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Anotace

B. divergens, a model species of this project, is an agent of economically important
bovine babesiosis and life-threatening human babesiosis primarily found in Europe. Despite
its importance, key biological processes underlying B. divergens parasitism in the host cell are
still not well understood, partly due to the absence of B. divergens-specific gene-targeting
techniques. Therefore, we aim to establish a “gold standard” genetic tool and develop
B. divergens fluorescent reporter lineage. In this thesis, we set up the necessary background
for the construction of episomal B.divergenes-specific GFP plasmid that will be further used
for the parasite in vivo imaging. We identified and sequenced B.divergens-specific
5’and 3’untranslated regions that will serve for genes-of-interest expression in the desired
plasmid. As a selective drug, we will employ blasticidin (BSD) that successfully inhibited
the B. divergens in vitro multiplication. Effective inhibitory BSD concentrations were
determined using the newly established and optimized technique of parasitemia determination
by fluorescent DNA labelling analysed by flow cytometry. Using obtained data, we designed
the episomal GFP-expressing plasmid and proposed consecutive steps of its construction using

the Gibson assembly strategy that we successfully verified by in silico cloning.
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Seznam pouzitych zkratek

act = aktin

AUC = plocha pod kiivkou, z angl. area under curve

bp = par bazi

BSD = blasticidin

CAM = kadmodulin

Cas9 = s CRISPR asociovany protein 9

CRISPR =z angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CRT = chloroquini transporter resistence

dNTPs = deoxyribonukleotid trifosfat

DPI = den po infekci

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova

FACS =z angl. fluorescent activated cell sorting

GFP =z angl. green fluorescent protein

GIcNG6P = glukosamin-6-fosfat

gRNA= z angl. guide RNA

hdhfr = z angl. human dihydrofolate reductase

HSP = z angl. heatshock protein (protein teplotniho Soku)
kb = kilo baze

MT =z angl. molecular targets

NK = negativni kontrola

NHEJ = z angl. non-homologous end joining

PBS = fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
PCR = polymerazova fetézova reakce

RNAI = RNA interference



SAP =z angl. shrimp alkaline phosphatase
SNP = jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. single-nucleotide polymorphism),
TRIS = trisaminomethan

UTRs = z angl. untranslated regions



1 Uvod

Babesie jsou klistaty pfenaSeni parazité, kteti napadaji ¢ervené krvinky obratlovéich
hostitell véetné ¢loveka (Schnittger et al., 2012). Prestoze jsou tito parazité globalné rozsiteni,
a jimi zpiisobené onemocnéni babesioza ma celosvétovy ekonomicky a medicinsky vyznam
(Haapasalo et al., 2010; Pegram et al., 1991), nejsou studovani tak intenzivné jako jim piibuzni
parazité plasmodium a toxoplasma (Jalovecka et al., 2019). Navzdory nespornému vyznamu
babesii dosud nebyly kompletné objasnény nékteré biologické jevy a procesy, které jsou
zakladem parazitismu babesii V hostitelské bunice mezihostitele (obratlovci) i1 strategie
mnozeni v definitivnim hostiteli (klistata). Protoze Zivotni cyklus babesii je velmi specificky
v ramci celého kmenu Apicomplexa (Jalovecka et al., 2018a), miize podrobné studium téchto
biologickych procesti vést k determinaci unikatnich komponent, na které by v budoucnu
mohla byt cilena specificka 1écba. Ta dosud u babesii neexistuje (Vannier et al., 2015),
pfestoze se babesioza stala jednou z nejcastéjSich parazitickych chorob ptfenasenych krevni
transfuzi (Yabsley & Shock, 2013).

