoplasma, Plasmodium, Theileria a Babesia (Chakraborty et al., 2017; Duszynski, 2021;
Kuo et al., 2008; Wiesner et al., 2008; Yabsley & Shock, 2013). U nékterych téchto parazitt je
hlaseno vice ptipadu nakazy a umrti (7. gondii a P. falciparum) nez u jinych (B. divergens,
Babesia microti a C. parvum) (Chakraborty et al., 2017), ale vSichni tito parazité mohou
potencialné ohrozit zivot hlavné u jedinct s poskozenou ¢i oslabenou imunitou, jako jsou

napfiklad jedinci infikovani HIV (Wiesner et al., 2008).

Cryptosporidium napada travici trakt a zpusobuje kryptosporidiozu u ¢lovéka a zvifat
(Chakraborty et al., 2017; Kuo et al., 2008; Wiesner et al., 2008). C. parvum ma §irsi spektrum
hostitelt, kdezto Cryptosporidium hominis, napada pouze ¢loveéka (Chakraborty et al., 2017).
Kokcidie jsou znamé svym Sirokym spektrem hostitelt. Byly objeveny u ryb, obojzivelnika,
plazt, ptaka isaveu (Duszynski, 2021). Toxoplasma zpusobuje toxoplazmoézu, a u jedinca
s poSkozenym ¢i oslabenym imunitnim systémem se muZze vyvinout v zavazné onemocnéni,
stejné tak muze byt velmi nebezpecna pro vyvijeci se plod v téle matky (Chakraborty et al.,
2017; Kuo et al., 2008). Znamym a intenzivné studovanym patogenem tohoto kmene je rod
Plasmodium zpusobujici malarii. Dle webu www.cdc.gov je pocet pfipadd za rok 2020

odhadnut na 241 miliond. Za nejvic smrtici druh je povazovano P. falciparum, kvuli zavaznosti
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onemocnéni a vysoké umrtnosti (Chakraborty et al., 2017; Wiesner et al., 2008). Theileria, ktera
spolecné s rodem Babesia a Cytauxzoon tvoii skupinu Piroplasmida (Jalovecka et al., 2018;
Yabsley & Shock, 2013) infikuje vyhradné leukocyty a erytrocyty prezvykavcu a zpusobuje
znaéné ekonomické ztraty v zemédélském pramyslu (Chakraborty et al., 2017; Heussler &

Stanway, 2008; Kuo et al., 2008).

1.1.2 Charakteristika bunky

Témér vsichni parazité kmene Apicomplexa kromé rodu Cryptosporidium a nékolika
linii gregarin (Rueckert & Horak, 2017) maji nefotosynteticky plastid zvany apicoplast
(Wiesner et al., 2008). Spolecnym znakem pro vSechny c¢leny kmene Apicomplexa je
pritomnost struktury zvané apikalni komplex alesponl v jednom stadiu zivotniho cyklu (Homer
et al., 2000; Wiesner et al., 2008). Apikalni komplex je aparat skladajici se z cytoskeletalnich
struktur a asociovanych organel, ktery zprostfedkovava invazi parazita do hostitelské buriky,
podili se na schopnosti intracelularniho parazitismu, a ucastni se také opusténi hostitelské
bunky (tzv. egress) (Jalovecka et al., 2019; Mathur et al., 2019). V pfipadé babesii je ovSem
apikalni komplex napadné zredukovan, coz naznacuje alternativni molekularni mechanismy

invaze a usidleni parazita v hostitelské burice (Jalovecka et al., 2019).

1.2 Rod Babesia

Rod Babesia obsahuje vic nez 100 druhti (Homer et al., 2000; Lobo et al., 2019), které
infikuji mnoho sav¢ich, ale 1 nékteré ptaci druhy (Homer et al., 2000; Hunfeld et al., 2008;
Yabsley & Shock, 2013). Babesia bovis a Babesia bigemina patfi k obavanym klist'aty
prenasenym patogentim dobytka (Homer et al., 2000; Hussein et al., 2021). B. microti ma §irsi
spektrum mezihostitelt sahajici od malych hlodavci a hmyzozravcid po ¢lovéka (Homer et al.,
2000; Hunfeld et al., 2008). B. divergens napada dobytek, ale stejn€ jako B. microti je schopna
infikovat ¢lovéka (Homer et al., 2000, Hunfeld et al., 2008). Babesia canis parazituje
v erytrocytech psovitych Selem a Babesia venatorum se vyskytuje u jelenti (Homer et al., 2000;

Hunfeld et al., 2008).

1.2.1 Zivotni cyklus babesii

Zivotni cyklus babesii (viz Obrazek 1) za¢ina sanim klistéte na obratlovci, ktery je
infikovan infek¢énimi sporozoity (Hunfeld et al., 2008; Jalovecka et al., 2019; Sevilla et al.,

2018). Sporozoity babesii za¢nou okamzité vyhledavat erytrocyty, na rozdil od Plasmodium,



které musi nejprve podstoupit fazi v jaternich burikach (Cursino-Santos et al., 2019; Lobo et
al., 2019), a od Theileria, které nejprve pronikaji do lymfocyti nebo makrofagu, aby se zde
vyvinuly v schizonty (Hunfeld et al., 2008). Babesie a Plasmodium se od sebe v ranych fazich
vyvoje v erytrocytu stanou morfologicky nerozliSitelnymi, nebot oba vytvofi trofozoity
(stadium prstynku) (Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019). Stadia uvniti' erytrocyti jsou
chranéna pred imunitnim systémem (Cursino-Santos et al., 2019) a béhem této erytrocytalni
faze se trofozoity rozdéli na merozoity procesem zvanym merogonie, coz je v piipadé babesii
binarni déleni, pfi kterém vznikaji dvé stejné velké bunky (Bock et al., 2004; Homer et al.,
2000; Jalovecka et al., 2019). Toto nepohlavni rozmnozovani je u babesii asynchronni (Sevilla
et al., 2018). Vysledné merozoity opousti erytrocyt a invaduji nové dosud neparazitované
erytrocyty (Cursino-Santos et al., 2019; Jalovecka et al., 2019). Nacasovani egress a pocet
merozoitl uvolnénych z infikovaného erytrocytu jsou fizeny podminkami prostiedi (Lobo et
al., 2019). Babesie vyuzivaji strategii, kdy parazit kontroluje mnozstvi invadovanych eytrocyta,
aby ochranil svého hostitele pred hemolyzou, ke které by doslo pfi masivni invazi (Lobo et al.,
2019). Nékteré merozoity se jiz v erytrocytu méni na tzv. pre-gametocyty, které dale infikuji
klisté béhem jeho sani na obratlovcei (Jalovecka et al., 2019). Tato pfemeéna iniciuje gamogonii,
coz je pohlavni rozmnozovani, které probiha vyhradné v definitivnim hostiteli, tedy klistéti
(Jalovecka et al., 2019). Pre-gametocyty se ve stievech klistéte dale vyviji v gametocyty
a nasledné v gamety (Hajdusek et al., 2013; Jalovecka et al., 2019). Gamety babesii oznacované
jako ,ray bodies” nebo ,,Strahlenkorper” spolu fuzuji a vznika mobilni zygota nazyvana
ookineta (Bock et al., 2004; Hajdusek et al., 2013; Jalovecka et al., 2019). Ookineta pronika
ptes polopropustnou nebunéénou membranu obklopujici stfevni dutinu — peritroficka matrix —
a invaduje do stfevnich bunék (Jalovecka et al., 2019). Ookineta v burikach stfevniho epitelu
podstoupi meidzu a tim vytvoti jednobunécné kinety (Bock et al., 2004; Jalovecka et al., 2019).
Ty se Sifi pres hemolymfu do perifernich tkani, v¢etné bunek vajecniki (Bock et al., 2004;
Hajdusek et al., 2013; Jalovecka et al., 2019). Invaze do ovarii ma za nasledek infekci vajicek
a vede k transovaridlnimu pfenosu (Hajdusek et al., 2013; Jalovecka et al., 2019). Zaroven
primarni kinety napadaji dalSi organy klistéte, kde se mnozi a vytvari sekundarni kinety,
které napadaji slinné zlazy. Ve slinnych zlazach se kinety vyvinou v mnohojaderné sporoblasty,
které béhem ekdyse klistéte ziistanou v dormantnim stavu a zarucuji transstadialni prenos (Bock
et al., 2004; Jalovecka et al., 2019). Jakmile se dalsi infikované vyvojové stadium klistéte
zapocne sat na krvi mezihostitele, je aktivovan sporoblast a ten procesem sporogonie nepretrzité

produkuje mnoho infekCnich sporozoit, které jsou uvoliovany do krevniho fecisté



mezihostitele a tim je cyklus dokoncen (Bock et al., 2004; Hajdusek et al., 2013; Jalovecka et
al., 2019).
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Obrizek 1: Schéma Zivotniho cyklu babesii. Seda &ast zobrazuje stadia parazita
v obratlovéim mezihostiteli a bila Gast stadia v klistécim hostiteli. Zluté obdélniky upozoriiuji

na vyskyt transstadialniho a transovarialniho pfenosu. Pievzato z (Jalovecka et al., 2019).

1.2.2 Unikatni strategie babesii

Zivotni cyklus babesii (viz Obrazek 1) se shoduje s typickym vyvojovym schématem
ostatnich Clenti kmene Apicomplexa — parazit postupné podstoupi tfi typy rozmnozovani:
merogonie (nepohlavni rozmnozovani), gamogonie (pohlavni) a sporogonie (nepohlavni)
(viz kapitola 1.2.1) (Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2019). Tim, Ze se babesie pfizpusobily

zivotnimu stylu jejich klistécich hostitelti, vyvinuly se u nich dvé specialni strategie, které



vramci ostatnich paraziti ze skupiny Apicomplexa nejsou bézné. Prvni z nich je
tzv. transstadialni pfenos, coz umoziiuje parazitovi setrvat ve svém klistécim hostiteli 1 béhem
tzv. ekdyse, tedy vyvoji z jednoho instaru do dalsiho (Jalovecka et al., 2019; Wei et al., 2021).
Transstadialni pfenos umoziuji dormantni sporoblasty, které jsou volné v cytoplasmé bunék
slinnych zlaz klistéte, kde zistavaji chranéné pred konstrukénimi zménami vnitinich organa
beéhem ekdyse (Jalovecka et al., 2019). Transstadialni pfenos je béznym fenoménem u patogenti
prenasenych klistaty (Jalovecka et al., 2019; Wei et al., 2021), naptiklad u roda Theileria
(Uilenberg, 2006) a Cytauxzoon (Allen et al., 2019), nebo u bakterii: Borrelia burgdorferi, coz
je puvodce lymské boreliozy (Vannier et al., 2008; Yabsley & Shock, 2013), Anaplasma
phagocytophila, (puvodce lidské granulocytarni ehrlichiozy) (Mott et al., 2002), Ehrlichia
chaffeensis (lidska monocytarni ehrlichidza), €i u Rickettsia rickettsii (horeCka Skalistych hor -

Rocky Mountain spotted fever) (Walker, 1998).

Druhou strategii je tzv. transovaridlni prenos, ktery umoziuje parazitovi dostat
se z jedné klistéci samice do tisict jejich potomka (Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019).
V ramci Apicomplexa se jedna o neobvykly zptsob Sifeni, ktery je vSak povazovan za jednu
z nejuspesnéjSich evolucnich strategii (Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019). Schopnost
transovarialniho pfenosu byla prokézana u haemogregarin Karyolysus (Haklova-Kocikova et
al., 2014), ale u rodu Theileria a Cytauyzoon, které jsou rodu Babesia blizce piibuzné,
se transovarialni prenos nevyskytuje (Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2019). Mimo
Apicomplexa se tento typ prenosu vyvinul nékolikrat nezavisle a byl nalezen u organismi
podobnym Rickettsia (bakterie) a u skupiny Microsporidia (Smith & Dunn, 1991).
Transovarialni prenos babesii je zaji§tén invazi tzv. kinet (viz Obrazek 1) do vajeCnika samice
klistéte (Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2019). Diky transovarialnimu a transstadialnimu
prenosu mohou babesie prebyvat v klistéti po dlouhou dobu 1 béhem nepiitomnosti obratlov¢iho

mezihostitele (Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019).

Jak bylo zminéno vySe, merogonie je asynchronni, a proto byly pro detailni studium
zivotniho cyklu druhu B. divergens vyvinuty synchroniza¢ni metody (Lobo et al., 2019). Avsak
po 24 hodinach zacne byt kultura B. divergens in vitro opét asynchronni (Sevilla et al., 2018).
Déle bylo prekvapivé zjisténo, ze si babesie osvojily opatfeni ke kontrole své populace, coz
znamena, ze pii vysoké parazitémii prodlouzi dobu stravenou v erytrocytu, ve kterém se zrovna
nachazeji, a naopak pfi nizké parazitémii opoustéji erytrocyt, aby mohly invadovat do novych
cervenych krvinek a zvétSovat svou populaci (Lobo et al., 2019). Tato schopnost je pro babesie

unikatni ve srovnani s dal§imi zastupci skupiny Apicomplexa jako je P. falciparum a T. gondii,
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které maji vnitrobunécné cykly presné nacasované (Lobo et al., 2019). Pro P. falciparum je
typickeé stravit v erytrocytalnim cyklu 48 hodin, zatimco tachyzoit 7. gondii ma Sestihodinovou

periodu rustu a replikace uvnitf hostitelské bunky, nez dojde k egress (Lobo et al., 2019).

1.2.3 Babezioza

Babezioza je hemolytické onemocnéni obratlovct vznikajici pfi infikovani erytrocytt
parazitem Babesia (Homer et al., 2000). Bovinni babezidza je charakteristickd vysokou
horeckou, hemolytickou anémii a naslednou hemoglobinurii, anorexii, nechutenstvim,
a kapilarni sekvestraci, pii které se infikované erytrocyty udrzuji na endotheliu kapilary, coz
muze vést ke smrti jedince (Hussein et al., 2021). Mladsi zvifata jsou k akutnim infekcim
odolngjsi nez dospélci (Hussein et al., 2021). Bovinni babezioza je jiz déle znama jakozto
veterinarni riziko a ma velky ekonomicky vliv na zivoCisny prumysl (Jalovecka et al., 2019),
protoze zpusobuje nejen snizeni produkce mléka a masa, ale i smrt chovnych zvifat a potraceni
mlad’at (Bock et al., 2004). Dobytek je typickym rezervoarem druht B. divergens, B. bovis
a B. bigemina (Homer et al., 2000; Lobo et al., 2019).

Lidska babezidza se projevuje podobnymi symptomy jako malérie (Chakraborty et al.,
2017; Cursino-Santos et al., 2019), pii které se opakuji tfi faze: nejprve zimnice, nasleduje
horecka, a nakonec poceni a inava. U babesiozy vSak chybi pro malarii typicka periodicita fazi
(Wiesner et al., 2008). Lidska babeziéza mize mit ruzny priabéh od asymptomatického,
po vazny a prilezitostné az fatalni, k cemuz muze dojit u pacientd s imunodeficienci (Homer et
al., 2000; Hunfeld et al., 2008; Vannier et al., 2008; Yabsley & Shock, 2013). Babezioza se
u imunokompetentnich jedinci obvykle vyznacuje nespecifickymi pfiznaky, jako je nepiilis
vysoka, ale relativné stala horecka (Hunfeld et al., 2008; Wiesner et al., 2008). Mezi dalsi
symptomy patii nevolnost, bolest hlavy, inava, zimnice, svalové kiece a anémie (Homer et al.,

2000; Hunfeld et al., 2008; Vannier et al., 2008; Yabsley & Shock, 2013).

1.2.3.1 Vyskyt lidské babeziézy

Puvodcem lidské babezidzy mize byt nékolik druht (Cursino-Santos et al., 2019; Lobo
etal., 2019). Nakazeni ¢lovéka babesiemi, pfesnéji druhem B. divergens, bylo poprvé potvrzeno
roku 1956 v byvalé Jugoslavii (Hildebrandt et al., 2007; Homer et al., 2000; Lobo et al., 2019).
Tato nakaza byla bohuzel fatalni, a od té doby je babezidza brana jako choroba potencialné
ohrozujici lidsky zivot (Homer et al., 2000; Lobo et al., 2019). Mezi c¢tyfi druhy babesii,

u kterych bylo doposud a jistotou prokazano, ze mohou infikovat i cloveka, patti B. divergens,



B. microti, Babesia duncani a B. venatorum (Chakraborty et al., 2017; Cursino-Santos et al.,

2019; Homer et al., 2000; Wiesner et al., 2008).

B. divergens je hlavnim ptivodcem lidské babezidzy v Evropé, kde byla vétsina pripada
hlasena z Britskych ostrovi a Francie (Homer et al., 2000; Hunfeld et al., 2008; Lobo et al.,
2019; Yabsley & Shock, 2013). V USA zpusobuje lidskou babeziozu predevsim druh B. microti
(Cursino-Santos et al., 2019; Hildebrandt et al., 2007; Homer et al., 2000; Yabsley & Shock,
2013), ktery se vyskytuje hlavné ve vychodni ¢asti Severni Ameriky (Homer et al., 2000),
a pocty pripadt neustale rostou (Hunfeld et al., 2008). Hildebrandt et al. (2007) jiz potvrdili
prvni autochtonni piipad nakazy ¢loveka druhem B. microti v Evropé. Piipady lidské babeziozy
zpusobené B. divergens se zdaji byt vzacn€jsi nez ty zpuisobené B. microti, ale na druhou stranu
B. divergens zpusobuje vazn€jsi prubéh infekce nez B. microti (Hildebrandt et al., 2007; Homer

et al., 2000; Vannier et al., 2008).

Obecny zivotni cyklus babesii se pfi infikovani ¢lovéka neméni (Cursino-Santos et al.,
2019). Babesie obligatné parazituji erytrocyty a jejich schopnost je nejprve rozeznat a pak
invadovat je ustfedni krok lidské babezidzy (Cursino-Santos et al., 2019; Lobo et al., 2019).
Intra-erytrocytarni paraziti ve stadiu merozoitl k tomu vyuzivaji mnohonasobné komplexni
interakce mezi svymi povrchovymi proteiny a povrchem hostitelské buiiky (Chakraborty et al.,
2017; Cursino-Santos et al., 2019; Jalovecka et al., 2019). Dle Jalovecka et al. (2019) by
studium proteind, které si merozoity vytvafeji, mohlo umoznit dukladné&jsi pochopeni
povrchovych zmén hostitelské bunky zptisobenych parazitem a odhalit moznosti pro klinické

aplikace proti babezidze.

1.2.3.2 SiFeni lidské babeziézy krevnimi transfuzemi

Béhem poslednich desetileti poCty piipadi lidské babezidzy pravidelné rostou (Cursino-
Santos et al., 2019; Lobo et al., 2019). Avsak je obtizné stanovit mnozstvi ptipadd, protoze
mnoho z nich je $patné diagnostikovano nebo neni viibec detekovano, a zbylé pripady nebyly
nahlaseny nebo publikovany (Lobo et al., 2019; Yabsley & Shock, 2013). Babezi6za navic
muze byt pfenasena i krevni transfuzi infikované krve (Cursino-Santos et al., 2019; Hildebrandt
et al., 2007; Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2019; Lobo et al., 2019; Yabsley & Shock,
2013) nebo vertikalné z matky na plod (Lobo et al., 2019; Yabsley & Shock, 2013). Béhem
transfuze erytrocyt slouzi jako optimalni Sifitel usnadiiyjici prenos (Cursino-Santos et al.,
2019). Dle Hildebrandt et al. (2007) je celosvétove piripadim nakazy spojenych s transfuzemi

vénovana mala pozornost a jejich vyskyt je pravdépodobnéjsi v oblastech, kde je babezioza



endemicka. Vyssi frekvence klinickych pfipada je spojena pravé s Cast€jSim Sifenim parazitd
skrze krevni transfuze (Cursino-Santos et al., 2019). To bylo prokazano hlavné pro B. microti,
coz déla z babezidzy nejcastéjsi infekci prenasenou transfuzi ve Spojenych statech americkych
(Cursino-Santos et al., 2019; Yabsley & Shock, 2013). Sacky s krvi ur€enou k transfiizi jsou
skladovany pf1 nizkych teplotach (Lobo et al., 2019). Pokud je krev infikovana babesiemi, dojde
v tomto kroku k redukci populace (Lobo et al., 2019). Ale diky strategii, kdy jsou merozoity
chranény uvnitf erytroctu, mohou po nastoleni optimalnich podminek znovu vybudovat

populaci i jen z nékolika jedinct (Lobo et al., 2019).

1.2.3.3 Lécba lidské babeziozy

V soucasné dob¢ je lidskd babezidza lécena kombinaci antimalarik a antibiotik
(Jalovecka et al., 2019; Vannier et al., 2008). Pouzivaji se dvé standardni kombinace
antimikrobiotik: atovaquon s azithromycinem pro mirné infekce a clindamycin s chininem pro
vazné stavy (Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2019; Vannier et al., 2008; Wiesner et al.,
2008). Pokud by byl pacient v ohrozeni zivota, je mozné provést krevni transfuizi neinfikovanou
krvi (Vannier et al., 2008). OvSem antibiotika a antimalarika nejsou toxicka jen pro parazita,
ale i pro pacienta (Homer et al., 2000), a proto nékteré vyzkumné skupiny navrhuji jiné zpisoby
1éCby. Sevilla et al. (2018) navrhuji zacilit Iécbu na stadium merozoitu, ktery je béhem invaze
a egress bezbranny vné erytrocytu. Avsak Jalovecka et al. (2019) tvrdi, ze by tato strategie
nemusela byt uspésna, protoze vyvoj babesii uvniti erytrocytu je asynchronni a merozoity
se méni na gametocyty s jinymi antigeny, na které by lécba cilena na merozoity mohla byt
neuspésna. Misto toho navrhuji jako cil 1é¢by také specifické antigeny gametocytu a sporozoitu,

kdy by byla tato stadia selektivné blokovana.

1.3. Vapnikova bunécna signalizace a kalcium-dependentni proteinkinazy

(CDPKjs)

Kalcium-dependentni proteinkinazy (CDPKs) pfedstavuji jedny z nejzasadnéjSich
signalizaCnich molekul reagujicich na oscilace hladiny vapniku, jejiz dynamika koresponduje
sbunéénymi a vyvojovymi zménami be&hem parazitického zplsobu zivota vytrusovcu
(Apicomplexa). V nasledujici reSer§i uvadim zakladni fakta o roli vapniku v bunécné

signalizaci a charakteristiku CDPKs, kterym je cela tato prace vénovana.



1.3.1 Vapnik a jeho uloha v buné¢né signalizaci

Vapnik je znamy makrobiogenni prvek a v buiice plni dilezitou roli pfi kontrole fady
procesti. Hladina vapniku v buiice je pfisné regulovana a nahlé uvolnéni iontd vapniku (Ca’*)
do cytosolu aktivuje latky reagujici na tyto zmény (Sharma et al., 2021). Jeden z kli¢ovych
procesti reagujici na oscilaci hladiny Ca** je vapnikova bun&éna signalizace, ktera ovliviiuje

fadu fyziologickych procesi v buiice (Fedrizzi et al., 2008).

Vyznamnou skupinou proteind reagujicich na zmeény hladiny vapniku jsou CDPKs
(Billker et al., 2009), které vSak nejsou jediné latky aktivované vapnikem. V rostlinach byly
objeveny dalsi skupiny, napf. kalmoduliny, kalmodulinu podobné proteiny (Calmodulin-like
proteins) a kalcineurin B-podobné proteiny (Calcineurin B-like proteins) (Sharma et al., 2021).
U zivocichi mohou reagovat na koncentraci vapniku neékteré hormony, napfiklad pfi snizené
hlading iontd vapniku a fosfatovych iontd (POs*) v krvi dojde k uvolnéni hormonu
parathormonu a ten rozruSovanim kostni tkané uvoliiuje Ca** do krve. Antagonistou
parathormonu je hormon kalcitonin, ktery brani odbouravani kostni tkané pii hyperkalcemii.
Vapnikova signalizace se uUcastni pfi reakcich imunitniho systému na stimulaci antigeny
patogent (Guse, 1998). V T-lymfocytech jsou Ca>* kli¢ové pro aktivaci, diferenciaci a pro
vykonavani funkce (Guse, 1998; Savignac et al., 2007). Ca®* ionty maji také dalsi specifické
funkce v membranové excitabilité, exocytoze, pohyblivosti, apoptoze a transkripci (Clapham,

2007).

U mnohobunécnych i jednobunécnych organismt je dynamika vapniku uvnitt bunky
slozité regulovana neustalou vyménou mezi extracelularnim prostorem, cytoplazmou a misty,
kde se vapnik skladuje (Sharma et al., 2021). U zivoCichi funguji jako sklad vapniku
endoplasmatické retikulum nebo mitochondrie (Sharma et al., 2021). U rostlinnych bunék se

Ca?* uklada v chloroplastech, vakuolach a apoplastech (Sharma et al., 2021; Shi et al., 2018).

U zivocisnych i rostlinnych bun€k jsou ionty vapniku neustale vylu¢ovany z cytosolu
za pomoci membranovych transportéri. Jedna se o takzvané vapnikové pumpy, které
za spotieby ATP prenasi Ca’* pres membranu ven z buiiky nebo dovnité endoplasmatického
retikula. DalSim mechanismem je sodiko-vapnikovy vymeénik, coz je proteinovy prenasec, ktery
antiportnim zpasobem transportu vyméfiuje jeden Ca>* ion za tii Na* ionty, nebo transportuje
jeden K* ion spolu s jednim Ca*" ionem vyménou za &tyfi Na* ionty (Clapham, 2007). Sodiko-
vapnikovy vymeénik pouziva energii elektrochemického gradientu Na*. Vapnikové pumpy

dlouhodobé udrzuji nizkou koncentraci Ca*>* v cytosolu, zatimco sodiko-vapnikové vyméniky
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délaji rychlé apravy, které jsou u ZzivocCichi potiebné béhem vytvareni akéniho potencialu

v neuronech (Clapham, 2007).

1.3.2 Mechanismus vapnikové signalizace

Ionty vapniku a na né reagujici fosfatové ionty maji schopnost ménit lokalni
elektrostaticka pole a konformaci proteint, coz jsou dva univerzalni nastroje pro vedeni signalu
(Clapham, 2007). Bunécna vapnikova signalizace mize byt provadéna dvéma zptusoby. Prvnim
z nich je vyuziti mezerovych spoju (gap junction), které se vyskytuji mezi sousednimi burikami
a spojuji jejich cytoplasmy. Casto se nachazeji v epitelovych tkanich a jsou vzdy piitomné mezi
bunkami srdecni svaloviny. Pfi druhém a Castéj§im zpisobu bunécné signalizace dochazi
k otevieni iontovych kanalt cytoplasmatické membrany, kvuli zmé€nam v napéti nebo kvuli
navazani urcitych ligandi nazyvanych jako prvni poslové (first messenger). Kdyz se kanaly
oteviou, zaénou Ca”* proudit dovniti butiky. Pogateéni zvyseni koncentrace Ca>* spousti dalsi
uvolnéni Ca** predevsim z endoplasmatického retikula. Tomu se fika, ze Ca>* je tzv. druhy
posel (second messenger) a znamena to, ze koncentrace vapniku v buiice rychle vzroste po
navazani molekuly prvniho posla na receptor kandlu v membrané buiky. Toto zvySeni
koncentrace Ca”* uvniti butiky vzapéti nastartuje fizovani proteind, coz umozni vesikulim
obsahujicim transmitter splynout s plasmatickou membranou. Tyto dé&je zprostiedkované Ca?*
dominuji velké ¢asti nervové soustavy a dusledky jsou viditelné i mimo bunky pfi komunikaci

bunék skoro vsech typt (Clapham, 2007).

1.3.3 Charakteristika CDPKs

CDPKs se vyskytuji u skupiny Archaeplastida, u fasovek (Oomycota) a u Alveolata,
kam patfi tfi skupiny — nalevnici (Ciliate), obrnénky (Dinoflagellata) a vytrusovci
(Apicomplexa) (Govindasamy & Bhanot, 2020; Harmon et al., 2001). CDPKs slouzi
k vapnikové bunécné signalizaci, pficemz sleduji okamzitou koncentraci vapenatych iont
i oscilaci jejich hladiny a v zavislosti na tom odpovidajicim zpisobem reaguji (Billker et al.,
2009; Harmon et al., 2001). CDPKs jsou aktivovany pfimym navazanim Ca* na jejich EF-hand
doménu v kalmodulinu podobné (calmodulin-like) regulacni oblasti (viz Obrazek 2)
(Govindasamy & Bhanot, 2020; Harmon et al., 2001; Shi et al., 2018). Interakce CDPK
s vapnikem tuto kinazu aktivuje, a ta postupné fosforyluje substraty, nebo zprostredkovava
interakce s dalSimi proteiny, aby doslo ke zformovani fyziologicky vyznamnych
vysokomolekularnich proteinovych komplexti (Sharma et al., 2021). Diky schopnosti pfimo

vazat vapnik se CDPKs mohou chovat jako senzory pro Ca** i jako efektory (Govindasamy &
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Bhanot, 2020). Ackoli maji CDPKs konzervované aminokyselinové sekvence, jejich EF-hands
jsou variabilni. Nekteré CDPKs maji EF-hands degenerované, nebo je uplné ztratily, coz mé za

nasledek zmény v citlivosti k Ca** (Shi et al., 2018).

Autoinhibitor  EF-hand

v
v

Calcium dependent protein kinases (CDPK) NH, —-E.:‘:‘:.:l- COOH
_ o PKD CaM-like
Calcium dependent protein kinase-related kinases ~ (CRK) NH,—— s -mmmms- COOH

Phosphoenolpyruvate carboxylase kinases (PPCK) NH,—— - COOH

Phosphoenolpyruvate carboxylase kinases-
related kinases

Calmodulin-dependent protein kinases (CaMK) NH,— - COOH

(PEPRK) NH,— - - COOH

Calcium and calmodulin regulated protein kinases (CCaMK) NH;—_-C.Z‘:.ZI-COOH
Visinin-like
Obrazek 2: CDPKSs a jim pribuzné protein kinazy. Kinazy obsahuji ¢tyfi domény. Ve sméru
od N-konce k C-konci jsou to: N-terminalni doména o rozli¢né délce a sekvenci (v diagramu
cerna Cara), protein kinazova katalyticka doména (PKD) (modry obdelnik), serine/threonine
doména (Cervend cara) a calmodulin-like vapnik vazajici doména (CaM-like) (zeleny obdelnik),
ktera obsahuje EF-hands (fialové elipsy) (Harmon et al., 2001; Zhang et al., 2019). Skupina
CDPKs obsahuje Sest typu protein kinaz, které se lisi pravé v jejich calmodulin-like regula¢nich

oblastech s EF-hand doménami (Harmon et al., 2001). Pfevzato z (Zhang et al., 2019).

1.3.4 CDPKs u rostlin

Signalizace vapnikem a CDPKs je dulezita pro velké mnozstvi déju v rostliné. Dikazem
toho je, ze jsou tyto drahy evolu¢né konzervované od fas az po vyssi rostliny (Shi et al., 2018).
V rostlinnych bunkach hraji CDPKs zasadni roli ve vyvoji rostliny a béhem ristu (Boudsocq
& Sheen, 2013; Hrabak, 2000; Sharma et al., 2021). CDPKs jsou vyjimecné hlavné svymi
mnohostrannymi funkcemi v komplexnim imunitnim systému a pfi stresové signalizaci, vCetné
respiracniho vzplanuti, pohybu priducha a hormonalni signalizace. Byla pozorovana rozdilna
mira exprese CDPKs v odpovédich na rizné stimuly, jako je chlad, sucho, salinita, patogeny
a kyselina abscisova (Boudsocq & Sheen, 2013). Bylo zjisténo, ze rostlinné CDPKs maji vliv
na aktivaci a represi enzymd, kontroluji rizné signalni kaskady a reguluji aktivitu

transkrip¢nich faktort a transportnich kanalti (Boudsocq & Sheen, 2013; Sharma et al., 2021).
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Skupina CDPKs je v rostlinach velice rozsifena. U Arabidopsis thaliana bylo nalezeno
34 kinaz (Sharma et al., 2021; Shi et al., 2018), u ryze (Oryza sativa) 31 a alespon 20 u pSenice
(Triticum aestivum) (Boudsocq & Sheen, 2013). Jednotlivé CDPKs se mezi sebou lisi v jejich
expresi, v lokalizaci uvniti butiky, v citlivosti k Ca®*, ve specifité substratu, ve fosforylaci a také
v interakcich s proteiny (Boudsocq & Sheen, 2013; Harmon et al., 2000). Nékteré kinazy jsou
exprimovany ve vetSiné organt, zatimco jiné jsou tkanove specifické (Boudsocq & Sheen,
2013; Harmon et al., 2000; Shi et al., 2018). Na bunécné urovni nalezneme CDPKs hojné
v meristému, xylému, pylu, ve svéracich bunkach priducht a v burikach embrya (Shi et al.,
2018). Uvnitt bunek se vyskytuji v rozlicnych organelach: v cytosolu, jadre, plasmatické
membrané, endoplasmatickém retikulu, tonoplastech, mitochondriich, chloroplastech,

olejovych téliscich a peroxisomech (Boudsocq & Sheen, 2013; Shi et al., 2018).

Pravé Siroky arzenal jednotlivych CDPKs v rostlinach naznacuje jejich obrovsky
potencial k aktivaci substratt a k Gi€asti na prenosu signalu v mnoha drahach (Shi et al., 2018).
Shi et al. (2018) popisuyji, co se odehrava v rostlinné burnice na molekularni trovni: generované
Ca?* jsou rozpoznavany a dekoédovany témito specifickymi kindzami a vzapéti je spusténa
fyziologicka a chemicka odpovéd. Avsak stale neni jasné, jak vznikaji Ca*, které se jiz od
zaCatku li§i podle stimulu, ktery signalizuji. Posttranslacni modifikace CDPKs vcetné
autofosforylace, myristoylace a palmitoylace (navazani specifickych lipidi) jsou rozhodujici

pro funkci CDPKs a jejich umisténi v buiice (Shi et al., 2018).

Boudsocq a Sheen (2013) se ve svém cClanku zabyvaji imunitni a stresovou signalizaci,
kde tvrdi, ze vice CDPKs z podskupiny I m4 klicovou roli v ochranném respiraCnim vzplanuti
a to tim, ze aktivuje NADPH oxidazy jejich pfimou fosforylaci. CDPKs projevuji napfic
rostlinami konzervované obranné funkce, které podnécuji apoptdézu. Na druhou stranu autofi
podotykaji, ze existuje n€kolik kinaz, u kterych byl prokazan negativni efekt na obranu rostliny.
Razné CDPKs z odlisSnych podskupin zprostiedkovavaji reakce rostliny na poranéni
a herbivory, a to tim Ze reguluji syntézu hormont a genovou expresi. Tyto kinazy mohou mit
bud’ pozitivni nebo negativni efekt. Boudsocq a Sheen (2013) si povsimli, ze by né€které CDPKs
mohly mit opacné role v riznych typech bunek. Za riizné fyziologické funkce téchto kinaz
v rozmanitém bunéfném prostiedi jsou pravdépodobné zodpovédné odlisSné substraty

(Boudsocq & Sheen, 2013).
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1.3.5 CDPKSs u parazitu ze skupiny Apicomplexa

Vytrusovci ziskali mnoho jedineénych schopnosti spojenych s jejich riznorodym
pfizptisobenim k parazitickému zplsobu zivota (Billker et al., 2009; Sharma et al., 2021).
Vyskyt CDPKs u rostlin a vytrusovcu souvisi s jejich spolenym evolu¢nim pivodem (Sharma
et al., 2021); k odd¢leni téchto dvou skupin pravdépodobné doslo jesté pied rozdélenim rostlin
a zivoCichu (Billker et al., 2009). Vlastnosti rostlin vytrusovci také ziskali diky sekundarni
endosymbioze, pii které pohltili buiiku fasy a doSlo k vytvoreni apikoplastu (Billker et al.,
2009).
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Obrazek 3: Fylogeneticka analyza CDPKs A. thaliana (AtCDPK, rostliny), P. falciparum
(PfCDPK, wvytrusovci) a T. gondii (TgCDPK, vytrusovci). Fylogenetickd analyza CDPKs
A. thaliana (34 enzymu) s CDPKs P. falciparum (7 enzymu) a T. gondii (12 enzymu) ukazala

znacnou blizkost mezi CDPKs u Apicomplexa a A. thaliana. Ptevzato z (Sharma et al., 2021).
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Signalni drahy vytrusovca tedy maji jak konzervované, tak unikatni rysy (Billker et al.,
2009). Na rozdil od mnohobunéénych organismu je vapnikovy signal u vytrusovci primarné
vniman a prenasen pravé diky CDPKs (Sharma et al., 2021). CDPKs jsou u Apicomplexa méné
pocetné oproti jejich zastoupeni v rostlinach (Sharma et al., 2021). I pfesto jsou vSak CDPKs
parazitickych vytrusovci zasadni pro riizné fyziologické procesy, a proto jsou nepostradatelné
pro uspéesné dokonceni zivotniho cyklu (Sharma et al., 2021) - fidi napfiklad sekreci proteind,
pohyb, invazi, egress, gametogenezi a také vyvoj jedince (Billker et al., 2009; Mitcheson et al.,
2015; Sharma et al., 2021). CDPKs se u Apicomplexa déli na n€kolik hlavnich tfid (Billker et
al., 2009), ovSem kazda tiida téchto kinaz muze mit jinou funkci i v relativné piibuznych

organismech.

Mezi nejcastéji studovana Apicomplexa patii P. falciparum (jehoz kinazy se znaci
zkratkou PfCDPK), Plasmodium berghei napadajici hlodavce (PbCDPK), T. gondii (TgCDPK)
a C. parvum (CpCDPK). U P. falciparum se nachazi 7 CDPKs (Mitcheson et al., 2015),
u T. gondii 12 CDPKs (Wang et al., 2015) a u C. parvum 6 CDPKs (Zhang et al., 2021). Razné
role CDPKs jsou dany diky jejich rozdilim v expresi a vnitrobunécné lokalizaci béhem
proménlivych stadiich vyvoje parazita (Sharma et al., 2021). Jak uz bylo zminéno, jednotlivé
kinazy maji u rostlin i u vytrusovct odli$nou citlivost ke koncentraci Ca** (Sharma et al., 2021).
Je zajimavé, ze nékolik CDPKs v plasmodiich hlodavcl se navzajem funkéné prekryvaji, coz
naznaCuje moznou spolupraci mezi rdznymi kindzami, aby bylo dosazeno co nejlepsiho
fyziologického vysledku ve stejné signaliza¢ni kaskadeé (Sharma et al., 2021). Za urcitych
podminek se mohou parazité adaptovat a zredukovat, nebo dokonce uplné pftijit o aktivitu

konkrétnich CDPKs (Sharma et al., 2021).

Sharma et al. (2021) se vénuji dynamice vapniku a jeho skladovani u paraziti rodu
Plasmodium. Vapnik vné bunky hraje kritickou roli béhem invaze do Cervenych krvinek
sporozoity €1 merozoity. Dale je vapnik potifebny pro vyvoj parazita v erytrocytech, zejména
pfi prechodu do stadia trofozoitu. Koncentrace Ca’* je v neparazitovanych erytrocytech trvale
nizka. V parazitovanych erytrocytech se koncentrace Ca?* dynamicky méni s tim, jak se vyviji
parazit uvnitf. Aby parazitované Cervené krvinky nemusely celit malé dostupnosti vapniku,
dokaze parazit znacné zvysit jeho piijem pravdépodobné pomoci svych vlastnich iontovych
kanald na povrchu infikovaného erytrocytu. Navic parazit pouziva Ca** ATP4azy. Tyto ATPazy
jsou odvozené od plasmatické membrany erytrocytu, aby pumpovaly vapnik do parazitoforni
vakuoly (Sharma et al., 2021). Vétsina paraziti ze skupiny Apicomplexa pouziva parazitoforni

vakuolu k usidleni a namnozeni se v cytoplazmé hostitelské butiky (Cesbron-Delauw et al.,
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2008). Parazitoforni vakuola pochazi z parazitovych i hostitelovych komponent (Cesbron-
Delauw et al., 2008). Na zacatku druhého infekéniho cyklu slouzi parazitoforni vakuola jako
ulozisté vapniku, coz je dulezité pro pocatek infekce v oblasti s nepfiznivym ionickym
prostfedim (Sharma et al., 2021). I kratky pokles hladiny vapniku v parazitoforni vakuole je
kriticky pro vyvoj parazita uvnitf erytrocytu (Sharma et al., 2021).