Aby mohly byt unikatni biologické jevy a procesy vyskytujici se v zivotnim cyklu
babesii objeveny a popsany, je nezbytné zavést celou Skalu riznych modernich metod funkéni
genomiky. Nekteré metodické postupy i stabilni fluorescenéni linie jsou jiz dostupné u jinych
druht babesii (Hakimi et al., 2016; Silva et al., 2016; Suarez & McElwain, 2009), ne vSak
u Babesia divergens, ktera je typickym evropskym druhem (Zintl et al., 2003), a nasim
modelovym organismem. Dlouhodobym cilem nasi laboratoie je proto vyvinuti stabilniho
transfekéniho systému B. divergens, ktery nam umozni funk¢éni analyzu gen véetné

mechanism jejich exprese pomoci metod funkéni genomiky.



1.1 Babesia a babesioza

1.1.1 Fylogenetické zatazeni

Skupina Apicomplexa, do které babesie patii, zahrnuje velké mnozstvi vyznamnych
druht zpuisobujicich zavazna onemocnéni ¢loveka i zvirat, napt. Plasmodium spp. zpisobujici
malarii, Cryptosporidum spp. - pavodce kryptosporididozy ¢i Toxoplasma spp. zpusobujici
toxoplazmozu (White & Suvorova, 2018). Tito parazité jsou charakteristi¢ti svym pievazné
intracelularni parazitismem (az na nékteré evolu¢né ptivodnéjsi druhy napt. Gregarina spp.
¢i Cryptosporidium spp. (Kono et al., 2013)).

V ramci skupiny Apicomplexa patii rod Babesia do skupiny Piroplasmida, do kterého
se fadi i rod Theileria a rod Cytauxzoon. Pocet druhii babesii neustale roste s rostoucim poctem
analyz paraziti riznych druhi savca (Criado-Fornelio et al., 2004); momentalné jich je znamo
kolem 100 druht (Schnittger et al., 2012). Fylogeneze této celedi je zalozena hlavné
na morfologii a novéji 1 molekularni analyze. Na zéklad€ nékolika charakteristik v Zivotnim
cyklu se od sebe odlisuji rody Theileria a Babesia, avsak toto déleni pomoci rozdilnych
charakteristik zivotniho cyklu nekoresponduje s fylogenetickym uspofadanim skupiny
Piroplasmida. Z dat ziskanych molekularni analyzou 18s rRNA podjednotky vyplyva, Ze rody
Babesia ani Theileria nejsou monofyletickymi skupinami, nybrz polyfyletickym uspofadanim
(Jalovecka et al., 2019; Kappmeyer et al., 2012; Lack et al., 2012).

1.1.2 Zivotni cyklus

Babesie ve svém zivotnim cyklu stfidd dva typy hostitelt, kdy mezihostitelem je
obratlovec, ve kterém probihd nepohlavni mnoZeni v erytrocytech a definitivnim hostitelem
klisté, kde v jeho stievech dochazi k pohlavnimu mnozeni (Vannier et al., 2015). Béhem sani
infikovaného klistéte je do krevniho obéhu mezihostitele vpraveno velké mnoZstvi tzv.
sporozoitl, infekéni stadium parazita. Sporozoity invaduji erytrocyty a za¢ina merogonie.
Pfi merogonii nejprve dochazi k pfeméné sporozoitil uvnitf erytrocytu v trofozoity, které se
poté pfeméni v merozoity. Ti dale invaduji dalsi neinfikované erytrocyty (Mehlhorn & Schein,
1985). Merozoity babesii se mnozi pouze v ¢ervenych krvinkach, zatimco theilerie vstupuji
do lymfocyt, kde se vyviji ve schizonty (Uilenberg, 2006).

Béhem asexudlniho mnoZeni babesidlnich merozoiti dochézi v krevnim fecisti
mezihostitele také k tvorbé gametocytu, tzv. pre-sexualnich stadii (Jalovecka et al., 2019).