Zmeény koncentrace vapniku v hostitelské 1 parazitarni burice velice dobte koreluji s
rozhodujicimi rolemi jednotlivych CDPKs, a to hlavné pfi pfechodech do néasledujicich
vyvojovych stadii (viz Obrazek 4). PfCDPKI1, 2, 3 a 5 jsou povazovany za klicové pro
erytrocytalni asexualni stadia zivotniho cyklu parazita (Mitcheson et al., 2015). PfCDPKS5
a PfCDPK1 jsou zapojeny v invazi a egress merozoitt do/z erytrocyti (Mitcheson et al., 2015;
Wang et al., 2015; Zhang et al., 2021). Bylo zisténo, ze PbCDPK1 nebo PbCDPKS5 také
reguluji tzv. pre-erytocytalni cyklus diky pfimému vlivu na pohyb sporozoiti, kteti bez téchto
dvou enzymu ztraci schopnost se plynule pohybovat, byt stale maji moznost pfesouvat se mezi
buikami (Govindasamy & Bhanot, 2020). PfCDPK4 by se méla ucastnit gametogeneze
(Mitcheson et al., 2015) a fylogeneticky souvisi s TgCDPK1, ktera reguluje bunéény cyklus
v samcich gametocytech (Wang et al., 2015) a s CpCDPK1 (Zhang et al., 2021). TgCDPK1
a TgCDPK3 byly vyzadovany béhem egress, ale pouze TgCDPK1 byla potieba béhem invaze
(Lourido et al., 2012). Wang et al. (2015) to potvrzuji tim, ze pii potlaceni TgCDPK1 dojde
k oslabeni klouzavého pohybu, invaze do hostitelskych bunek a schopnosti egress. T¢CDPK3
ovliviiuje pohyb parazita (Lourido et al., 2012), ale jeho ortolog PbCDPKI1 hraje klicovou roli
ve vyvoji schizontdl, invazi do erytrocytd a regulaci mRNAs, aby byla zajiSténa exprese
proteinu ve specifickém Case a stadiu (Wang et al., 2015). To potvrzuje skute¢nost, ze ortologni
geny blizce pfibuznych organismt maji rizné specializované funkce. Nedavné studie ukazaly,
ze TgCDPK?7 je zasadni pro dé€leni a rust parazita (Wang et al., 2015). Dale se TgCDPK?7 podili
se na spravném umisténi a rozdéleni centrosomu béhem d¢leni parazita (Morlon-Guyot et al.,
2014). PbCDPK1, 4 a 5 jsou dynamicky exprimované v pre-erytrocytickych stadiich a takeé je
potiebné pro pohyblivost sporozoitii (Govindasamy & Bhanot, 2020). Hlavné PbCDPKS5 je
zadouci pro opusténi hepatocytd a vyvoj dal ze stadia merozomua (Govindasamy & Bhanot,
2020). Trida PbCDPKG6 je dulezita pro kontrolu zmény sporozoitli z migracniho na invazni
fenotyp (Wang et al., 2015). Nejméné jsou CDPK studované u C. parvum. CpCDPK4
a CpCDPKG6 by se mohla uc€astnit invaze nebo raného vyvoje uvniti buiiky (Zhang et al., 2021).
Fylogeneticka analyza ukézala ortolog k CpCDPK4 u T. gondii — TgCDPK4B, zatimco nebyl
nalezen zadny ortolog k P. falciparum (Zhang et al., 2021). Skupina Babesia je oproti vyse
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zminénym modelovym organismim velmi malo zkoumana, piestoze se jedna o jednoho
z nejvyznamnéjSich paraziti dobytka na svété (Hussein et al., 2021). Hussein et al. (2021)
zkoumali CDPK4 u B. bovis a zjistili, ze je dilezita pti vyvoji sexualnich stadii a kinet, ale

funkce dalSich CDPKs zatim nebyly objasnény.
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Obrazek 4: Schéma zapojeni CDPKs béhem zivotniho cyklu P. falciparum. Jednotlivé
CDPKs a protein kinaza G (cGMP-dependentni protein kinaza, PKG) reguluji zasadni vyvojové

zmény béhem zivotniho cyklu parazita. Pfevzato z (Mitcheson et al., 2015).

CDPKs by mohly byt potencialnim cilem pro nové vyvijené typy 1éCiv, protoze
u hostitelskych druht se CDPKs nevyskytuji, a ani v lidském genomu nejsou kodovany zadné
ortology (Sharma et al., 2021; Wernimont et al., 2011). Dale ov§em Sharma et al., (2021)
namita, ze Plasmodium sdili mnoho aminokyselinovych sekvenci a strukturnich podobnosti
s eukaryotickymi protein kinazami v misté pro vazbu ATP. A zdiraziuje, aby byla 1éCiva
zacilena opravdu na CDPKSs parazita, a ne omylem na sav¢i kinazy, abychom se vyhnuli toxicité

zpusobené vedlejsimi ucinky na bunécnou signalizaci a regulaci hostitelské bunky.
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2 Cile prace

e Strucna literarni reserSe na téma vyznamu vapnikoveé signalizace a soucasnych
poznatkt o struktufe a funkci CDPKs.

e Osekvenovat gDNA putativnich BACDPKSs a porovnat je s in silico predikovanymi
sekvencemi z databaze Piroplasmadb.org.

e Ptipravit cDNA z krevnich stadii B. divergens, a zaklonovat a osekvenovat kodujici
sekvence putativnich BACDPKs.

e Provést analyzu struktury BACDPKs pomoci predikce proteinovych domén.

e Provést fylogenetickou analyzu klastrovani BACDPKs s izoenzymy vybranych
modelovych druht ze skupiny Apicomplexa.

e Navrhnout design experimentu pro dynamickou analyzu exprese intra-

erytrocytarnich BACDPKs pomoci kvantitativni PCR.
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3 Material a metody

3.1 Kultivace B. divergens

V této praci byl pouzivan kmen B. divergens 2210A G2 (Jalovecka et al., 2016). In vitro
kultivace B. divergens probihala ve smési bovinnich erytrocyti a kultivatniho média
(viz kapitola 3.1.1) a kultura byla uchovéavéana v inkubatoru (Galaxy 170 S, Eppendorf) pfi
konstantnich podminkach: 37 °C a 5 % COa. Erytrocyty pouzité ke kultivaci byly ziskany
z jatecniho dobytka a musely byt nejprve precistény od séra. PreciSténi odebrané krve zaina
jeji defibrinaci. Poté je krev tfikrat promyta promyvacim médiem (viz Tabulka I)
a centrifugovana (Multi Centrifuge 3SR, Heraeus; 4 °C, 2000 x g, 10 min), ¢imz je dosazeno

odstranéni zbyvajici fibrinové slozky a krevniho séra.

3.1.1 Udrzovani kultur

Pfi rutinnim udrzovani kultury B. divergens byla pouzivana 24-jamkova desticka
(Techno Plastic Products) a pfi praci s kulturami bylo vzdy dbano na dodrzovani zakladnich
aseptickych technik prace. Pasazovani kultur bylo provadéno vzdy jednou za dva az tii dny
v laminarnim boxu (Airstream® Class II, BSCO) a probihalo nasledujicim zptasobem. Nejprve
byly do prazdné jamky pfidany 2 ml kultivaéniho média. Slozeni kultivaéniho média je uvedeno
v Tabulce I. Do jamky pak bylo pfidano 50 ul ptecisténych bovinnich erytrocyti a 10 ul
sedliny, ktera obsahovala erytrocyty s parazity. Tato sedlina byla odebirdna z jamky
z predchoziho pasazovani. Zpusob pasazovani je mozné pozmeénit napiiklad v ptipadé€, kdyz je
v jamce niz8i (pouze vyména média) nebo naopak pfili§ vysoka parazitémie (Castéjsi pasaz nebo
mensi pasdzovany objem kultury). Parazitémie byla pravidelné zjiStovana vzdy pred
pasazovanim pomoci barvenych krevnich roztért (viz kapitola 3.1.2), které byly mikroskopicky
analyzovany (viz kapitola 3.1.2). V pripadé potieby byla kultura B. divergens namnozena do
vétSich objemd, naptiklad pro izolaci gDNA (genomicka DNA) nebo RNA (viz kapitoly 3.2.1
a 3.3.1). Do kultivaéni lahve 25 cm? (VWR) bylo pfidano 8 ml kultivaéniho média, 250 pl
bovinnich erytrocyti a cely objem jedné jamky z 24-jamkové desticky, kde bylo predtim
vyménéno kultivaéni médium. Pro kultivaci do lahve 75 cm? (VWR) bylo pouzito 30 ml
kultivaéniho média, 1 ml bovinnich erytrocytd a cely obsah lahve 25cm?, kde bylo odebrano

ptvodni médium a pfidan stejny objem nového (10 ml).
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Tabulka I: Slozeni promyvaciho a kultiva¢niho média.

Chemikailie Promyvaci médium Kultiva¢ni médium
RPMI 1640 (Lonza) 500 ml 400 ml
Amphotericin B (Sigma, c=250 pg/ml) 0,5 ml 0,5 ml
Gentamycin sulfat (Sigma, c=10 mg/ml) 2,5 ml 2,5 ml
Fetélni bovinni sérum (Capricorn) - 100 ml

3.1.2 Mikroskopicka analyza

Pravidelné mikroskopické sledovani kultur B. divergens je dilezité pro jiz zminéné
urCeni parazitémie, ale 1 pro kontrolu zda kultura nebyla kontaminovéana. Z kultury bylo
odebrano malé mnozstvi sedimentu s parazitovanymi erytrocyty (piiblizn€ 2 ul), pfeneseno na
podlozni sklicko a pomoci druhého podlozniho sklicka byl vytvofen krevni roztér (,,blood
smear). Roztér byl po zaschnuti nabarven nasledujicim zptsobem. Nejprve bylo sklicko 10x
ponoteno do roztoku Diff-Quik Fix (Siemens), poté 10x do Diff-Quik I (Siemens) a nakonec
bylo po 60 sekund ponechano v Diff-Quik II (Siemens). Takto nabarveny a zafixovany krevni
roztér byl oplachnut vodou, jemné postiikdn 70% ethanolem a opét oplachnut vodou.
Pfipraveny preparat byl analyzovan pod svételnym mikroskopem (Olympus BXS3F) pfi
zvétSeni 1000x s pouzitim imerzniho oleje (Olympus). Parazitémie byla pocitana jako pomér

infikovanych erytrocyta z celkového poctu 1000 spoctenych erytrocyti.

3.2 Sekvenace gDNA predikovanych BACDPKs

3.2.1 Izolace gDNA

Kultura B. divergens byla namnozena v kultiva¢ni lahvi 25 cm? (VWR) na parazitémii
~10%. Obsah lahve byl centrifugovan (Multi Centrifuge 3SR, Heraeus; 5 minut, 2000 x g,
zpomalovani 1) a z peletu bylo odebrano 50 ul, k nimz bylo ptidano 150 pl 1xPBS (Phosphate
Buffered Saline). Slozeni 1x PBS: 8g NaCl, 0,2g KH2POy4, 2,9g Na,HPO4 - 12H>0 a 0,2g KCl,
doplnéno destilovanou vodou do objemu 11. Ze smési peletu a 1< PBS byla nasledné izolovana
gDNA pomoci izola¢niho kitu NucleoSpin® Blood DNA (Macherey-Nagel) dle navodu
vyrobce. gDNA byla uchovavana pii -20°C. Poté byla pomoci PCR (viz kapitola 3.2.3) s jiz
dfive v laboratofi ovéfenymi primery (viz Tabulka IT) a naslednou elektroforézou (viz kapitola

3.2.3) ovétena skutecnost, ze je gDNA spravné vyizolovana.
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Tabulka II: Primery pro ovéreni izolace gDNA.

Nazev Interni znaceni Sekvence Tm
BdSubl_pet100_F PK809 CACCACACTGGACCAGGAGACACCTTC 60 °C
BdSubl_pet100_R PK810 CTATGGAAAGAAGTAGACTTGCAACACCCG | 60 °C

3.2.2 Design sekvenacnich primeru

Sekvenacni primery pro jednotlivé putativni kindzy (Bdiv_014540c, Bdiv_024410,
Bdiv_030560 a Bdiv_035940c) byly designovany v programu SnapGene® Viewer 5.2.4
a jejich seznam a vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce III. Prvni forward primery (seq_F) byly
navrhnuty v oblasti 150 bp pfed kodujici sekvenci a reverse primery (seq_R) byly navrhnuty
v oblasti 150 bp za kédujici sekvenci.

Tabulka III: Sekvenac¢ni primery pro geny kédujici BACDPKSs

Nazev Sekvence Tm
MIJ_7_Bdiv_014540c_seq_F CGGGAAGAAACAAACATGGC
MIJ_8_Bdiv_014540c_seq_F2 CAGCTTGATCATCCAAACATCG .
MIJ_9_Bdiv_014540c_seq_F3 GAAGTCGCCAAGTTCGACAA »C
MIJ_10_Bdiv_014540c_seq R CTTGGTGATGCTAACGCAC
MIJ_11_Bdiv_024410_seq_F GCTACGAATACACTAAACGCAG
MJ_12_Bdiv_024410_seq_F2 CAAAACGTAGTACACCGTGATC .
MIJ_13_Bdiv_024410_seq_F3 CAGCAAAATGGACAAGAACGG »°C
MJ_14_Bdiv_024410_seq_R CGAGCTACTGCGAATTTGGT
MJ_20_Bdiv_030560_seq_F CATGTCTACAGTCGTGATGCC
MIJ_21_Bdiv_030560_seq_F2 GGTAGCGCTTCTGAAAGCA
MJ_22_Bdiv_030560_seq_F3 GTTTGGATGAGGCTGAGACC
MIJ_23_Bdiv_030560_seq_F4 CGATACGCCTACTTCTTCGA 55°C
MIJ_24_Bdiv_030560_seq_F5 GTGATAAGGAGAGCACCAAGC
MIJ_25_Bdiv_030560_seq_F6 GACAAGACTGAGAGTGCGAC
MIJ_26_Bdiv_030560_seq_R GAAGGCGCATGGATCGTAAT
MIJ_27_Bdiv_035940c_seq_F GGGGAAGTTTAAGAATCTTCTCGC
MIJ_16_Bdiv_035940c_seq_F2 GTCGTCGAGGGATGTGACT
MJ_17_Bdiv_035940c_seq_F3 GTAGCACCTGAGGTGTTACTT 55°C

MIJ_18_Bdiv_035940c_seq_F4
MIJ_19_Bdiv_035940c_seq_R

GGAGCAGGATGTTTATATGCAGA
AGGGCTCTTCTTGGCAAATG
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3.2.3 PCR a elektroforéza

Pred sekvenovanim musely byt zadané geny naamplifikovany pomoci PCR. Pro kazdy
gen byly provedeny dvé nezavislé PCR. Useky gDNA byly vymezeny prvnim forward
a jedinym reverse primerem (viz Tabulka IIL, primery s oznacenim seq_F a seq_R). Objem PCR
reakce ¢inil 25 pl. Tato reakce obsahovala 12,5 ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio), 7,5 ul
Ultra PCR H20 (Top-Bio), 3 pul templatové gDNA, 1 pl 10uM forward primeru a 1 pl 10uM
reverse primeru. PCR probihaly v termocycleru (Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf)

nastaveném dle hodnot v Tabulce IV.

Tabulka I'V: Parametry nastaveni termocycleru pro PCR.

Teplota Doba Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94 °C 1 min 1
Denaturace 94 °C 15s
Nasednuti primeru 55°C! 15s 30
Elongace 72 °C 1 min na 1 kb?
Finalni elongace 75°C 7 min 1
Chlazeni 22 °C

! odpovida Tm navrzenych sekvenaénich primerti viz Tabulka III

2 gen Bdiv_014540c (2019 bp) — elongace 2,5 min; gen Bdiv_024410 (1855 bp) — elongace 2 min; gen
Bdiv_030560 (3883 bp) — elongace 4 min; gen Bdiv_035940c (2376 bp) — elongace 3 minuty

Nasledné byla provedena elektroforéza k ovéfeni, zda PCR spravné probehla. Pro
elektroforézu byl pfipraven 1% agardzovy gel, obsahujici 50 pul 1xTAE, 0,5g agardzy (Bioline)
a 0,5 pl ethidium bromidu (Sigma-Aldrich). Zasobni 50x TAE pufr vznikl smichanim 242g
TRIS, 100ul 0,05M EDTA a 1ml CH3COOH, doplnéno destilovanou vodou na objem 11. Do
prvni jamky na gelu bylo ptidano 3 pl 1 kb ladderu (Thermo scientific) pro ovéreni délky
produkt. Do dalSich jamek bylo ptidavano po 5 ul PCR produktu. Elektroforéza probihala
v elektroforetické vané (Mupid-One, Advance) pii napéti 100 V po dobu 25 minut. Gel byl poté

vizualizovan pod UV svétlem pomoci UV transluminatoru (G:BOX F3, Syngene).

22



3.2.4 Enzymatické preciSténi a sekvenace

Zbylych 20 pl PCR produktu bylo enzymaticky preci§téno pfidanim 0,75 pl
Exonukleazy 1 (Thermo scientific) a 1,5 pl FastAP™ termosenzitivni alkalické fosfatazy
(Thermo scientific). Tato smés byla 15 minut inkubovéana v termocycleru (Mastercycler® nexus
GSX1, Eppendorf) pii 37 °C a poté dalSich 15 minut pfi 85 °C. Z takto ptecisténého PCR
produktu bylo odebrano 7,5 pul a smichano s 2,5 pl daného sekvena¢niho primeru (viz Tabulka
IIT). Takto pfipravena smeés o celkovém objemu 10 pl byla odeslana na Sangerovo sekvenovani
do laboratofe SEQme. Vysledky sekvenace byly vyhodnocovany v programu Geneious Prime
(verze 2021.0.3).

3.3 Priprava ¢DNA z Kkrevnich stiadii B. divergens, zaklonovani a

osekvenovani kédujici sekvence predikovanych BdCDPKs

3.3.1 Izolace RNA

Obdobn¢ jako pted izolaci gDNA (viz kapitola 3.2.1) byla in vitro kultura B. divergens
namnozena v kultivaéni lahve 25 c¢cm? (VWR) na parazitémii ~10%. Kultura byla
centrifugovana (Multi Centrifuge 3SR, Heraeus; 5 minut, 2000 x g, zpomalovani 1).
Centrifugaci se vytvoril pelet erytrocytl s parazity. Z tohoto peletu bylo odebrano 200 ul do
nové 1,5ml zkumavky (Eppendorf), k tomu bylo pfidano 800 pul Trizolu (Sigma-Aldrich) a smés
byla zhomogenizovana pipetovanim. Z této smési byla poté vyizolovana RNA pomoci
NucleoSpin® RNA kitu (Macherey-Nagel) podle pokyni vyrobce. Vysledna RNA byla

ulozena pii teplote -80 °C.

3.3.2 DNase treatment

Aby byly zniCeny piipadné zbytky gDNA ve vyizolované RNA, probehl tzv. DNase
treatment pomoci TURBO DNA-free™ Kitu (ThermoFisher scientific). Podle zmétené
koncentrace RNA (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) byl vypocten
pomeér fedéni ziskané RNA s RNase free H>0 (Roche), tak aby bylo docileno pozadované
koncentrace: 10 pg RNA /50 pl celkového objemu vzorku. Dale bylo postupovano podle
instrukci vyrobce TURBO DNA-free™ Kitu (ThermoFisher scientific). Absence gDNA

ve vzorku byla ovéfena pomoci PCR s ovéfenymi primery (viz Tabulka II).
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3.3.3 Reverzni transkripce

Nasledné byla RNA prevedena na cDNA (komplementarni DNA) pomoci reverzni
transkripce. K tomu byl pouzit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche).
Koncentrace RNA byla urena na nanodropu (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo
Scientific). Podle této koncentrace bylo vypocteno fedéni RNA s RNase free H>O (Roche), aby
vysledna koncentrace byla mezi 1ng az 4ug a finalni objem ¢inil 9,4 pl. K takto nafedéné RNA
byly pfidany 2 pl OligoDT (Roche). Dale bylo postupovano dle instrukci vyrobce kitu
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche). Vysledna cDNA byla uskladnéna pfi
-20°C.

3.3.4 PCR, elektroforéza a precisténi z gelu

PCR a nasledna elektroforéza byly provedeny obdobnym zpisobem jako v kapitole
3.2.3. Byly pouzity stejné primery (viz Tabulka III, primery s oznacenim seq_F a seq_R), avSak
misto gDNA byla jako templat pouzita cDNA (3 ul) a na elektroforézu byl vyuzit cely objem
vzorku (25ul). Poté byly PCR produkty precistény z agar6zového gelu pomoci NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up kitu (Macherey-Nagel) dle instrukci vyrobce.

3.3.5 Ligace PCR produktu do vektoru pGEM®-T Easy

Na nanodropu (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) byla zméfena
koncentrace preci§téného PCR produktu, a dle této koncentrace a velikosti vkladaného insertu
bylo vypocteno, jaké mnozstvi PCR produktu pouzit k zaklonovani. K vypoctenému mnozstvi
PCR produktu bylo pfidano: 5 ul 2x Rapid Ligation Buffer (Promega), 1 ul pPGEM®-T Easy
Vector (50 ng) (Promega), 1 ul T4 DNA ligazy (Promega) a doplnéno Ultra PCR H2O (Top-
Bio) na objem 10 ul. Takto pfipravena reakce byla ponechéana ptes noc pfi teploté 16 °C, aby

doslo k ligaci.

3.3.6 Vyroba LB agarovych ploten

K vyrobé deseti LB (Luria broth) agarovych ploten bylo potieba: 2 g triptonu (Sigma-
Aldrich), 1 g kvasnicového extraktu (Amresco) a 2 g NaCl (Lach-Ner) a 3 g agaru (Amresco).
Tyto latky byly navazeny do sklenéné nadoby a byla dolita destilovana voda na objem 200 ml.
Nadoba byla na 90 minut umisténa do autoklavu (MLS 3751, PHCbi). Poté byla nadoba
premisténa do vodni lazne¢ (SWBI15D, STUART) o 52°C, aby se médium zchladilo, ale

nezatuhlo. Kdyz mélo médium stejnou teplotu jako vodni lazer, bylo do né¢j pfidano 200 pl
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ampicilinu — AMP (zasobni roztok 50 mg/ml). Ve sterilnim prostfedi biohazard boxu
(SafeFAST Classic) bylo hotové médium nalito do deseti plastovych Petriho misek (Thermo
Scientific). Po uplném zatuhnuti byly misky ptiklopeny vickem a uchovany pii 4 °C dnem

vzharu.

3.3.7 Transformace plasmidu do kompetentnich bunék, jejich kultivace na agarové

plotné, PCR z kolonie

Z liga¢ni reakce (viz kapitola 3.3.5) byly odebrany 3 pl a pfidany k 50 ul kompetentnich
bunék One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen). Vzorek byl 20 minut
chlazen na ledu, nasledné byl na 30 sekund umistén na heatblock (Digital Dry Bath, Labnet)
predehiaty na 42 °C a poté byl vzorek ithned vracen na led. K vzorku bylo ptidano 200 ul S.O.C.
média (ThermoFisher). Zkumavka byla fadn€ uzaviena a tfepana (Gallenkamp 101400.XX2.C,
37 °C, 1 hodina, 200rpm). Na LB AMP plotnu (viz kapitola 3.3.6) bylo rozprostteno 50 ul Xgal
(Promega) a 10 ul 1M IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranozid) (Invitrogen). Na takto
pfipravenou plotnu bylo rozetfeno 100 pl vzorku a kultura byla kultivovana v inkubatoru

(Froilabo) ptes noc pii 37°C.

Nasledujici den bylo na agarové plotné zvoleno nékolik bilych kolonii, které byly
nabrany Spickou pipety a rozsuspendovany v 30 ul PCR vody. Z kazdého vzorku byly 2 ul
pfidany do pfipravené PCR reakce (tzv. PCR z kolonie) o celkovém objemu 10ul obsahujici:
5 ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio), 2 pl Ultra PCR H2O (Top-Bio), 0,5 pl forward
primeru M13 a 0,5 pl reverse primeru M13 (viz Tabulka V). PCR z kolonie probéhla v
termocycleru (Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf) nastaveném dle hodnot v Tabulce IV
a poté byla vyhodnocena elektroforézou (viz kapitola 3.2.3) Z rozsuspendovanych kolonii byly
rovnéz 2 ul preneseny na novou agarovou plotnu (viz kapitola 3.3.6), kde byl udélan tzv. kiizek.
Tato plotna pak byla opét pres noc kultivovana pti 37 °C (Froilabo) a nasledujici den byly

narostlé kolonie vyuzity na izolaci plasmidu (tzv. miniprep, viz kapitola 3.3.8).

Tabulka V: Primery pro PCR z kolonie

Nazev Sekvence Tm
M13 forward TGTAAAACGACGGCCAGT 55°C
M13 reverse CAGGAAACAGCTATGACC 55°C
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3.3.8 Izolace plasmidu a sekvenace

Podle vysledku PCR z kolonie (viz kapitola 3.3.7) byly vybrany pozitivni klony, tedy
ty které obsahovaly plasmid se zaklonovanym genem. Z kiizka, které korespondovaly s PCR
oveétenymi pozitivnimi klony byly pfipraveny miniprepy. Miniprep obsahoval 4 ml tekutého
LB (Luria broth) média, 4 ul AMP a pipetovaci Spickou prenesené buiiky z vybranych kiizku.
1 1 LB média obsahoval: 10 g triptonu (Sigma-Aldrich), 5 g kvasnicového extraktu (Amresco)
a 10 g NaCl (Lach-Ner). Takto ptipravené vzorky (tzv. miniprepy) byly uzavieny vickem a ptes
noc tfepany v tfepacce (Gallenkamp 101400.XX2.C, 37 °C, 200rpm).

Obsah miniprepi s namnozenymi bufikami byl po 1ml postupné odebiran
a centrifugovan (Centrifuge 5424 Eppendorf, 30 sekund, 11 000 x g). Supernatant byl vzdy
odstranén. K izolaci plasmidu byl pouzit NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) kit

(Macherey-Nagel) a bylo postupovano dle ptilozeného navodu.

U vyizolovaného plasmidu byla zméfena koncentrace (NanoDrop 1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Na sekvenaci bylo zaslano vzdy 500 ng plasmidu,
ke kterému bylo pfidano 2,5 pl sekvenacniho primeru (viz Tabulka III) a celkovy objem byl
pak doplnén do 10 ul Ultra PCR H2O (Top-Bio). Vzorek byl odeslan na Sangerovo sekvenovani
do laboratoie SEQme a vysledky sekvenace byly vyhodnocovany v programu Geneious Prime

(verze 2021.0.3).

3.4 Predikce proteinovych domén BACDPKs

Osekvenované kodujici sekvence BdCDPKs (Bdiv_014540c, Bdiv_024410,
Bdiv_030560) (viz kapitola 3.3.8) byly pifelozeny do proteinové sekvence pomoci online
platformy Translate tool - Expasy (https://web.expasy.org/translate/). Protoze u genu
Bdiv_035940c nebylo mozné ziskat cDNA k osekvenovani (viz kapitola 4.2), byla pro tento
gen proteinova sekvence stazena z Piroplasmadb.org. Predikce proteinovych domén
a funkcnich motivi probéhla v ramci programu Geneious Prime (verze 2021.0.3) pomoci

pluginu InterProScan.

3.5 Fylogeneticka analyza BACDPKs

Pro fylogenetickou analyzu byly vyuzity proteinové sekvence BdCDPKs
s predikovanymi doménami (viz kapitola 3.4), a jiz ovéfené ¢i pouze predikované sekvence

CDPKs modelovych paraziti ze skupiny Apicomplexa (C. hominis C. parvum, Cyclospora
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cayetanensis, Eimeria tenella, Hammondia hammondi, T. gondii, P. berghei, Plasmodium
cynomolgi, P. falciparum, Plasmodium knowlesi, Plasmodium vivax, Theileria anulata,
Theileria equi, Theileria orientalis, Theileria parva, Cytauxzoon felis, B. bigemina, B. bovis,
B. microti a Babesia ovata) a jim blizce pfibuznych organismu (Chromera velia, Vitrella
brassicaformis) (viz ptiloha ¢. 5), které byly stazeny z nekolika databazi: Piroplasmadb.org,
Plasmodb.org, Cryptodb.org a Toxosdb.org. Sekvence byly ukladany v programu Geneious
Prime (verze 2021.0.3), kde byly podrobeny analyze predikce domén a funkcnich motivi
(viz kapitola 3.4). Takto ovéfené sekvence byly redukovany na serine/threonine doménu
a EF-hands a nasledné pomoci software MUSCLE Alignment usporadany (alignovany).
Vysledny alignment byl poté podroben fylogenetické analyze metodou maximalni
pravdépodobnosti (ML - maximum likelihood) v online platformé IQ-TREE multicore [verze
1.6.12, (Nguyen et al., 2015)]. Analyza probéhla za pouziti modelu LG+I+G4+F, ktery byl
vybran pomoci ModelFinder programu (Kalyaanamoorthy et al., 2017) v rdmci téze platformy.
Bootstrapova analyza byla stanovena s tisici opakovanimi. Vysledny fylogeneticky strom byl
zobrazen opét v programu Geneious Prime (verze 2021.0.3), a poté graficky upraven

v programu Core]DRAW Graphics Suite 2017.

3.6 Analyza exprese intra-erytrocytarnich BACDPKSs: design experimentu

Plan experimentu analyzujici dynamiku exprese individualnich BACDPKs v in vitro
kultute B. divergens pomoci kvantitativni PCR (qPCR) je uveden v kapitole 4.5. PCR ovértuyjici
design qPCR primert (viz Tabulka VI) byla provedena stejnym zptisobem jako v kapitole 3.2.3,
jen s rozdilem, ze jako templat bylo pouzito 3 pl cDNA. Termocycler (Mastercycler® nexus
GSX1, Eppendorf) byl nastaven na stejné parametry jako v Tabulce IV, jen se lisila teplota
nasednuti primert, ktera odpovidala Tm qPCR primerd — tedy 60 °C. Doba elongace byla
snizena na 30 sekund, protoze délky oCekavanych produkti Cinily méné nez 200 bp. Pro

elektroforézu byl pfipraven 2% agarozovy gel.
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4 Vysledky

4.1 Analyza gDNA sekvenci Bd CDPKs

Pomoci PCR s ovéfenymi primery (viz Tabulka II) a nasledné elektroforézy bylo
ovéreno, ze gDNA byla vyizolovana uspésné. Pii dal§i PCR s mnou navrzenymi primery
(viz Tabulka III) byly naamplifikovany ctyfi useky DNA kodujici predikované BACDPKs
(viz Obrazek 5). Tyto PCR produkty pak byly po castech uspés$né osekvenovany pomoci
sekvenaCnich primert (viz Tabulka III). Vysledny konsenzus sekvenci byl potvrzen
osekvenovanim dal§iho nezavislého PCR produktu pro kazdy gen. Sekvence cdpk genu
z naSeho modelového kmenu B. divergens 2210A G2 byly poté v pomoci aligmenti porovnany
s referen¢nimi sekvencemi stazenymi z Piroplasmadb.org. Vysledné sekvence jsou uvedeny
v prilohach ¢. 1-4. Sekvence genid Bdiv_014540c a Bdiv_030560 se nelisily od referenc¢nich
sekvenci z Piroplasmadb.org. V sekvenci genu Bdiv 024410 byl odhalen jeden SNP
(jednonukleotidovy polymorfismus) (viz piiloha ¢. 2). Jednd se o zaménu z adeninu
(v referencni sekvenci) na cytosin. Tato zména neméni vyznam kodonu aminokyseliny.
V sekvenci genu Bdiv_035940c¢ bylo zji§téno celkem 14 SNPs (viz piiloha €. 4) z nichz jeden

meéni vyznam dané aminokyseliny, a to z alaninu (GCC) na valin (GTC).

2000 bp —

1000 bp —»

délka
produktu [bp] 2019 1855 3883 2376

Obrazek 5: Amplifikace predikovanych BACDPKs. Bdiv_014540c (2019 bp), Bdiv_024410
(1855 bp), Bdiv_030560 (3883 bp) a Bdiv_035940¢ (2376 bp). Tm = 55 °C. NK je negativni
kontrola bez templatu. PK je pozitivni kontrola s ovéfenymi primery (viz Tabulka II). Byl
pouzit 1 kb ladder (Thermo scientific).
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4.2 Analyza kédujicich sekvenci BACDPKs

Kodujici sekvence (cDNA) tfi BACDPKs byly uspésné zaklonovany do plasmidu
pGEM®-T Easy Vector (Promega) (viz Obrazek 6), a po Castech Uspé$né osekvenovany
(viz Tabulka III). Konsenzus vyslednych cDNA sekvenci BACDPKs naseho modelového
kmenu B. divergens 2210A G2 byl potvrzen vzdy ze tii plasmidid (samostatné kolonie
kompetentnich bunék). Alignment téchto tii nezavislych cDNA sekvenci byl poté porovnan s
vyslednymi sekvencemi gDNA (viz prilohy ¢ 1-4) a s referenénimi sekvencemi

z Piroplasmadb.org.

Xmn | 2009
Nae |
Sca |l 1890 2707 17 1
\ 1 start
f1 ori Apa | 14
Aat || 20
Sph | 26
|
Am r CO
P pGEM®-T Easy lacZ BstZ | 43
Vector cdpk CDS ggé '” 28
(3015bp) EcoR| | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst | 88
ori Sal | 90
Nde | 97
Sac | 109
BstX|1 |118 g
Nsi | 127 &
141 §
T spe 2

Obrizek 6: Schéma pGEM®-T Easy Vector (Promega). Cervend vyznatené misto znadi,
kam byly zaklonovany kodujici sekvence BACDPKs (Bdiv_014540c, Bdiv 024410 a
Bdiv_030560).

29


http://Piroplasmadb.org

Vysledné kodujici sekvence BACDPKs jsou uvedeny v pfilohach ¢ 1-3. Kodujici
sekvence genti Bdiv_014540c a Bdiv_024410 se shodovaly s predikovanymi sekvencemi
uvedenymi Piroplasmadb.org. U genu Bdiv_030560 bylo zjisténo, ze kodujici sekvence je
odlisnd od sekvence predikované na Piroplasmadb.org (viz Obrazek 7). In silico predikce
chybné oznacila cast kodujici sekvence jako intron. Koduyjici sekvence genu Bdiv_030560 je
tedy delsi o 33 nukleotid (11 aminokyselin). Kodujici sekvenci Bdiv_035940c¢ se z in vitro

kultury B. divergens nepodatilo naamplifikovat.

320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420

Consensus EAATETTECAGGTETTT G GGTGAGEGTT TG TTTEGEEAETT TGACGTEGAEG -~ == = == == = == == Z=== == == oo oo ool ATTCCANCAGT GTTGAGTTTGAGGAG
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0+ 1. Bdiv_030560 - referefni CAATCTTCCAGGTCTTTEGGETGAGCGTTTGT TTCGCCACT T TEACGT CGAC GEIGEGIGIAGTG GG RIS GTATEARTTATEENEAG A T TCCAACAGTGT TGAGTT TGAGGAG
A ool Mﬂ Moty
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Obrazek 7: Sekvenace kodujici sekvence genu Bdiv_030560. Usek sekvence cDNA ze tfi
klonti plasmidi (2, 3 a 4) a referencni sekvence z Piroplasmadb.org (1) byl alignovan
v programu Geneious Prime (verze 2021.0.3). Predikovany intron je znaCen oranzovym

obdélnikem.

4.3 Predikce proteinovych domén sekvenci BACDPKs

K ovéfeni spravné proteinové struktury BACDPKs zkoumanych v této praci byly
pouzity mnou osekvenované kodujici sekvence tii BACDPKs (Bdiv_014540c, Bdiv_024410,
Bdiv_030560) (viz kapitola 3.3.8) prelozené do proteinovych sekvenci (viz kapitola 3.4).
Koduyjici sekvenci Bdiv_035940c nebylo mozné ziskat z krevnich stadii parazita (viz kapitola
4.2), a proto byla proteinova sekvence tohoto genu stazena z Piroplasmadb.org. Predikce
proteinovych domén (viz kapitola 3.4) ukazala, ze gen Bdiv_030560 mé dvé EF-hand domény
v blizkosti N-terminalniho konce. V druhé poloviné genu se nachdzi PH doména (plekstrin
homologni doména) a za ni nasleduje Ser-Thr doména (serine/threonine doména)
(viz Obrazek 8, tmavé zelend). Gen Bdiv_024410 ma ze vsech ¢tyf BACDPKs zkoumanych
v této praci Ser-Thr doménu nejblize k N-terminalnimu konci, za kterou se nachazeji Ctyti EF-

hand domény (viz Obrazek 8, svétle zelena). Bdiv_014540c ma Ser-Thr doménu témér

30


http://Piroplasmadb.org
http://Piroplasmadb.org
http://ATTCCAACAGTGTTG.AGTTTG.AGG.AG'
http://ATTCC.AACAGTGTTG.AGTTTGAGG.AG
http://Piroplasmadb.org

uprostied sekvence a dvé EF-hands v blizkosti C-konce (viz Obrazek 8, zluta). Bdiv_035940c

ma rozsahlou N-terminalni doménu a tfi EF-hands u C-konce (viz Obrazek 8, oranzova).

1 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000 1100 1200
f f f f ; f i ; f ; i f i
s D0 CTSY seorvine ion B

o orsronacorna
Bdiv_014540c BdCDPK } Ser-Thr kinase dom EfhgEfh
S

Obrazek 8: Schéma proteinovych domén BACDPKs. Tmavé Sedé obdélniky znaci
serine/threonine doménu. Svétle Sedy obdélnik vyznacuje PH doménu (plekstrin homologni

doména). Cerné Ctverce oznacuji usek genu s EF-hand doménou.

4.4 Fylogeneticka analyza BACDPKs

Fylogenetickd analyza klastrovani BACDPKs byla zhotovena z celkem 153 sekvenci
hypotetickych nebo jiz ovéfenych CDPKs z 22 druhti organismu zahrnujici parazity ze skupiny
Apicomplexa a jejich blizce pfibuzné volné€ zijici organismy C. velia a V. brassicaformis
(viz ptiloha €. 5). Vysledny fylogeneticky strom je zobrazen na Obrazku 9 ajeho bazi tvofi
skupina, ktera je podpofena hodnotou bootstrap 99%, a sdruzuje dvé odlisné skupiny CDPKs.
Prvni skupina CDPKO (bootstrap podpora 100%) zahrnuje TgCDPK9 (TGME49 217600,
T. gondii) a analogické enzymy CDPKO kokcidii H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis.
Sesterskou skupinu (bootstrap 100%) pak tvori skupina CDPK6, kam klastruji predikované
CDPKs C. velia a V. brassicaformis, a CDPK6 z péti druhti plasmodii v¢etné modelovych
PfCDPK6 (PF3D7_1122800, P. falciparum) a PbCDPK6 (PBANKA_0925500, P. berghei).
K této skuping klastruji rovnéz CDPK6 kokcidii véetné TgCDPK6 (TGME 218720, T. gondii)
a CDPKG6 kryptosporidii reprezentovanymi druhy C. parvum a C. hominis. Do skupin CDPK9
a CDPK6 neklastruje zadna ze zkoumanych BdCDPKs.