Vyvoj gametocyti v gamety probiha pouze ve stievech klistéte, kam se dostanou z krve



mezihostitele béhem sani klist¢. Zde se gametocyty vyviji a tvofi gamety s ndzvem
Strahlenkorper nebo spiky-rayed bodies, ktera nebyla pozorovna u zadnych jinych paraziti
ve skupiné¢ Apicomplexa (Antunes et al., 2017). Poté dochazi ke splynuti gamet
a tvorbé pohyblivé zygoty, kterd perforuje bunéénou membranu stievnich bunék, a uvniti se
pak meioticky déli. Vzniklé jednobunécné kinety pak putuji hemolymfou do slinnych zlaz
klistéte, ve kterych nastava sporogonie. Kinety utvofi dormantni stadium zvané sporoblast,
které umoznuje prezit babesiim morfogenezi klistéte. Poté, co dojde k sani dalSiho instaru
klistéte na mezihostiteli, sporoblast dozrava a vznikajici sporozoity se uvolnuji do krevniho
feciste (Guimarad et al., 1998). Kinety mohou ivadovat i dal$i tkan¢ véetné ovarii, a parazit se
takto mize pienést na vajicka a poté larvy (tzv. transovarialni pfenos — viz kap. 1.13).
Zjednodusené schéma zivotniho cyklu babesii zobrazuje Obr. 1. Schéma pievzato z (Jalovecka

etal., 2019).
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Obr. 1: Schéma Zivotniho cyklu babesii. Sporozoity infikuji erytrocyty obratlovce, kde se
méni v trofozoity. Trofozoity unitt erytrocytu prochazi merogonii a vytvaii se merozoity. Cast
merozoitl se transformuje v gametocyty, které pozdéji ve stfevech klistéte vytvari gamety,
jejichz splynutim vznikne zygota. Ta se uvnitt bun€k traviciho traktu meioticky déli. Timto
délenim vznikaji kinety, které putuji do dalSich organa vcetné slinnych zlaz, kde prodélava;ji

sporogonii (Jalovecka et al., 2019).



1.1.3 Adaptace na paraziticky zptisob zivota

Jako u ostatnich paraziti ze skupiny Apicomplexa, tak i1 infekéni bunika babesii
(sporozoit, merozoit a kinety) disponuje apikalnim komplexem (soubor organel), ktery slouzi
k praniku do hostitelské buiiky (Kono et al., 2013). Apikalni komplex babesii je redukovany.
Sklada se z rhoptrii, jejichz pocet se lisi podle druhu, n€kolika mikronem, pouze jednoho
polarniho kruhu a tzv. spherical body (del Carmen Terréon et al., 2016). Vedle apikalniho
komplexu infekéni bunka babesii obsahuje také vnitini membranovy komplex a tzv.
apikoplast, coz je ¢tyfmembranova organela ziskand procesem sekundarni endosymbiozy
(McFadden, 2010).

Krevni infekéni stadia, merozoity, jsou uzptisobeny uniku pied imunitnim systémem
hostitele. Infikuji ¢ervené krvinky a na jejim povrchu také stiidavé vystavuji nékolik druhii
membranovych proteinl — antigentl, coz ma za ukol ztizit produkei specifickych protilatek
lymfocyty. Tato adaptace se nazyva antigenni variabilita a vyskytuje se i napt. u ptibuzného
plasmodia, ale i dalSich neptibuznych paraziti jako jsou trypanosomy ¢i giardie, dokonce
i u bakteriemi zptisobenymi nemocemi jako jsou influenza a meningitida atd. (Jackson et al.,
2014). Imunosuprese provazejici parazitarni nakazu se sice vice projevuje u malarickych
pacienttl, ale i u pacienti s babesiozou dochazi k potlaceni adaptivni imunity, coz umoziuje
rozvinout sekundarni bakterialni nakazu (Djokic et al., 2021).

Dalsi zajimavou adaptaci, ktera se objevuje u klistaty pienaSenych parazitd, je
transstadidlni pfenos, tedy pfenos z jednoho instaru klistété do dalSiho. Sporoblasty babesii
jsou ulozeny v cytoplazmé bunék slinnych zlaz, a zde ptezivaji pii morfogenezi klistéte.
Pfi sani dalsiho vyvojového instaru klistéte se pak zaénou ze sporoblastu uvoliovat sporozoity
(Uilenberg, 2006).

Transovarialni pfenos je dalsi adaptaci babesii na paraziticky zptisob zivota. Parazit
invaduje vajicka samice klistéte a nasledné se ptenese na stovky potomki (Vannier et al.,
2015). Tato adaptace slouzi k masivnimu rozSifeni parazita a k pfetrvavani parazita
Vv ekosystému v piipadé, Ze se parazit nemuze prenést na mezihostitele (Antunes et al., 2017).
Tuto adaptaci nemaji v§echny druhy babesii (napt. B. microti), a ani piibuzné theilerie (Bonnet
etal., 2007).



1.1.4 Babesioza

Zvysend interakce mezi lidmi a prostfedim, zvySeny pocet imunosuprimovanych
pacientil a zména klimatu vedly ke zvySeni poc¢tu onemocnénich prenaSenych klist'aty, véetné
babesiozy, ktera je jednou z nejcastéjSich parazitickych chorob pienaSena krevni transfuzi
(Yabsley & Shock, 2013). Druhy babesii, které zptsobuji babesiozu u hovéziho dobytka maji
velky celosvétovy ekonomicky vyznam. Mezi tyto druhy patii napt. B. bigemina, B. bovis,
B. divergens a B. major. (Jacob et al., 2020). Dalsi druhy napadaji jiné druhy zvifat, napf.
B. caballi napada konég, B. canis napada psy, a B. felis napada kocky. U jelent se vyskytuje
B. odocolei a B. venatorum, a u hlodavct babesiozu zpusobuje mimo jiné druh B. microti
(Cavalier-Smith et al., 1994). Clovék neni cilenym mezihostitelem tohoto parazita, ale
nahodnym. Druhy, které mohou toto onemocnéni zpusobit u lidi jsou nejcastéji B. divergens,
B. microti. B. duncani, B. venatorum. Rozsiteni téchto paraziti a jejich vektord — klist'at se
nachazi na Obr. 2 (Krause, 2019).
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Obr. 2: Mapa zobrazujici rozSifeni babesii infikujicich ¢lovéka a klist’at, které je
prenaseji (Krause, 2019). Babesie schopné infikovat ¢lovéka jsou rozsifeny po celém svété
napii¢ vSemi kontinenty - vV Evropé (Tomassone et al., 2018), Americe - Severni i Jizni
(Ingram & Crook, 2020; Young et al., 2019), Africe (Terkawi et al., 2011) a Asii (Wei et al.,
2020; Zhang et al., 2019). B. divergens je charakteristickym druhem zpusobujici lidskou
babesiozu v Evropé¢ (Lobo et al., 2019), a v USA je to pak B. microti (Young et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/babesia-bigemina
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/babesia-bovis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/babesia-divergens

1.1.4.1 Lidska babesioza

Lidska babesioza se muze objevit v lehké 1 tézké forme, kterd mulze koncit smrti
jedince. Inkubacni doba €ini néco kolem 1-4 tydnti po nasati klistéte. Poté se zacnou objevovat
pfiznaky onemocnéni, napf. horecka, vycerpani, poceni ¢i az anémie, hemoglobinurie,
zloutenka a splenomegalie. Tyto pfiznaky jsou disledkem mnoZeni merozoitl v ¢ervenych
krvinkach, které poté lyzuji. Merozoity babesii se z Cervenych krvinek uvolnuji kontinualné,
a nezpusobuji tak tzv. ataky, typické pro malarii. U plasmodia se merozoity uvoliuji
z ¢ervenych krvinek synchronng, a proto se objevuji navaly, kdy se stfida zimnice s horeckou
(Krause et al., 2007). Tézkou formu babesiozy provazi komorbidity, napt. plicni edém,
diseminovana intravaskularni koagulace, srdecni selhéani, selhani ledvin, koma, ruptura
sleziny. Smrtnost ¢ini néco kolem 10 % u lidi, a u imunosuprimovanych jedincl je mnohem
vys$si (Vannier et al., 2015). Zvlastnosti je, ze nakaza B. microti probiha ¢asto bezptiznakove,

na rozdil od nakazy zptisobené B. divergens (Krause, 2019).