Déle se oddéluji dvé vétve (bootstrap 58%), do kterych jiz klastruji BACDPKs.
BdCDPK kodovana genem Bdiv_ 030560 klastruje do skupiny CDPK7 (bootstrap 100%)
(viz Obrazek 9, tmavé zeleny obdélnik). V ramci této skupiny se nejprve oddéluji sekvence

CDPK?7 H. hammondi a TgCDPK7 (TGME49 228750) modelového organismu 7. gondii.
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Sesterskou skupinu pak tvoit CDPK7 E. tenella, ktery oproti CDPK7 C. cayetanensis lezi na
delsi vétvi, coz mize naznaCovat genetickou variabilitu. V ramci CDPK7 skupiny se dale
oddéluje linie rodu Plasmodium. Nejodvozenéjsi sekvence maji enzymy kddované geny
PKNH_0920900 (P. knowlesi) a PcyM_0926900 (P. cynomolgi), patfi sem vSak 1 jiz dobfe
prozkoumané PfCDPK7 (PF3D7_1123100, P. falciparum) a PbCDPK7 (PBANKA_0925200,
P. berghei). Dalsi vétev pak zahrnuje zatim pouze predikované CDPKs tfadu Piroplasmida,
reprezentovanymi rody Cytauxzoon, Theileria a Babesia, kde se nachazi 1 dosud nepopsana

BdCDPK koédovana genem Bdiv_030560.

Z dalsi vétve (bootstrap 100%) se nejprve oddé€luji proteinové sekvence organismu
ptibuznych Apicomplexa — C. velia a V. brassicaformis. Sesterska linie se rozdéluje na dvé
vétve. Prvni vétev (bootstrap 100%) zahrnuje TgCDPK3 (TGME49 305860, T. gondii)
a analogické enzymy CDPK3 kokcidii H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis. Dale sem
klastruji CDPKI1 péti druhd plasmodii vcetné jiz charakterizovanych PfCDPK1
(PF3D7_0217500, P. falciparum) a PbCDPK1 (PBANKA_0314200, P. berghei), které lezi na
spolecné vétvi. Jako sesterska k vétvi gend rodu Plasmodium se jevi vétev (bootstrap 79%)
s predikovanymi CDPKs BMR1 04g08970 (B. microti) a TA16570 (T. anulata), které¢ dosud
nebyly charakterizovany. Izoenzymy ostatnich modelovych zastupci Piroplasmida vcetné

zkoumanych BACDPKs, které by klastrovaly do této skupiny, nebyly identifikovany.

BdCDPK4 kodovana genem Bdiv 024410 klastruje do skupiny CDPK4 (bootstrap
100%) (viz Obrazek 9, svétle zeleny obdélnik), kterd je rozdélena na dvé vétve. Prvni vétev
tvoti sekvence predikovanych CDPKs skupiny Piroplasmida (rody Cytauxzoon, Theileria
a Babesia), kam klastruje BACDPK4 kodovana genem Bdiv_024410, ktera je jako jedina ze
zkoumanych BACDPKs anotovana a pojmenovana. V ramci druhé vétve se nejprve oddéluji
sekvence gent pro CDPK1 rodu Cryptosporidium. Dale se odd€luji dvé sesterské linie —
CDPK1 u kokcidii a CDPK4 u rodu Plasmodium (odlisné Cislovani je dano z historickych
divodt). V prvni z nich se nejprve oddéluji sekvence CDPK1 H. hammmondi a TgCDPK1
(TGME49_301440, T. gondii) a k nim tvorii sesterskou linii CDPK1 E. tenella a CDPKI1
C. cayetanensis. CDPK4 u péti druha rodu Plasmodium, véetné PFCDPK4 (PF3D7 0717500,
P. falciparum) a PbCDPK4 (PBANKA_0615200, P. berghei), nalezi do samostatné linie

a vykazuji velkou podobnost.

Do dalsi skupiny (bootstrap 64%) klastruje BACDPK kodovana genem Bdiv_014540c
(viz Obrazek 9, zluty obdélnik). Z této skupiny se jako prvni odd€luje sekvence C. velia. K ni
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sesterska linie (bootstrap 100%) se rozdé€luje na dvé vétve, ani jedna vSak nezahrnuje CDPKs
rodu Plasmodium. V prvni vétvi (bootstrap 100%) se nachazeji TgCDPK4A
(TGME49_295760, T. gondii) a CDPK4A ptibuznych kokcidii H. hammondi, E. tenella
a C. cayetanensis. Druha vétev (viz Obrazek 9, zluty obdélnik, bootstrap 100%) se déli na dvé
linie, kde prvni z nich obsahuje TgCDPK4 (TGME49 237890, T. gondii) a CDPK4 kokcidii
H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis. Druha linie zahrnuje zatim pouze predikované
CDPKs tadu Piroplasmida, reprezentovanymi rody Cytauxzoon, Theileria a Babesia, kde se

nachazi 1 dosud nepopsana BACDPK koédovana genem Bdiv_014540c.

Gen Bdiv_035940c spada do pomérné€ odvozené skupiny gentit CDPKS5 (viz Obrazek 9,
oranzovy obdélnik, bootstrap 98%). Jesté pred ustanovenim skupiny CDPKS5 se oddéluji
CDPKs organismu C. velia a V. brassicaformis. Skupina CDPK5 se vétvi na dvé hlavni linie.
V prvni z nich se nachazeji CDPKS5 rodu Cryptosporium (cgd2_1300, C. parvum
a GY17_00003491, C. hominis) a k nim sesterska skupina genu kokcidii, kam klastruji
TgCDPKS (TGME49_224950, T. gondii) a CDPKS H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis.
Druha linie pak obsahuje samostatnou skupinu CDPKS5 u péti druhti rodu Plasmodium véetné
velmi dobfe prozkoumanych enzymt PfCDPKS (PF3D7 1337800, P. falciparum) a PbCDPKS5
(PBANKA_1351500, P. berghei). Sesterska linie ke skupiné CDPKS5 rodu Plasmodium
zahrnuje zatim pouze predikované CDPKs skupiny Piroplasmida, reprezentovanymi rody
Cytauxzoon, Theileria a Babesia, kde se nachazi i dosud nepopsana BACDPK kédovana genem

Bdiv_035940c. Do nasledujicich linii uz neklastruje zadna ze zkoumanych BACDPKs.

Dal§i pomérné odvozena linie (bootstrap 53%) se déli na dvé vétve. Prvni z nich
(bootstrap 56%) zahrnuje Cast skupiny CDPK2 véetné enzymtit CDPK2A a CDPK2B. Na bazi
této skupiny se nachazeji putativni sekvence CDPKs rodu Cryptosporium. Odvozenéjsi Cast
zahrnuje TgCDPK2B (TGMEA49_242400, T. gondii) a CDPK2B kokcidii H. hammondi
a C. cayetanensis, a také se zde objevuji sekvence predikovanych CDPKs organismu
ptibuznych skupiné Apicomplexa C. velia a V. brassicaformis. V druhé ¢asti (bootstrap 84%)
se na bazi vyskytuje PfCDPK2 (PF3D7 0610600, P. falciparum), odvozengjsi jsou pak
sekvence V. brassicaformis nasledované skupinou CDPK2A kokcidii zahrnujici TgCDPK2A
(TGMEA49_206590, T. gondii) a enzymy CDPK2A H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis.

V druhé vétvi (bootstrap 58%) se nachazi samostatna linie (bootstrap 100%) CDPK3
péti druh@i rodu Plasmodium vcetné jiz charakterizovanych PfCDPK3 (PF3D7 0310100,
P. falciparum) a PbCDPK3 (PBANKA_0408200, P. berghei). Sesterska linie k CDPK3 u rodu
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Plasmodium (bootstrap 74%) se vétvi na dvé Casti. Prvni Cast tvori skupina CDPK8, ktera
zahrnuje TgCDPK8 (TGME49_292055, T. gondii) a CDPKS8 enzymy kokcidii H. hammondi,
E. tenella a C. cayetanensis, a putativni CDPKs rodu Cryptosporidium a C. velia. V druhé Casti
se pak nachazi enzymy CDPK2 kokcidii H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis vetné
TgCDPK2 (TGME49_225490, T. gondii), a predikované CDPKs organisma C. velia

a V. brassicaformis.

V celém fylogenetickém stromu plati, Ze k sekvencim gent 7. gondii jsou fylogeneticky
nejpiibuzngjsi geny H. hammondi. Geny C. cayetanensis maji nejblize ke genim E. fenella.
Geny zastupct rodu Cryptosporidium (C. parvum a C. hominis) spolu také vzdy blizce klastruji.
Sekvence z organismi rodu Plasmodium klastruji pokazdé do spolecné linie (bootstrap vzdy
100 %). Stejné je tomu tak u zastupct tadu Piroplasmida (rody Cytauxzoon, Theileria

a Babesia) (bootstrap vzdy 100 %).

34



BDIV - Babesia divergens

BBBOND - Babesia bigemina strain BOND
BBOV - Babesia bovis
BOVATA - Babesia ovata

BMR1 - Babesia microti strain R1

CF - Cytauxzoon felis strain Winnie

TA - Theileria anulata

Gy17 - Cryptosporidium hominis isolate 30976

cgd - Cryptosporidium parvum strain lowa Il 8DIV 030560
cyc - Cyclospora cayetanensis strain CHN_HENO1

‘I'GIIEAO - Toxoplasma gondii Me49

O >90%| @ 70 - 89% | @ 50 - 69% | <49% not shown
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Obrazek 9: Fylogeneticka analyza klastrovaini BdCDPKs. Kinazy kodované geny
Bdiv_014540c, Bdiv_024410, Bdiv_030560 a Bdiv_035940c klastruji s izoenzymy vybranych
modelovych druht skupiny Apicomplexa do tzv. funk¢nich skupin (barevné znaCeni). V Sedém
ramecku jsou vysvétleny zkratky druhti organismi. Seznam sekvenci gentu pouzitych pro

fylogenetickou analyzu je uveden v pfiloze €. 5.

4.5 Analyza exprese intra-erytrocytarnich BACDPKs: design experimentu

Byl pfipraven plan experimentu analyzujici dynamiku exprese individudlnich
BdCDPKs v in vitro kultufe B. divergens. K tomuto tcelu byla zvolena metoda kvantitativni
PCR (qPCR). Pro qPCR byly navrzeny specifické primery pro tfi kinazy, jejichz exprese byla
potvrzena v intra-erytrocytarnich stadiich B. divergens (viz kapitola 4.2) (Bdiv_014540c,
Bdiv_024410 a Bdiv_030560) a pro dva housekeeping geny (gapdh a actin), které jiz byly diive
ovefeny (Jalovecka et al., 2016) (viz Tabulka VI). qPCR primery byly navrZzeny v programu
SnapGene® Viewer 5.2.4. svyuzitim mnou osekvenovanych gDNA a cDNA sekvenci
BdCDPKs (viz kapitoly 4.1 a 4.2). qPCR primery byly u genl s intronem (Bdiv_024410
a Bdiv_030560) designovany na cDNA tak, aby vedly pfes usek, kde by se v gDNA vyskytoval
intron. Timto zpusobem se eliminuje ptipadna kontaminace vzorki gDNA. U tietiho genu

(Bdiv_014540c) toto bohuzel nebylo mozné kvili absenci intronu v sekvenci.

Tabulka VI: Navrh qPCR primeru pro analyzu exprese BACDPKs

Nazev genu Oznaceni primeru Sekvence Tm
Bdiv_014540c MIJ_28_bdiv_014540c_qPCR_F AGGTTCTCGGAGTGCCCTAT
Bdiv_014540c MIJ_29_bdiv_014540c_qPCR_R TGAACCACATACCCCGAAGC
Bdiv_024410 MIJ_30_bdiv_024410_qPCR_F CAAGATCGGAACCGCCTACTACAT
Bdiv_024410 MIJ_31_bdiv_024410_gPCR_R GCCATTGAGGCATATCGAAGGAG
Bdiv_030560 MJ_38_bdiv_030560_qPCR_F_B  GACGTCGACGATTCCAACAGT

Bdiv_030560 MJ_33_bdiv_030560_qPCR_R CAACGCCATCCTGGGGAAATTAG co~c
gapdh MJ_34_gapdh_qPCR_F TACTTACGAGCAGATCGTTGC
gapdh MIJ_35_gapdh_qPCR_R CGGCCTTGACATCGAAAATG
actin MIJ_36_actin_qPCR_F GTCAGCGTATGACGAAGGAG
actin MJ_37_actin_qPCR_R CTGGAAGGTGGAAAGGGATG
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Navrzené primery pro qPCR (viz Tabulka VI) jsem uspésné oveéfila pomoci PCR,
vysledek je zobrazen na Obrazku 10. U gent Bdiv_024410 a Bdiv_030560 nedoslo
k amplifikaci z gDNA, protoze jejich primery byly navrzeny specifiky na cDNA v misté
intronu. Tento vysledek také potvrzuje, ze vzorek cDNA neni kontaminovan gDNA. U gent

Bdiv_014540c, gapdh a actin zadny intron neni, a proto se amplifikovaly i z gDNA.

Obrazek 10: Kontrola navrzenych qPCR primeri. Zleva: CDPKs Bdiv_014540c,
Bdiv_024410, Bdiv_030560 a housekeeping geny gapdh a actin. Od kazdého genu byly pouzity
tf1 vzorky v poradi gDNA — cDNA — NK (negativni kontrola bez templatu). Tm = 60 °C. Byl
pouzit 100 bp ladder (Thermo scientific).

Nasledujici Cast experimentu byla detailné naplanovana, ale bohuzel se ji kvili vyskytu
kontaminaci v kultufe nepodatilo uskutecnit v ramci této prace. Proto zde uvadim pouze
navrhovany postup: Nejprve bude potfeba namnozit B. divergens in vitro do kultivaéni lahve
75 cm? (viz kapitola 3.1.1). Po uréeni parazitémie (viz kapitola 3.1.2) budou infikované
erytrocyty nafedény neinfikovanou krvi na pocateni parazitémii experimentu 0,5 %.
Experiment bude probihat dle schématu uvedeného na Obrazku 11. Celkem bude piipraveno
16 experimentalnich jamek a ¢tyfi jamky budou slouzit jako negativni kontrola (NK). Kazda

jamka bude obsahovat 50 pl infikovanych ¢i neinfikovanych (NK) bovinnich erytrocyt a 2 ml
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kultivaéniho média (viz Tabulka I), kultivace bude probihat za standardnich podminek

(viz kapitola 3.1.1).
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Obrazek 11: Analyza exprese intra-erytrocytarnich BACDPKSs: navrh experimentalniho
postupu. Experiment bude probihat v 24-jamkové desti¢ce. Vzorky budou odebirany vzdy po
24 h, celkova doba trvani experimentu bude 120 h od zalozeni experimentu. Kazdy interval
bude analyzovan vzdy ve Ctyfech opakovanich a pro kazdy interval bude provedena analyza

negativni kontroly (NK).

Kazdych 24 hodin bude ve ¢tyfech experimentalnich jamkach a jedné negativni kontrole
spoCtena parazitémie (viz kapitola 3.1.2). Obsah jamek bude poté centrifugovan (2000 x g,
S minut), a kpeletu bude pfidano 800 ml Trisolu (Sigma-Aldrich). Vzorky budou
propipetovany, inkubovany po dobu 5 minut pii pokojové teploté a nasledné¢ zamrazeny do
-80 °C. Tento postup zamrazeni do Trisolu (Sigma-Aldrich) opakovat vzdy po 48, 72 a 96

hodinéach od zac¢atku experimentu.
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Ze zamrazenych vzorkd bude vyizolovana RNA (viz kapitola 3.3.1). Bude nasledovat
DNase treatment (viz kapitola 3.3.2) a reverzni transkripce (viz kapitola 3.3.3). Vysledna
cDNA bude uskladnéna pti -20°C a pak bude pouzita jako templat pro qPCR. qPCR reakce
bude pfipravena s vyuzitim komer¢niho mastermixu LightCycler® FastStart DNA Master
SYBR Green I (Roche) dle navodu vyrobce, a ziskana data budou podrobena analyze relativni
exprese komparativni , delta-delta Ct“ (2-AACt) metodou, tedy bude stanovena exprese

jednotlivych cdpk genti na zakladé exprese houskeeping genu (actin a gapdh).
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5 Diskuze

Tato prace se vénuje pilotni analyze predikovanych BACDPKs. CDPKs jsou unikatni
enzymy vyskytujici se u skupin Apicomplexa a Archaeplastida (Govindasamy & Bhanot, 2020;
Harmon et al., 2001). Tyto kinazy se ucastni vapnikové bunécné signalizace a u paraziti
skupiny Apicomplexa hraji CDPKs klicovou roli pfi pohybu a jsou nezbytné pro dokonceni
zivotniho cyklu (Billker et al., 2009; Keyloun et al., 2014; Mitcheson et al., 2015; Sharma et
al., 2021). Protoze se CDPKs nevyskytuji v burikach hostiteli Apicomplexa, mohly by slouzit
jako potencialni cil specifické terapie (Hussein et al., 2021; Keyloun et al., 2014; Sharma et al.,

2021; Wernimont et al., 2011).

In silico vyzkumem genomickych a transkriptomickych dat B. divergens (Gonzalez et
al., 2019) byly identifikovany ctyfi geny — Bdiv_014540c, Bdiv_024410, Bdiv_030560
a Bdiv_035940c (viz Obrazek 5) — které dle predikce koéduji BACDPKSs. Sekvenaci jsem ovéfila
sekvence gDNA a cDNA téchto gent a analyzovala rozdily oproti in silico predikci v online
databazi Piroplasmadb.org. Detailni osekvenovani kodujicich sekvenci BACDPKs bylo zasadni
pfedevsim u genu Bdiv_030560, jehoz kodujici sekvence se vyznamné lisila (je o 11
aminokyselin delsi) od predikované (viz Obrazek 7), a tato informace je nezbytna pro dalsi
vyzkum funkce tohoto enzymu. Kodujici sekvence tfi BdCDPKs specifickych pro nas
modelovy kmen B. divergens 2210A G2 byla v ramci této prace navic vlozena do standardniho
pGEM®-T Easy vektoru (viz Obrazek 6), a tyto zaklonované cDNA budou v laboratofi
RNDr. Marie Jalovecké, Ph.D. a RNDr. Daniela Sojky, Ph.D. slouzit jako zaklad pro dalsi
vyzkum — dané kodujici sekvence jiz byly naptiklad vyuzity pro pfipravu rekombinantnich

proteintl.

Mnou ovéifené kodujici sekvence tii putativnich BACDPKSs byly poté podrobeny analyze
predikce proteinovych domén (viz kapitola 3.4). Protoze nebylo mozné ziskat kodujici sekvenci
genu Bdiv_035940c z krevnich stadii parazita (viz kapitola 4.2), byla proteinova sekvence
tohoto genu stazena z Piroplasmadb.org. Tato analyza (viz Obrazek 8) ukazala, ze tyto dosud
hypotetické BACDPKSs maji strukturu typickou pro rodinu té€chto enzymu. Kazdy predikovany
protein obsahuje jednu Ser-Thr doménu (serine/threonine doména), kterd dokédze inhibovat
CDPK po celé jeji délce (Azevedo et al., 2013), a minimalné jednu EF-hand doménu, ktera na
sebe pfimo vaze Ca** (Govindasamy & Bhanot, 2020; Harmon et al., 2001; Shi et al., 2018).
Na zékladé zjisténé struktury predikovanych BACDPKs a polohy klicovych domén téchto

enzyml byla poté provedena fylogeneticka analyza. Pro ni bylo vyuzito 153 sekvenci

40


http://Piroplasmadb.org
http://Piroplasmadb.org

z 22 organismu zahrnujici parazity ze skupiny Apicomplexa a jejich blizce piibuzné volné Zijici
organismy C. velia a V. brassicaformis (viz piiloha €. 5). Vysledny fylogeneticky strom
(viz Obrazek 9) ukazal, ze vSechny ctyfi predikované BdCDPKs klastruji do skupin s jiz

popsanymi CDPKs modelovych organismu ze skupiny Apicomplexa.