1.1.4.2 Soucasna lécba a potencialni budouci lécebné terapie

Babesioza se obecné 1€¢i pomoci antibitok a antimalarik, tato 1écba je relativné
uspésna. Standardné se podava bud’ kombinace atovaquanu a azithromycin anebo kombinace
clindamycinu a quininu. V tézsich pfipadech nakazy se pfistupuje k ¢astecné nebo Uplné
krevni transfuzi, kdy se ¢ervené krvinky pacienta nahradi novymi (Krause, 2019; Vannier
et al., 2015). Tyto zpisoby 1é¢by nejsou ovSem specificky cilené ptimo proti babesiim, a
zpusobuji mnoho vedlejsich ucinka (Krause et al., 2000). Proto je zde snaha vyvinout néjaky
typ cilené 1é¢by ¢i vakcinu pro ¢lovéka a hospodarska ¢i domaci zvitata (Hakimi et al., 2021;
Jalovecka et al., 2019).

Jako dobrym cilem selektivnich 1é¢iv se jevi napf. parazitarni proteasom. Inhibice
proteasomu se pouziva napf. 1 pii lécbé rakoviny, kdy je builka nucena postoupit apoptdzu
kvtili nahromadénym poskozenym proteiniim, které nemiize inhibovany proteasom eliminovat
(Cao et al., 2020). Recentné byly vyvinuty selektivni inhibitory parazitarnich proteasomu
napf. pro pivodce malarie, leishmaniozy, Chagasovy choroby a spavé nemoci (Bibo-Verdugo
et al., 2019; Wyllie et al., 2019; Xie et al., 2018). Jalovecka et al., 2018b testovali u¢inek
nekterych takovych latek u babesii a byl prokazan potencionalni terapeuticky ucinek napf.
u Carfilzomibu.

Dal8im terapeutickym cilem by mohly byt tzv. kalcium dependentni kindzy. Tyto
enzymy reguluji dalezité procesy, mezi které patii spojeni bunck hostitele a parazita, invazi
do €ervenych krvinek, pohyb a unik z ¢ervené krvinky. Vyskytuji se 1 u jinych Alveolatnich
parazitarnich i neparazitarnich organismu, ne vsak u zvirat (Hortua Triana et al., 2018), coz
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znich déla selektivni terapeuticky cil (Choi et al.,, 2020). Mnoho znich neni
charakterizovanych a jejich regulacni role v procesu priniku parazita do hostitelské bunky
a pretrvavani v ni nejsou dobfe prostudované (Keyloun et al., 2014). O tuto charakterizaci
u babesii se snazi momentalné laboratot Dr. Jalovecké a Dr. Sojky. Mezi dal$i potencialni
terapeutické cile patii napt. rizné typy tzv. exportomu — proteiny exportované mimo parazita
do cytoplazmy erytrocytii a/nebo membrany erytrocytd hostitele (Goodswen et al., 2021)
¢i apikoplast, ktery by mohl slouzit jako terapeuticky cil i u jinych apikomplex (Uddin et al.,
2018).

1.1.5 Babesia divergens

Tento druh patii v Evropé mezi dilezité patogeny hovéziho dobytka. Zpulsobuje
smrteln€ nebezpecné onemocnéni a vznikaji kvuli nému velké ekonomické skody (Zintl et al.,
2003). Tento druh také patii mezi hlavni patogeny tzv. lidské babesiozy v ramci Evropy, kde
recentné jsou piipady hlaseny napt. z Britanie, Francie, Norska a Finska(Vannier et al., 2015).
Infekce zptisobené timto druhem maji sklony byt vazné a i smrtelné pokud se adekvatn€ neléci
(Lobo et al., 2019).