BdCDPK koédovana genem Bdiv_030560 spada do skupiny CDPK?7 (viz Obrazek 9,
tmavé zelenda), kde se nachazi TgCDPK7 (TGME49 228750, T. gondii) a CDPK7 u rodu
Plasmodium  (PBANKA_0925200, P. berghei; PcyM_0926900, P. cynomolgi;
PF3D7_1123100, P. falciparum; PKNH_0920900, P. knowlesi; PVX_091770, P. vivax). Pro
enzymy skupiny CDPK?7 je charakteristické neobvyklé umisténi EF-hand domén v blizkosti
N-konce (Billker et al., 2009; Kumar et al., 2014). Role takto umisténych EF-hands v regulaci
kinazové aktivity dosud nebyla zkoumana (Billker et al., 2009). Dale smérem k C-konci se
nachazi PH doména (plekstrin homologni doména) (Billker et al., 2009; Kumar et al., 2014),
ktera se u jinych skupin CDPKs nevyskytuje (Morlon-Guyot et al., 2014). Bylo zjisténo, ze PH
doména interaguje s fosfoinositidy (Kutateladze, 2010), coz naznacuje, ze skupina CDPK7 by
se mohla ucastnit také vnitrobunécného transportu latek (Morlon-Guyot et al., 2014). Za PH
doménou je Ser-Thr doména (Billker et al., 2009; Hui et al., 2015; Kumar et al., 2014). Skupina
CDPK?7 se jako jedina pfimo ucastni nepohlavniho rozmnozovani parazita. TgCDPK?7 je
dilezita béhem Casnych fazi déleni, protoze ma na starost rozdé€leni a spravné umisténi
centrosomu (Morlon-Guyot et al., 2014). Pokud byl u parazita proveden tzv. knock-out
TgCDPK?7, doSlo k znaénym porucham pii déleni, k asynchronnimu vyvoji a k naruSeni
rozdéleni centrosomu (Morlon-Guyot et al., 2014). PECDPK7 a PbCDPK?7 jsou esencialni pro
nepohlavni rozmnozovani parazita v krevnich stadiich (Kumar et al., 2014; Sharma et al.,
2021). Naruseni PfCDPK?7 zpusobilo vyraznou redukci v ristu krevnich stadii, protoze doslo
k zastavéni premény ze stadia ,,prstynku” (ring stage) do stadia trofozoitu (Kumar et al., 2014).
Navic byla markantné utlumena schizogonie parazita (Kumar et al., 2014). Parazité, ktefi méli
knock-out genu PfCDPK7 nebyli schopni dokoncit sporogonii ve svém komafim hostiteli
(Dorin-Semblat et al., 2008). Geny ostatnich Apicomplexa, které klastrovaly do skupiny
CDPK7 (H. hammondi, E. tenella, C. cayetanensis a rody Babesia, Cytauxzoon a Theileria)

(viz Obrazek 9) dosud nebyly charakterizovany, a jejich funkce tedy neni znama.

BdCDPK4 koédovana genem Bdiv_024410 dle fylogenetické analyzy (viz Obrazek 9,
svétle zelend) klastruje do skupiny CDPK4, kterd obsahuje jiz charakterizované enzymy
TgCDPK1 (TgME49_301440), CpCDPKI1 (cgd3_920, C. parvum) a CDPK4 u rodu
Plasmodium (PBANKA_0615200, PcyM_0316800, PF3D7_0717500, PKNH_0312500
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a PVX 000555) (Billker et al., 2009; Hui et al., 2015). Skupina CDPK4 se vyznacuje relativné
kratkou N-terminalni doménou a ¢tyfmi EF-hand doménami (viz Obrazek 9) (Billker et al.,
2009). Dle dosud znamych poznatkii mohou mit CDPKs v této skupiné razné funkce.
TgCDPKI1 je zasadni pro pfeziti parazita, protoze se ucastni pohybu, invaze do hostitelské
buriky a nasledné egress (Lourido et al., 2010). Homologem k TgCDPK1 je CpCDPK1, které
spolu sdili 70 % sekvence protein kinazové katalytické domény (Murphy et al., 2010). Jakou
roli hraje CpCDPK1 nebylo doposud objasnéno (Murphy et al., 2010), ale pravdépodobné se
tykéd stejnych fazi zivotniho cyklu jako TgCDPK1 (Zhang et al., 2014). PfCDPK4 je
postradatelnd pifi nepohlavnim rozmnozovani krevnich stadii parazita (Sharma et al., 2021).
PfCDPK4 a PbCDPK4 maji také na starost exflagelaci samc¢ich gametocyti (odhozeni biciku)
(Kato et al., 2009; Vidadala et al., 2014), coz z nich de¢la esencialni geny pro pohlavni
rozmnozovani v hlavnim hostiteli (Billker et al., 2004; Vidadala et al., 2014) a celkové pro
schopnost parazita infikovat komatiho hostitele (Vidadala et al., 2014). V ramci babesii je
CDPK4 jedinym castecné funkéné charakterizovanym enzymem: CDPK4 druhu B. bovis byla
prokazana jako zasadni pro vyvoj sexualnich stadii a kinet (Hussein et al., 2021). Toto zjiSténi
naznacuje, ze CDPK4 ma pravdépodobné funkéni analogii s CDPK4 rodu Plasmodium. Geny
ostatnich organismu klastrujici do této skupiny (H. hammondi, E. tenella a C. cayetanensis

a rody Cytauxzoon a Theileria) nebyly dosud piili§ zkoumany a jejich funkce ziistava neznama.

BdCDPK kodovana genem Bdiv_014540c (viz Obrazek 9, zluta) klastruje s geny
TgCDPK4 (TGME49 237890) a TgCDPK4A (TGMEA49 295760), ale neklastruji sem zadné
ortology genu u rodu Plasmodium, a proto nema tato skupina CDPKs jasné Ciselné oznacCeni.
Strukturné se tyto proteiny vyznacuji del§i N-terminalni doménou a raznym poctem EF-hand
domén lezicich u C-konce (Hui et al., 2015). Funkce TgCDPK4 nebyly dosud urceny, ale bylo
zjisténo, ze TgCDPK4 a TgCDPK4A nejsou dulezité pro rust parazita (Wang et al., 2016).
Dostupna data naznacuji, ze TgCDPK4A se nejspiSe ucastni invaze do hostitelské buriky, egress
a pohybu (Wang et al., 2015). TgCDPK4 pak pravdépodobné hraje roli v metabolismu
areplikaci DNA (Wang et al, 2015). Déale byla objevena skuteCnost, ze TgCDPK4
a TgCDPKA4A jsou béhem vyvoje parazita rizné€ regulovany a jejich exprese se cyklicky méni
(Long et al., 2016). Geny dalSich organismu klastrujici do této skupiny (H. hammondi, E.
tenella, C. cayetanensis a rody Babesia, Cytauxzoon a Theileria) dosud nebyly

charakterizovany a jejich funkce tedy neni znama.

BdCDPK kédovana genem Bdiv_035940c¢ patii do skupiny CDPKS5 (viz Obrazek 9,
oranzova), kde se nachéazeji TgCDPKS (TGME49 224950) a CDPKS u rodu Plasmodium
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(PBANKA_1351500, PcyM_1219600, PF3D7_1337800, PKNH_1263500 a PVX_082820).
Tyto proteiny maji rozsahlejsi N-terminalni doménu a rizny pocet EF-hand domén u C-konce
(Billker et al., 2009). TgCDPKS je pomérné¢ malo prozkoumana, ale bylo zji§t€no, ze se
neucastni rustu pii lytickém cyklu parazita (Wang et al., 2016), ale mize byt zapojena do invaze
do hostitelské buriky, egress a obecné pohybu parazita (Wang et al., 2015). Bylo zjisténo, ze
PfCDPKS35, ktera je exprimovana ve stadiu merozoitu, je zasadni pfi proliferaci parazita a egress
z erytrocytu (Dvorin et al., 2010). Paraziti bez PfCDPKS5 zastavili svij vyvoj ve stadiu
schizonti (Dvorin et al., 2010). Merozoity, které byly mechanicky uvolnény z takto
pozastavenych schizontli, byly schopny invadovat nové erytrocyty, ¢imz se oddé€luji drahy
egress a invaze (Dvorin et al., 2010). PFCDPKS a PbCDPKS jsou esencialni pro nepohlavni
rozmnozovani krevnich stadii parazita (Sharma et al., 2021). PbCDPKS5 je navic
pravdépodobné potieba pro opusténi hepatocytu a tedy pro iniciaci ¢asti zivotniho cyklu, ktera
probihd v erytrocytu (Govindasamy & Bhanot, 2020). Pravé kodujici sekvenci kinazy
(Bdiv_035940c), klastrujici s témito geny, se nepodafilo naamplifikovat z cDNA ziskané
z krevnich stadii parazita, coz miiZze naznacovat, Ze je tato kinaza specificka pouze pro klistéci
stadia parazita. Tuto hypotézu je vSak tfeba jesSté ovéfit. Geny ostatnich Apicomplexa, které
klastrovaly do skupiny CDPKS (H. hammondi, E. tenella, C. cayetanensis a rody
Cryptosporidium, Babesia, Cytauxzoon a Theileria) (viz Obrazek 9) dosud nebyly

charakterizovany, a jejich funkce tedy nebyla zjiSténa.

Na zaklade klastrovani BACDPKs lze predbézné odhadnout funkci téchto enzymu
v ramci zakladnich biologickych procest babesii. Tato predikce vSak nemusi byt spolehliva,
protoze ortology CDPKSs se v ramci jedné skupiny mohou funkcné lisit. Toto bylo prokazano
napft. u skupiny CDPK4, kam klastruji funk¢né odli§né enzymy TgCDPK1 a PFCDPK4 (Hui et
al., 2015; Lourido et al., 2010). TgCDPK1 se ucastni pohybu, invaze do hostitelské burky
anasledné egress (Lourido et al.,, 2010), zatimco PfCDPK4 je klicova pro pohlavni
rozmnozovani v hlavnim hostiteli (Billker et al., 2004; Vidadala et al., 2014), protoZe ma na
starost exflagelaci samc¢ich gametocytu (odhozeni biciku) (Kato et al., 2009; Vidadala et al.,
2014). Tyto odliSnosti souvisi s rozdily v parazitarni strategii a zivotnimi cykly téchto
organismdu.

Babesie maji v ramci Apicomplexa unikétni vyvojovy cyklus (viz kapitoly 1 a 1.2.2).
Odlisyji mimo jiné také tim, ze nevytvari parazitoforni vakuolu. Babesie sice parazituji
v erytrocytech jako Plasmodium, ale merogonie probiha jinym zptusobem. V klistatech pak

babesie tvori kinety, které jim umoziuji provadét transstadialni a transovarialni prenos. Lze
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tedy predpokladat, ze navzdory klastrovani budou nami zkoumané BdCDPKs reflektovat tyto
biologické rozdily ve své funkci. Pfesto vSak klastrovani BACDPKs s Iépe prozkoumanymi
enzymy modelovych organismi Toxoplasma a Plasmodium poskytuje inspiraci pro metodické
pristupy ve studiu téchto kinaz. Pravé popis zakladnich funkci BACDPKs a jejich asociace
s vyvojovymi strategiemi babesii je pfedmétem vyzkumu RNDr. Marie Jalovecké, Ph.D.
a RNDr. Daniela Sojky, Ph.D. v pravé bézicim projektu , Functional Analysis of Babesia
Calcium-Dependent Protein Kinases“ (GACR 21-11299S), pro ktery tato bakalaiska prace
poskytla zakladni informace o sekvenci, struktufe a klastrovani jednotlivych BACDPKs. Dal§im
dil¢im cilem tohoto projektu je analyza dynamiky exprese jednotlivych kinaz v ramci intra-
erytrocytarniho cyklu B. divergens, pro ktery jsem navrhla plan experimentu. Zamérem je
odhalit zmény v expresi jednotlivych BACDPKs a jejich vzajemné poméry béhem rostouct
parazitémie pomoci qPCR (viz kapitola 4.5). Tato analyza v ramci této bakalaiské prace
neprobehla kvili problémim s kontaminaci v in vitro kultute B. divergens, ale v brzkém Case
bude uskute¢néna v laboratofi RNDr. Marie Jalovecké, Ph.D. a RNDr. Daniela Sojky, Ph.D. za

pouziti mnou navrzenych a ovéfenych primert (viz Obrazek 10).
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6 Zavér

Provedla jsem stru¢nou literarni resersi na téma vyznamu vapnikové signalizace

a soucasnych poznatkd o struktufe a funkci CDPKs.

Osekvenovala jsem gDNA putativnich BACDPKs, a provedla jsem analyzu téchto
sekvenci porovnanim s in silico predikovanymi sekvencemi z databaze
Piroplasmadb.org.

Ptipravila jsem cDNA z krevnich stadii B. divergens, a zaklonovala a osekvenovala
jsem kodujici sekvence putativnich BACDPKs.

Zanalyzovala jsem strukturu jednotlivych BACDPKs pomoci predikce proteinovych
domén.

Provedla jsem fylogenetickou analyzu klastrovani BACDPKs s izoenzymy
vybranych modelovych druhti ze skupiny Apicomplexa a jim pfibuznych organismt
C. velia a V. brassicaformis.

Navrhla jsem design experimentu pro dynamickou analyzu exprese

intra-erytrocytarnich BACDPKs pomoci kvantitativni PCR.
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Priloha ¢. 1 — sekvence gDNA a ¢cDNA Bdiv_014540c

gDNA

CTTTGTTTAATTACATGGAATCAACCCACCGCGAACGCGTATGGGATGGTGCGCGCAATACGGGAAGAAACA
AACATGGCACACACAATCTCACATAAAATTGACCCATGTAATTTGTTTAGGGCGACGAGGTCGCTTATTTGATA
TACGATGGGAAATTGTTGTTCCCAAGGCGCAGCGGTTGTAGAACAAAATGTTGCTGAACAAAAGCCAGTGGT
ATGGTCGTACTGTAGAAGACAGCAGTCATCTGACAGCTCAGACGCGCATTCAGATTATATCGCGCCAGAACTG
ACGGATGTCTTCTTCAAGGATCTCCGAAGGCCGGTGTACATACCCACCTCGCAACCAAATATCGTACCACGCTC
CTCGCCGCTGTTATCAACAGATCACAATGGAGAGGCTGAATATGATGAAGACGCGAGTGACGACGGATGCTG
TGCCGATTCCGTTGGTCGTAGGTTCTCGGAGTGCCCTATGCTGATGGACCTTGTGTTGGTGCGTGATCTCTGGA
GATCTCGCATCATTACCGGGAGTAACATTAGTGCAAAGTACGCTGTCAGCCCTAACTTGATCGGCTTCGGGGT
ATGTGGTTCAGTGAGACAGATTATCGAGAAAAAGTCACAGCGCTCATTCGCGCTGAAGAGCCTCAAGACCTTC
ACTGCATCACGGAGAAAGCTGACCAGTATATTCAACGAAATCGCAATATACATTCAGCTTGATCATCCAAACA
TCGCATTCCTTCACGAGGTGCATGAAGAGGTCGGTGTCTGTCACATGGTCATGGAGCACTGCACGGGGAACG
AGCTCTATGACAGACTCGACAACTATAAGCGCTTCGCCGAAAATTACACCAAACAGCTCACCGTGCAAATGCTA
CTCGCCCTTAACTATCTGCATTCTAACGGAATATGCCACAGGGACCTAAAGCTGGAGAACTGGGTGTTTTCAAC
CCCCGACATGGGCTCGCCCTTAAAAATGATAGACTTCGGCTTCGCTAGGCTCTTCGAAGAGGGAGTACCCATG
GGTGGAATGCATGGAACTGTGTACTATGTCGACCCTGAGGTCATTGACGGATGCTACAACGAAAAGTGTGAT
GTGTGGAGCACTGGTGTCATCGTATACATGCTGCTATCAGGCTCACCCCCATTCAACGGGGATGCTGACAGAG
ATATCCTATTGAAGATCAAAAAGGGCACTCTCAAATTCGAAGGAATTCGGTGGAGCCAGGTTTCGGAAACGGC
GAAGGACTTCATAAGATACCTGCTCAACAGAAATGGGACGGAGCGCGCATCTGCTATTCAGGCGCTCCACCAC
CCGTGGCTGCGTGATGAAGTCGCCAAGTTCGACAAAAACACCATTTCTGTTGAGATGTTACGCCACATTGTGG
AATTTAGCAAAAAGACACCACTACACAGGGCCATTGTGGCACTATGTGTTCTAAATGGCGATCGTAATCTGCAC
CCGGAAATATATCAGGCGTTCTTCTCAATAAATACATCGAGCACTGGGTCGATAACGCTGGCAGAGTTTACAA
CAGCCATGGAACAGCATTTAGGGCTAAGTGAGCAAGAAATCGCCAACATCTTCGACACCATTGCATTCCGCGG
AACGCCCTATCTGCATTATACGGAATTCGTAACGGCAGTATATGAAAACTATACGAAGGTGGATATCAATTCTC
TCTCGCAAGTGTACAAAAAACTCGATGTTTTCGGAAACGGGCGTGTAAATGCCCAGTCATTCACAGCCTGTATT
GGCGAGTATTTTAGCGGGACTCCTGTGGATTCCATGTTAAGCGAGGTCGAGTTGAACCAAAATGGAGTCATTG
ACTTCGCGAAATTTTGTGAGTGCATCATTAGCGTACATTAGTGTGTACGCGCAGGGCGACGTTGCGTAATGGA
GGCCGCAAAACTCAACAATGCCATTGGGGACGCGAATGAGTGCGTTAGCATCACCAAGAAAAAATCATGACT
ACAAACCCTAGCAAAAAAGAGCGGCATGAATGTCCACTACACCCGA

cDNA

CTTTGTTTAATTACATGGAATCAACCCACCGCGAACGCGTATGGGATGGTGCGCGCAATACGGGAAGAAACA
AACATGGCACACACAATCTCACATAAAATTGACCCATGTAATTTGTTTAGGGCGACGAGGTCGCTTATTTGATA
TACGATGGGAAATTGTTGTTCCCAAGGCGCAGCGGTTGTAGAACAAAATGTTGCTGAACAAAAGCCAGTGGT
ATGGTCGTACTGTAGAAGACAGCAGTCATCTGACAGCTCAGACGCGCATTCAGATTATATCGCGCCAGAACTG
ACGGATGTCTTCTTCAAGGATCTCCGAAGGCCGGTGTACATACCCACCTCGCAACCAAATATCGTACCACGCTC
CTCGCCGCTGTTATCAACAGATCACAATGGAGAGGCTGAATATGATGAAGACGCGAGTGACGACGGATGCTG
TGCCGATTCCGTTGGTCGTAGGTTCTCGGAGTGCCCTATGCTGATGGACCTTGTGTTGGTGCGTGATCTCTGGA
GATCTCGCATCATTACCGGGAGTAACATTAGTGCAAAGTACGCTGTCAGCCCTAACTTGATCGGCTTCGGGGT
ATGTGGTTCAGTGAGACAGATTATCGAGAAAAAGTCACAGCGCTCATTCGCGCTGAAGAGCCTCAAGACCTTC
ACTGCATCACGGAGAAAGCTGACCAGTATATTCAACGAAATCGCAATATACATTCAGCTTGATCATCCAAACA
TCGCATTCCTTCACGAGGTGCATGAAGAGGTCGGTGTCTGTCACATGGTCATGGAGCACTGCACGGGGAACG
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AGCTCTATGACAGACTCGACAACTATAAGCGCTTCGCCGAAAATTACACCAAACAGCTCACCGTGCAAATGCTA
CTCGCCCTTAACTATCTGCATTCTAACGGAATATGCCACAGGGACCTAAAGCTGGAGAACTGGGTGTTTTCAAC
CCCCGACATGGGCTCGCCCTTAAAAATGATAGACTTCGGCTTCGCTAGGCTCTTCGAAGAGGGAGTACCCATG
GGTGGAATGCATGGAACTGTGTACTATGTCGACCCTGAGGTCATTGACGGATGCTACAACGAAAAGTGTGAT
GTGTGGAGCACTGGTGTCATCGTATACATGCTGCTATCAGGCTCACCCCCATTCAACGGGGATGCTGACAGAG
ATATCCTATTGAAGATCAAAAAGGGCACTCTCAAATTCGAAGGAATTCGGTGGAGCCAGGTTTCGGAAACGGC
GAAGGACTTCATAAGATACCTGCTCAACAGAAATGGGACGGAGCGCGCATCTGCTATTCAGGCGCTCCACCAC
CCGTGGCTGCGTGATGAAGTCGCCAAGTTCGACAAAAACACCATTTCTGTTGAGATGTTACGCCACATTGTGG
AATTTAGCAAAAAGACACCACTACACAGGGCCATTGTGGCACTATGTGTTCTAAATGGCGATCGTAATCTGCAC
CCGGAAATATATCAGGCGTTCTTCTCAATAAATACATCGAGCACTGGGTCGATAACGCTGGCAGAGTTTACAA
CAGCCATGGAACAGCATTTAGGGCTAAGTGAGCAAGAAATCGCCAACATCTTCGACACCATTGCATTCCGCGG
AACGCCCTATCTGCATTATACGGAATTCGTAACGGCAGTATATGAAAACTATACGAAGGTGGATATCAATTCTC
TCTCGCAAGTGTACAAAAAACTCGATGTTTTCGGAAACGGGCGTGTAAATGCCCAGTCATTCACAGCCTGTATT
GGCGAGTATTTTAGCGGGACTCCTGTGGATTCCATGTTAAGCGAGGTCGAGTTGAACCAAAATGGAGTCATTG
ACTTCGCGAAATTTTGTGAGTGCATCATTAGCGTACATTAGTGTGTACGCGCAGGGCGACGTTGCGTAATGGA
GGCCGCAAAACTCAACAATGCCATTGGGGACGCGAATGAGTGCGTTAGCATCACCAAGAAAAAATCATGACT
ACAAACCCTAGCAAAAAAGAGCGGCATGAATGTCCACTACACCCGA

Primery a jejich sekvence (viz Tabulka III):
MIJ_7_Bdiv_014540c_seq_F = CGGGAAGAAACAAACATGGC
MIJ_8_Bdiv_014540c_seq_F2 = CAGCTTGATCATCCAAACATCG
MIJ_9_Bdiv_014540c_seq_F3 = GAAGTCGCCAAGTTCGACAA
MJ_10_Bdiv_014540c_seq_R = CTTGGTGATGCTAACGCAC
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Priloha ¢. 2 — sekvence gDNA a ¢cDNA Bdiv_024410

gDNA

CATACATGAATTTTTGAATAATTGCTAGCGTTTTGCTACGAATACACTAAACGCAGTACTTCAATTTTAATGCAA
TTGATTGCCGCAAAATAACGGCATCCCTTCAAGTAGATGTGCTTGCGCAGGAATATTTTCAAAACCTCAGAAAG
CATGGATGATAAATCCGGACAGCTTCGTGGCAGCAATGAACGGGCTGCCACAGTTGCCACCTCTGTGCCGGGA
ACGAGCAGTCAACGCTCCAGCTCGCTAAGGGCGACACCGGGTATGTTTGTTACATGCTCATACGCATCCTTCCG
CCAAAACTACAAGGCTGTCAAGCTTCTTGGCAAAGGTTCATTTGGAGAAGTCTTGCTGTGCATTAACAGAGCC
ACGGGTCAGCAGTACGCCGTGAAGGTCATTGTTAAAAGCTCAGTCAAGAGGAAGGGAGACCATGAGTCCTTG
TTACGCGAAGTCGAAGTTCTCAAGGGACTTGACCACCCCAATATTATGAAGATATTTGAGTTTTTCGAGGATGA
CAAGTACTATTACTTTGTTACAGAACTCTACTCTGGAGGTGAACTGTTCGACGAAATTGTCAACCGAAAGTGCT
TTTCGGAGCAGGACGCCGCTAAAATCATCAAACAGGTGCTCAGTGGAATTAATTACATGCACAAGCAAAACGT
AGTACACCGTGATCTCAAACCGGAGAATCTACTTTTGGAATCCAAGATTCCCAACTCTAACATTAAAATCATTG
ATTTCGGCCTGTCAACATACTGCGATGTGGATTCAAAAATGAAGGACAAGATCGGAACGTAAGTGGCTTCCTT
CAGCTCTCACAATCTTGTGCAGCGCCTACTACATTGCCCCCGATGTGCTCAGGGGTGTATACGACAGCAAATGT
GACATCTGGTCGATTGGTGTAATTCTCTACATTTTACTCTGTGGCTTCCCGCCGTTCAACGGTGCTAACGAAGG
CGAAATCATTAAGAAGGTTCAAAGCGGAAAGTACTCCTTCGATATGCCTCAATGGCGCAAGGTCTCAGAGAGC
GCGAAAGACCTCATCAGACGCATGATCACCTACAACCCTGCCAAGAGGATAACAGCGTCAGAAGCACTAGAG
CACCATTGGATCCAATACATGACTAAGGATGCCAATGTGGATCTACCGAGTCTGGAATCATCTATCAACAATAT
GAAAAACTTCTACCTCACGCAGAAACTCTCACAAGCTGCCTTACTGTACATAGGATCGAAATTACTCACAAAGG
AAGAGAGTGCACACCTCACACAAATATTCAGCAAAATGGACAAGAACGGAGATGGCCAACTTGACCGCAATG
AACTCATCGAGGGATTCTCTGAGTATATGCGTCTGAAGGGAACACCGTCCGACAACATCGACCTTAGCAGCGT
GGAAGAACAGGTCGACCAGATATTGCAGAGTATAGATTTCGATAGGAACGGTTACATCGACTACAGCGAATTC
CTCACCGTAGCCATGGACCGTCGTAGCTTGATGCAGAAGGATAGACTCGAAAAGGCTTTCAAGCTCTTCGACG
CGGATGACTCGGGCACCATATCCTCAACGGAACTGGGTAAAATATTCGGCGTAGTGGATGTTAGCCAGGAGG
ACTGGCAACGTGTCCTGCATGAAGTTGACAGCAACAACGACGGCGTGATAGATTTTGAAGAGTTCAAGGCCAT
GTTGACAAGATTGGTTTAAAAATTTTTCAATAAATGGCAATAGCTTATCACATATTGCCAAGTAAGTGCATTATC
TTAATTAGTAGACTAACTATTGTTTTATGACCAAATTCGCAGTAGCTCGTTATATCGACATCCTTGCCACAGATT
TGTTAATTCCTATCAGCAT

cDNA

CATACATGAATTTTTGAATAATTGCTAGCGTTTTGCTACGAATACACTAAACGCAGTACTTCAATTTTAATGCAA
TTGATTGCCGCAAAATAACGGCATCCCTTCAAGTAGATGTGCTTGCGCAGGAATATTTTCAAAACCTCAGAAAG
CATGGATGATAAATCCGGACAGCTTCGTGGCAGCAATGAACGGGCTGCCACAGTTGCCACCTCTGTGCCGGGA
ACGAGCAGTCAACGCTCCAGCTCGCTAAGGGCGACACCGGGTATGTTTGTTACATGCTCATACGCATCCTTCCG
CCAAAACTACAAGGCTGTCAAGCTTCTTGGCAAAGGTTCATTTGGAGAAGTCTTGCTGTGCATTAACAGAGCC
ACGGGTCAGCAGTACGCCGTGAAGGTCATTGTTAAAAGCTCAGTCAAGAGGAAGGGAGACCATGAGTCCTTG
TTACGCGAAGTCGAAGTTCTCAAGGGACTTGACCACCCCAATATTATGAAGATATTTGAGTTTTTCGAGGATGA
CAAGTACTATTACTTTGTTACAGAACTCTACTCTGGAGGTGAACTGTTCGACGAAATTGTCAACCGAAAGTGCT
TTTCGGAGCAGGACGCCGCTAAAATCATCAAACAGGTGCTCAGTGGAATTAATTACATGCACAAGCAAAACGT
AGTACACCGTGATCTCAAACCGGAGAATCTACTTTTGGAATCCAAGATTCCCAACTCTAACATTAAAATCATTG
ATTTCGGCCTGTCAACATACTGCGATGTGGATTCAAAAATGAAGGACAAGATCGGAACCGCCTACTACATTGC
CCCCGATGTGCTCAGGGGTGTATACGACAGCAAATGTGACATCTGGTCGATTGGTGTAATTCTCTACATTTTAC
TCTGTGGCTTCCCGCCGTTCAACGGTGCTAACGAAGGCGAAATCATTAAGAAGGTTCAAAGCGGAAAGTACTC
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CTTCGATATGCCTCAATGGCGCAAGGTCTCAGAGAGCGCGAAAGACCTCATCAGACGCATGATCACCTACAAC
CCTGCCAAGAGGATAACAGCGTCAGAAGCACTAGAGCACCATTGGATCCAATACATGACTAAGGATGCCAATG
TGGATCTACCGAGTCTGGAATCATCTATCAACAATATGAAAAACTTCTACCTCACGCAGAAACTCTCACAAGCT
GCCTTACTGTACATAGGATCGAAATTACTCACAAAGGAAGAGAGTGCACACCTCACACAAATATTCAGCAAAA
TGGACAAGAACGGAGATGGCCAACTTGACCGCAATGAACTCATCGAGGGATTCTCTGAGTATATGCGTCTGA
AGGGAACACCGTCCGACAACATCcGACCTTAGCAGCGTGGAAGAACAGGTCGACCAGATATTGCAGAGTATAG
ATTTCGATAGGAACGGTTACATCGACTACAGCGAATTCCTCACCGTAGCCATGGACCGTCGTAGCTTGATGCA
GAAGGATAGACTCGAAAAGGCTTTCAAGCTCTTCGACGCGGATGACTCGGGCACCATATCCTCAACGGAACTG
GGTAAAATATTCGGCGTAGTGGATGTTAGCCAGGAGGACTGGCAACGTGTCCTGCATGAAGTTGACAGCAAC
AACGACGGCGTGATAGATTTTGAAGAGTTCAAGGCCATGTTGACAAGATTGGTTTAAAAATTTTTCAATAAAT
GGCAATAGCTTATCACATATTGCCAAGTAAGTGCATTATCTTAATTAGTAGACTAACTATTGTTTTATGACCAAA
TTCGCAGTAGCTCGTTATATCGACATCCTTGCCACAGATTTGTTAATTCCTATCAGCAT

SNP: zména tripletu ATA na ATC, oba triplety koduji Isoleucin.

Primery a jejich sekvence (viz Tabulka III):
MIJ_11_bdiv_024410_seq_F = GCTACGAATACACTAAACGCAG
MIJ_12_bdiv_024410_seq_F2 = CAAAACGTAGTACACCGTGATC
MIJ_13_bdiv_024410_seq_F3 = CAGCAAAATGGACAAGAACGG
MIJ_14_bdiv_024410_seq_R = CGAGCTACTGCGAATTTGGT
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Priloha ¢. 3 — sekvence gDNA a ¢cDNA Bdiv_030560

gDNA

TCGTCCGCGCATTTGTAGTTTTATAGTTCCATGTCTACAGTCGTGATGCCGCGGTAATCTACCTATTCGGCTTTG
TCTTTGCCTTGCGCCCTTGGGAGTGTGTCTTCTCTATTTTCCACCTGTGGTTCGGGATTTCTGACCAAGACGACA
ATGGTTTTGTCTGACGGTTTGCCGATTCCAAAAGAGCTGTACACGCACTGCATCAAGAAGTTCGACAGCAGTG
AGTTTGAGGTTCTGAGTCAGTTGTTCAAGGAATTGGCTGGCCGTTCTCAGACCCCTGGCATAGACAAGGAGAC
GTTTTTGCAATACTTCAATCTTCCAGGTCTTTGGGGTGAGCGTTTGTTTCGCCACTTTGACGTCGACGGTGGGT
GTAGTGTGGTTTTCGTATCACTTATCCTCAGATTCCAACAGTGTTGAGTTTGAGGAGTTTATGGTTGGCATATC
AATATGTTGCCGTGGTACCCGCGCAGAGAAGATCAACGTGTTATTTCACGTCTTTGATCTAAACGAGGATGGTT
TCATTCAGAAGCCGGAGCTCGTGGCTATGCTTTCTAATTTCCCCAGGATGGCGTTGCATATGTCCAAGTGTCTG
AATGCTCAGATTTCCGATGGCAGTTGTGATCAGAGTGTTGCGTTGGACCATTGCCCCTGTCGCTTGGCTACCGG
TAGCGCTTCTGAAAGCAGGAAGGATTCCCGTGGAGTTTCGTCTCCGAAGATGTACGTGGACCCCTTTTATGCC
GCCACACCGAGCATCAAAGACGCCGATACGTCAATGGGCGTAAGGAAGATGGTGCACAAAGACACAGCTGCT
TTTAAGGAGTTGGTTTCTTCTCTGAGCAGGTTATCATTTCAGTCTGTTGTTTCCAATGAGTCTCTGCGTAAGGTA
GAGGTTGTTGAGAATTCTGCCGACAGTATGCTGCTTTCACGGAGTGTCAAGAATCGCAGGCGATTAATTTCTC
GAGGAATCAGATCTCCCAATCTGCGTCGGTCTTGTTCTGCCTCGGCATGTGACCGTATGGCCAGTTCGTCATCT
CGCCCATGTGCTGACCTGTCCCCCCAGGATAAGCTGTCGGACACTGTAGATCGTCTTTCTATTGATAGCAGTCG
GCCATCCCTTGGATTGGATAGTCCACATTCCGATATTGACGTTGGCAAGGATTTCCGCCATCGCCGCTCTAGTC
TGCGCATCTCGTCCCCCCCTGTCCAGGATCTTGGTGATACCGATCCAATTATTTTATCGCATAACGGCCGGGAC
GCGAACGTTCGTCGCTGCATCCAAGGTTTGGATGAGGCTGAGACCCATCGCAAGTCACAGTGTGACAATTCCC
CGCGCAGCCTCGACAGTCCTCATGTGTCCATTGCCGCGATGGCCATAGTGGACGAAGACCGCCTTGTTGATGT
CGACAGCATTGCAATGGACATTATCGTTGAGAGCATTTTGGAGGACTGTGAATTCAACGATAAGGGCAGCCTT
GATTTGGCCAAGTTTAAGATGTGGCTGAATAAGAACGACTCTGTGCTTACTATGTTTTCCGAGTACATGCATGA
GGAGTTTTGGGGTCTGCAGGGCAACGCCTTTCTGCCATCTCCTGAGAGTCACGAGTTTTTTGTGAACAGTGTTT
CTGGCGATCTGAGGCTATCTTCCCCTGAGTTTGGCGATGATTCTAAGGGTGCTTTAGAGGTTGATGGTCAGGA
CAAGGTGGTTCAGCGCATGGTCTACCAGATGTTTTTGGTGAACGATACGGAGGCGCAGGCGTTTACGGAATG
CGTATCGTCTTTGGAGAATGTTGTTAGTGAGGAGCTTTTGCAATATCTGCACCAGGTTTCCAGCAAGATGCAGC
GTAAGAGCAGCCTTGTGACAGGTAGAATTCGTACCGATGACATCACCGATACGCCTACTTCTTCGAATGTGTT
AACTAAGGAGATTTTTTCGTGCCCCAACTGTGGGACACCATTTTTCATGTGCCCTGAGTGTTTCAATAGGCACG
AATCACTTTCCCTTTACGTGGACTCCGGGGTGTACATTGTATGTGATCACTGTGAGAGTAATAACAGGGGCACT
CGCTTCACGAGTTGTTGGATTTGTGGCTGGACTTTTTCCGAGGCCATGCAGATGGCGCTCATCAAGCGTCGCCA
GCGGGATAGGTCTCAGTTATGCAATCGTAGGCCTTCAAGCATACGAACGTCTCCTATCAGGCGTTTCCGCACCG
TTTCACGCCCTTCTTGTAGGATTCTGATGTCAGACGATACGCCACGCAGTAGGCGTTCGATGAAGTATGCGATT
TCCCCAAGCTCTGTAACTCCAGGAGTGGATTGCATAACGCCGCAGCTGCTTGCTACATCAAAGGATAACCTATT
GGTGCCGTTGGATAGTTTGACTTCTCCTGTCTCATGCAGTGAGGGCGGTGACTGGCCGCTGGTGCATGCCAAG
CTTCCTATAAAGTCTGGCTACATGTTCAAGCACGGCCGGCACTTCCACAAGTTGAAGAAGCGTTATTTCATTTT
GATTGACAACCTATTATACTATTATAGTGATAAGGAGAGCACCAAGCCCAGTGGCTGTCTTTTCCTCGAGGGT
TGTTACCTGGACTTCTTGGTGAGGAACGACCACGCGTCTGACATGTATGGGTTGTGCATTTGCCACAAGGCCA
ACAAGTTCAACCGTCGTGAATTTTACGTGGCTTCTAGGGCTGACTTTTTCGAATGGGTTGAGGCTCTCTCCGTT
GCCATGAAGCAGCAGAGCCTGATGCAGCTGTACAACATATGTGAGCAGATTGGCCACGGCAAGTTCAGTGTG
GTTTATCGCGCGATTCACAAGAGCACTGGTGAGGAGTTCGCCGTGAAGATTGTTGACAAGTCGAAGATTGGG
GTTCAGGAGCGGGAGCTGCTCCGTAGTGAGATTGCCATTTTGCGTCTGTTGAGCCATAAGCACGTGATTTACC
TGAAGGATGTTAGCGACACGTGTGACTCCCTGTACATCGTGATGGAGCTTGTGAAGGGCGGCGAGCTGTACG
ATTTGATAAACCAGAAGCACCGTTTGTCTGAAGCGCACGCGCACAAGATTATCTGTCAGTTGTTGGAGATCGT
GGCGTACCTCCACAAGTGCGGTATCATCCACCGCGACATAAAACCTGAGAACATCCTCTTGACTGACAAGACT
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GAGAGTGCGACTATAAAGCTGACAGACTTTGGTTTATCTACGCTATGCGACCCCAACGAGCTGCTCACGCAGC
CGTGCGGTACGCTCGCGTATGTCGCCCCCGAAGTGCTGACCCTTCAGGGGTACAACCAGAAGGCGGACGTAT
GGTCCATTGGCGTGATTATGTTTCTGCTTCTGCGTGGGCGTCTTCCGTTTTCAGTGAAGAACCCCGCTAACCTC

GATATGAACAAGCACTATCGCGTCCGCTTCGAGGGGCGTCACTGGGACGGCGTGTCTACGTCTGCGAAGGAC
CTAATAACGCGTCTGCTACACTTGAACCCTGAGAAGCGCATCACTGTGTTTGATGCTCTTGACCACATTTGGGT
GAAGAACTTCGTTGCCGTGAATTATGACGAATCGCTGAGTGTCATGGGGAGCATGGAGGCTACGACAGAGTT
GATTCACTCGCTGCGTAACACCACAGACACGACCTTTGTGATTCCCTACACTGAGAGTTGTATCGAGAACTTAA
AAGCCCTTCAGAACGATGCGTATGAGCCCCGCGATGAGCCGCTGGGCACCGTTGAGGAGTGATGCCTAAGCG
CCGTCGTAGCTTATCTTTAACAGACCTTCCTGCGGGCGTTTTACAGGAGCTCGTGGATTACGATCCATGCGCCT
TCGCTCCGCTATGCCGCAGGCTGAGCGACCTCGCCTTGCGGGCGCATCGCACGCTTATAATATCAC

cDNA

TCGTCCGCGCATTTGTAGTTTTATAGTTCCATGTCTACAGTCGTGATGCCGCGGTAATCTACCTATTCGGCTTTG
TCTTTGCCTTGCGCCCTTGGGAGTGTGTCTTCTCTATTTTCCACCTGTGGTTCGGGATTTCTGACCAAGACGACA
ATGGTTTTGTCTGACGGTTTGCCGATTCCAAAAGAGCTGTACACGCACTGCATCAAGAAGTTCGACAGCAGTG
AGTTTGAGGTTCTGAGTCAGTTGTTCAAGGAATTGGCTGGCCGTTCTCAGACCCCTGGCATAGACAAGGAGAC
GTTTTTGCAATACTTCAATCTTCCAGGTCTTTGGGGTGAGCGTTTGTTTCGCCACTTTGACGTCGACGATTCCAA
CAGTGTTGAGTTTGAGGAGTTTATGGTTGGCATATCAATATGTTGCCGTGGTACCCGCGCAGAGAAGATCAAC
GTGTTATTTCACGTCTTTGATCTAAACGAGGATGGTTTCATTCAGAAGCCGGAGCTCGTGGCTATGCTTTCTAA
TTTCCCCAGGATGGCGTTGCATATGTCCAAGTGTCTGAATGCTCAGATTTCCGATGGCAGTTGTGATCAGAGTG
TTGCGTTGGACCATTGCCCCTGTCGCTTGGCTACCGGTAGCGCTTCTGAAAGCAGGAAGGATTCCCGTGGAGT
TTCGTCTCCGAAGATGTACGTGGACCCCTTTTATGCCGCCACACCGAGCATCAAAGACGCCGATACGTCAATGG
GCGTAAGGAAGATGGTGCACAAAGACACAGCTGCTTTTAAGGAGTTGGTTTCTTCTCTGAGCAGGTTATCATTT
CAGTCTGTTGTTTCCAATGAGTCTCTGCGTAAGGTAGAGGTTGTTGAGAATTCTGCCGACAGTATGCTGCTTTC
ACGGAGTGTCAAGAATCGCAGGCGATTAATTTCTCGAGGAATCAGATCTCCCAATCTGCGTCGGTCTTGTTCTG
CCTCGGCATGTGACCGTATGGCCAGTTCGTCATCTCGCCCATGTGCTGACCTGTCCCCCCAGGATAAGCTGTCG
GACACTGTAGATCGTCTTTCTATTGATAGCAGTCGGCCATCCCTTGGATTGGATAGTCCACATTCCGATATTGAC
GTTGGCAAGGATTTCCGCCATCGCCGCTCTAGTCTGCGCATCTCGTCCCCCCCTGTCCAGGATCTTGGTGATAC
CGATCCAATTATTTTATCGCATAACGGCCGGGACGCGAACGTTCGTCGCTGCATCCAAGGTTTGGATGAGGCT
GAGACCCATCGCAAGTCACAGTGTGACAATTCCCCGCGCAGCCTCGACAGTCCTCATGTGTCCATTGCCGCGAT
GGCCATAGTGGACGAAGACCGCCTTGTTGATGTCGACAGCATTGCAATGGACATTATCGTTGAGAGCATTTTG
GAGGACTGTGAATTCAACGATAAGGGCAGCCTTGATTTGGCCAAGTTTAAGATGTGGCTGAATAAGAACGACT
CTGTGCTTACTATGTTTTCCGAGTACATGCATGAGGAGTTTTGGGGTCTGCAGGGCAACGCCTTTCTGCCATCT
CCTGAGAGTCACGAGTTTTTTGTGAACAGTGTTTCTGGCGATCTGAGGCTATCTTCCCCTGAGTTTGGCGATGA
TTCTAAGGGTGCTTTAGAGGTTGATGGTCAGGACAAGGTGGTTCAGCGCATGGTCTACCAGATGTTTTTGGTG
AACGATACGGAGGCGCAGGCGTTTACGGAATGCGTATCGTCTTTGGAGAATGTTGTTAGTGAGGAGCTTTTGC
AATATCTGCACCAGGTTTCCAGCAAGATGCAGCGTAAGAGCAGCCTTGTGACAGGTAGAATTCGTACCGATGA
CATCACCGATACGCCTACTTCTTCGAATGTGTTAACTAAGGAGATTTTTTCGTGCCCCAACTGTGGGACACCAT
TTTTCATGTGCCCTGAGTGTTTCAATAGGCACGAATCACTTTCCCTTTACGTGGACTCCGGGGTGTACATTGTAT
GTGATCACTGTGAGAGTAATAACAGGGGCACTCGCTTCACGAGTTGTTGGATTTGTGGCTGGACTTTTTCCGA
GGCCATGCAGATGGCGCTCATCAAGCGTCGCCAGCGGGATAGGTCTCAGTTATGCAATCGTAGGCCTTCAAGC
ATACGAACGTCTCCTATCAGGCGTTTCCGCACCGTTTCACGCCCTTCTTGTAGGATTCTGATGTCAGACGATACG
CCACGCAGTAGGCGTTCGATGAAGTATGCGATTTCCCCAAGCTCTGTAACTCCAGGAGTGGATTGCATAACGC
CGCAGCTGCTTGCTACATCAAAGGATAACCTATTGGTGCCGTTGGATAGTTTGACTTCTCCTGTCTCATGCAGT
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GAGGGCGGTGACTGGCCGCTGGTGCATGCCAAGCTTCCTATAAAGTCTGGCTACATGTTCAAGCACGGCCGGC
ACTTCCACAAGTTGAAGAAGCGTTATTTCATTTTGATTGACAACCTATTATACTATTATAGTGATAAGGAGAGC
ACCAAGCCCAGTGGCTGTCTTTTCCTCGAGGGTTGTTACCTGGACTTCTTGGTGAGGAACGACCACGCGTCTG
ACATGTATGGGTTGTGCATTTGCCACAAGGCCAACAAGTTCAACCGTCGTGAATTTTACGTGGCTTCTAGGGCT
GACTTTTTCGAATGGGTTGAGGCTCTCTCCGTTGCCATGAAGCAGCAGAGCCTGATGCAGCTGTACAACATAT
GTGAGCAGATTGGCCACGGCAAGTTCAGTGTGGTTTATCGCGCGATTCACAAGAGCACTGGTGAGGAGTTCG
CCGTGAAGATTGTTGACAAGTCGAAGATTGGGGTTCAGGAGCGGGAGCTGCTCCGTAGTGAGATTGCCATTTT
GCGTCTGTTGAGCCATAAGCACGTGATTTACCTGAAGGATGTTAGCGACACGTGTGACTCCCTGTACATCGTG
ATGGAGCTTGTGAAGGGCGGCGAGCTGTACGATTTGATAAACCAGAAGCACCGTTTGTCTGAAGCGCACGCG
CACAAGATTATCTGTCAGTTGTTGGAGATCGTGGCGTACCTCCACAAGTGCGGTATCATCCACCGCGACATAAA
ACCTGAGAACATCCTCTTGACTGACAAGACTGAGAGTGCGACTATAAAGCTGACAGACTTTGGTTTATCTACG
CTATGCGACCCCAACGAGCTGCTCACGCAGCCGTGCGGTACGCTCGCGTATGTCGCCCCCGAAGTGCTGACCC
TTCAGGGGTACAACCAGAAGGCGGACGTATGGTCCATTGGCGTGATTATGTTTCTGCTTCTGCGTGGGCGTCT
TCCGTTTTCAGTGAAGAACCCCGCTAACCTCGATATGAACAAGCACTATCGCGTCCGCTTCGAGGGGCGTCACT
GGGACGGCGTGTCTACGTCTGCGAAGGACCTAATAACGCGTCTGCTACACTTGAACCCTGAGAAGCGCATCAC
TGTGTTTGATGCTCTTGACCACATTTGGGTGAAGAACTTCGTTGCCGTGAATTATGACGAATCGCTGAGTGTCA
TGGGGAGCATGGAGGCTACGACAGAGTTGATTCACTCGCTGCGTAACACCACAGACACGACCTTTGTGATTCC
CTACACTGAGAGTTGTATCGAGAACTTAAAAGCCCTTCAGAACGATGCGTATGAGCCCCGCGATGAGCCGCTG
GGCACCGTTGAGGAGTGATGCCTAAGCGCCGTCGTAGCTTATCTTTAACAGACCTTCCTGCGGGCGTTTTACAG
GAGCTCGTGGATTACGATCCATGCGCCTTCGCTCCGCTATGCCGCAGGCTGAGCGACCTCGCCTTGCGGGLCGC
ATCGCACGCTTATAATATCAC

Primery a jejich sekvence (viz Tabulka III):
MJ_20_Bdiv_030560_seq_F = CATGTCTACAGTCGTGATGCC
MJ_21_Bdiv_030560_seq_F2 = GGTAGCGCTTCTGAAAGCA
MJ_22_Bdiv_030560_seq_F3 = GTTTGGATGAGGCTGAGACC
MJ_23_Bdiv_030560_seq_F4 = CGATACGCCTACTTCTTCGA
MJ_24_Bdiv_030560_seq_F5 = GTGATAAGGAGAGCACCAAGC
MJ_25_Bdiv_030560_seq_F6 = GACAAGACTGAGAGTGCGAC
MJ_26_Bdiv_030560_seq_R = GAAGGCGCATGGATCGTAAT
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Priloha ¢. 4 — sekvence gDNA Bdiv_035940c

gDNA

GAACACTTTAATCTTAAGGGGAAGTTTAAGAATCTTCTCGCAAAAAAATTTGTTTGCAACTTTAAGGATGGGG
ATGTGGCTGAGACATGCGGGGATCCCACCGCTGACGATGGATGCAACCAGCTGCCCAGCTTTGAGGACACTG
CTCCTATGAAGAATGAGTCGACCGTACCATCCAATGTAGCATCTACTGTATCTTCCAATCAGAGaATACGECTGCG
CTTCTGTGCATCCAAGGGATCCACAATGTAGTAAAACCACCTTCTCACAGCATCAACAGTATGGCAAGGCGGTT
GCGGAGAAATCGGAAATGCCTACACATCATAAGGTGAATCCACGCAGCGGGCCACCGAATGACCCAGATTGT
GGAAGTATATCGCTGCTAGAGCTGCCGCCTAACGCtGTCGATCATATCCAACACGTGAACAAGAATGCATGCT
GGCAGCACGATAGGATGTATAACCATGATAACCGGAATAAGAAGATTCAACACTGCGGGGATAACGTGGACT
GCCGCCAGCCTCCTATGGCtAGGCACGGGTCTACAGAATGCAAGTCTGAGAAACACATGTTACGTGCAGCCGT
CAGCATGGATTCACAAACCAGACCAGTATATAATTCGCTATGCACTAAATGCATGCCGGAGGAGGATAAGATT
ACGAAGGGGTTCACGGGCCTTCTAATACAAACCCCAATTTTTAATTACGTCAATGAGCCCAAGCCACAGTCGTC
GAGGGATGTGACTCCAACTTTTGACAGATCTTTGTTGATCCACGAAACTGCECTCGTCGACGGAATGAGCATT
AATGATGTGTATGAACTTTACAGTCACCGGTTGGGCAAGGGCAGCTACGGCCAGGTGCTCAAAGCTTGCCACA
GGGAGACTGGGGAAGTGAAGGCGGTTAAAGTGATCAGGAAGGCGAGTATAGAGAACGCCATGCGGATGAA
GCGCGAGATTGCTATCATGTAAGTTTAGAGCTAAAAACATTTAACCTGCCGAAGGAAAACTCTGGATCATCCC
AACATTGTAAAGCTATTAGAAGTGTACGAAGATGAAGAGTGCCTCTATCTCGTGATGGAGATGTGCAGCGGC
GGCGAGCTTTTTGATGAGATTGTAAGGCGCGGCTGTTTCAGTGAGGACTATGCCGCGACGGTAATGCGGCAG
ATCTTTTCTGCCATTTCCTACTGCCACGGTAAGAGTATCTTGCACCGAGACCTCAAGCCTGAAAACATTCTCTAC
GCAAATAAAAATAATGATTCGCCAATCAAGGTGATTGACTGGGGGTTTGCTACGAAaTGCCGCAAGGCGCATA
AATTCCACACGTTGGTGGGCACACCATACTACGTAGCACCTGAGGTGTTACTTGGGAACTACGACAAGAGTTG
CGATATTTGGAGCGCtGGCGTCATTCTGTTCATCATGCTTGTTGGATACCCACCTTTCCACGGTAATGACAATGC
AACCATTTTGCGAAATGTGAAGAGGGGGACGATCAACTTTGTACCTCACCATTGGAAAAACATCTCCAAGAGC
GCAATCGACCTTATCACACGCTGCCTTTCTTATGATCCAAGATACAGAATCACTGCGAAGGCGGCGTTCAATCA
TGAGTGGATCCTCCAAAAGGCAACCTCTATTTATGTCAGCCCTGTACTACGTCAATCACTCACCAAGGATCTGG
TCAAACGGTTCCAGAAGTTCGACCAGTACAACAGTATGAAGCGACTGGCGCTCACTTGTATTGCGCACCACCTG
TCGGACATGGATATTGGTCCGCTCAGCACGGCCTTcGAAGTGCTAAACATGGAGGGCAACGGAGTGCTCTACG
TTAAGGACATTGTGAAGGGTTTGCAAAATGATAAGGCCAGGGGECAGTATGACCCCGCCATGGAGAGTCTCCT
CGAGAATCTTGACACEAATGGGAACGGTGCAATCGACTATGTCGAGTTCATCGCTGCTTCCATGGAGCAGGAT
GTTTATATGCAGAAGGACTTCTGTATGAAGGCATTCAAGGTATTCGACCTGGAAGGCCAAGGTGTTATCACAC
GTGAGAACATGCGGAAGGTGTTtCAGTGCGACATGAGTCGCGGCGAGTTCTCCGATGATTTTGTGGAAGAGAT
ATTCAATGAGGTTGATCTGGACAGAGATGGTGTAATAAACTACACCGACTTCTGTACCATGCTATACGGGCTGT
CACGGCCCGGAGATGTAGCCACATTAGACTAACTCATTCAAACTAAGATGTACACTACGTTTACACAGAGCTTA
TTTATATGATGTGCATTTGCCAAGAAGAGCCCTGTGCTTATTTTTCCGACTCCTGGCGGTCTAATTCATCAAGG
CTTTGCAATAAGCCCAAAGCCTGAAAAAGGTCGC

Primery a jejich sekvence (viz Tabulka III):
MJ_27_Bdiv_035940c_seq_F = GGGGAAGTTTAAGAATCTTCTCGC
MJ_16_Bdiv_035940c_seq_F2 = GTCGTCGAGGGATGTGACT
MJ_17_Bdiv_035940c_seq_F3 = GTAGCACCTGAGGTGTTACTT
MIJ_18_Bdiv_035940c_seq_F4 = GGAGCAGGATGTTTATATGCAGA
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MJ_19_Bdiv_035940c_seq_R = AGGGCTCTTCTTGGCAAATG

SNPs dle poradi v sekvenci

1))
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)

zm¢éna tripletu AGG na AGA (Arginin)
zména tripletu GCC (Alanin) na GTC (Valin)
zm¢éna tripletu ACT na ACC (Threonin)
zm¢éna tripletu AAG na AAA (Lysin)
zm¢éna tripletu GCC na GCT (Alanin)
zm¢éna tripletu GCC na GCT (Alanin)
zm¢éna tripletu GCA na GCG (Alanin)
zm¢éna tripletu AAG na AAA (Lysin)
zm¢éna tripletu GCC na GCT (Alanin)
zm¢éna tripletu TTG na CTG (Leucin)
zm¢éna tripletu TTT na TTC (Fenylalanin)
zm¢éna tripletu GGC na GGT (Glycin)
zména tripletu ACC na ACG (Threonin)
zm¢éna tripletu TTC na TTT (Fenylalanin)
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Priloha ¢. 5 - seznam genu pouzitych k fylogenetické analyze

Ortology Bdiv_014540c

Nazev genu

Druh organismu

BBBOND_0102640

Babesia bigemina strain BOND

BBOV_I1007640

Babesia bovis

BMRI1_03g01970

Babesia microti, strain R1

BOVATA_023770

Babesia ovata

CF000179

Cytauxzoon felis strain Winnie

TA14625

Theileria anulata

BEWA_025210

Theileria equi

TOT_020000688

Theileria orientalis strain Shintoku

TpMuguga_02g00697

Theileria parva

Ortology Bdiv_024410

Nazev genu

Druh organismu

BBBOND_0110960

Babesia bigemina strain BOND

BBOV_IV003210

Babesia bovis

BMR1_03g01395

Babesia microti, strain R1

BOVATA_015450

Babesia ovata

CF004140

Cytauxzoon felis strain Winnie

TA16180

Theileria anulata

BEWA_043900

Theileria equi

TOT_010001019

Theileria orientalis strain Shintoku

TpMuguga_01g01073

Theileria parva

Ortology Bdiv_030560

Nazev genu

Druh organismu

BBBOND_0200390

Babesia bigemina strain BOND

BBOV_I1000610

Babesia bovis

BMRI1_02g03735

Babesia microti, strain R1

BOVATA_034300

Babesia ovata

CF000851

Cytauxzoon felis strain Winnie

TA08840

Theileria anulata

BEWA_008260

Theileria equi

TOT_040000400

Theileria orientalis strain Shintoku

TpMuguga_04g00518

Theileria parva




Ortology Bdiv_035940c

Nizev genu Druh organismu
BBBOND_0309020 Babesia bigemina strain BOND
BBOV_II1005470 Babesia bovis

BmR1_04g07905 Babesia microti, strain R1
BOVATA_005630 Babesia ovata

CF001488 Cytauxzoon felis strain Winnie
TA12965 Theileria anulata

BEWA_021430 Theileria equi

TOT_020000393 Theileria orientalis strain Shintoku
TpMuguga_02g00399 Theileria parva

Dalsi pouzité geny:
Chromera velia: Cvel_122, Cvel 1548, Cvel 5127, Cvel 15925, Cvel 10082, Cvel 20818,
Cvel_25497, Cvel_14111, Cvel_2984

Vitrella brassicaformis: Vbra_20471, Vbra_19433, Vbra_12444, Vbra_14581, Vbra_15452,
Vbra_3176, Vbra_8331, Vbra_17763, Vbra_3641, Vbra_18926

Cryptosporidium hominis: GY 17_00001809, GY17_00003237, GY17_00002615,
GY17_00002964, GY17_00003491, GY17_00001979, GY17_00003468

Cryptosporidium parvum: cgd4_3330, cgd7_40, cgd3_920, cgd5_820, cgd2_1300,
cgd7_1840, cgd2_1060

Cyclospora cayetanensis strain CHN_HENO1: cyc_05613, cyc_00380, cyc_04408,
cyc_02331, cyc_02860, cyc_00019, cyc_06899, cyc_05462, cyc_05724, cyc_06607

Eimeria tenella: ETH_00039855, ETH_00010685, ETH_00021675, ETH_00033170,
ETH_00011250, ETH_00022015, ETH_00016095, ETH_00029770, ETH_00024540,
ETH_00041400, ETH_00025085

Hammondia hammondi: HHA_237890, HHA_ 218720, HHA_ 292055, HHA_ 217600,
HHA_ 224950, HHA_225490, HHA_206590, HHA_ 242400, HHA 295760, HHA_ 228750,
HHA_305860, HHA_301440

Toxoplasma gondii ME49: TGME49_228750, TGME49_237890, TGME49_218720,
TGME49_292055, TGME49_217600, TGME49_301440, TGME49_305860,
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TGME49_224950, TGME49_225490, TGME49_206590, TGME49_242400,
TGME49_295760

Plasmodium berghei ANKA: PBANKA_0925200, PBANKA_0925500, PBANKA_0615200,
PBANKA_0314200, PBANKA_1351500, PBANKA_0408200

Plasmodium cynomolgi strain M: PcyM_0926900, PcyM_0926600, PcyM_0316800,
PcyM_0404500, PcyM_1219600, PcyM_0833600

Plasmodium falciparum 3D7: PF3D7_1123100, PF3D7_1122800, PF3D7_0217500,
PF3D7_0717500, PF3D7_1337800, PF3D7_0310100, PF3D7_0610600

Plasmodium knowlesi strain H: PKINH_0920900, PKNH_0920600, PKNH_0312500,
PKNH_0403400, PKNH_ 1263500, PKNH_0832600

Plasmodium vivax: PVX_091770, PVX_091755, PVX_000555, PVX_002665, PVX_082820,
PVX_119610

Ke genim BMR1_04g08970 (B. microti) a TA16570 (T. anulata) dosud nebyly nalezeny

zadné dalsi ortology v ramci skupiny Piroplasmida. G
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