B. divergens patii mezi skupinu babesii zvanou Babesia sensu stricto (Jalovecka et al.
2019) a je ptenasena klistétem Ixodes ricinus, pattici mezi tzv. ,,hard ticks* - ¢eled’ Ixodidae.
Byla zjisténa velka mezihostitelska variabilita. B. divergens. Muze nakazit dobytek, muflony,
danky, jeleny, srnce a soby. Ale naopak bylo zjisténo, Ze ovce a kozy jsou proti B. divergens
imunni (Zintl et al., 2003). I ptes velkou variabilitu mezihostitelti, bylo obtizné najit vhodné
laboratorni zvife pro studium tohoto parazita. Pro studium mechanismii ndkazy a infekce se
jako laboratorni zvife nakonec ustanovil piskomil mongolsky - Meriones unguiculatus
(Lewis & Williams, 1979), zde vsak infekce ukazuje znacnou variabilitu komplikujici
laboratorni experimenty (Jalovecka, 2017). U tohoto druhu babesie se i podafilo vyvinout

in vitro kulturu, coZ umoznuje detailni studium krevnich stadii (Jalovecka et al., 2016).
1.2 Strategie genetického inzenyrstvi u parazitti rodu Babesia

Detailni znalost strategii parazitického zivotniho stylu babesii by mohla v budoucnu
vést k nalezeni vhodnych kandidatl pro vyvoj specifickych 1éCiv ¢i vakciny. Podrobné
zkoumani zékladnich biologickych principl véetné molekularnich mechanismt podminujici
paraziticky styl zivota babesii se v dnesni dobé neobejde bez efektivnich nastrojii funkéni
genomiky. Na rozdil od babesiim pfibuznych druhd, Plasmodium spp. nebo Toxoplasma

gondii (Mévélec et al., 2020; Su et al., 2019), kde jsou techniky genetické manipulace bézné
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vyuzivany, je u babesii vyuziti podobnych néstroji dosud limitovano. Nicméné detailni
studium dosud vyuzivanych metod funk¢ni genomiky u modelovych organisml v ramci
skupiny Apicomplexa mize umoznit aplikaci obdobnych technik i na babesie (Hakimi et al.,
2021).

1.2.1 Metody genetické manipulace DNA parazita

Vzristajici pocet metod in vitro kultivace, transfekce a dostupnost sekvenci genomi
riznych druhli babesii umoznil zavést nékteré metody genetické manipulace. U nékolika
druhti babesii véetné B. divergens je znama sekvence celOho genomu (Young et al., 2019), coz
umoziuje zakladni vyzkum napi. zivotniho cyklu, genové regulace, metabolismu

a mechanismu invaze do ¢ervenych krvinek.

U B. bovis, B. ovata, B. bigemina a B. gibsoni existuje spolehliva technika in vitro
kultivace, a pro tyto druhy se jiz povedlo zavést stabilni transfekéni linie — podrobnéji viz kap.
1.2.1.1 (Hakimi et al., 2016; Liu et al., 2018b; Silva et al., 2018; Suarez & McElwain, 2010).
U naseho modelového organismu B. divergens jiz také byla zavedena a optimalizovana metoda
in vitro kultivace v bovinnich erytrocytech (Jalovecka et al., 2016), dosud vSak neni znama
zadna stabilni transfekéni linie. U B. microti se podatilo transfekéni linii vyvinout, i kdyz
dosud nebyl nalezen zpusob, jak tohoto parazita udrzet v in vitro kultute. VSechny transfekcni
experimenty u B. microti byly provadény in vivo pfevazné v mysich (Jaijyan et al., 2020).

Vétsina studii je provadéna pouze u krevnich stadii a zatim neni pro babesie k dispozici
zadny kondiciondlni ndstroj pro charakterizaci genl dilezitych béhem vyvoje babesie
v klistéti. U plasmodia existuje technika DiCre systému (kap. 1.2.1.3) a pievedeni této

techniky pro babesie by mohlo usnadnit vyzkum pravé klistécich stadii (Hakimi et al., 2021).

1.2.1.1 Transfekéni linie

Transfekci je mySleno vloZeni nukleové kyseliny ve formé plazmidu do eukaryotické
bunky. Takto vloZend genetickd informace bud’ ziistdva volné v jadfe jako episom —
episomalni transfekce, nebo miize byt inkorporovan pfimo do genu builky. Episomalni
transfek¢ni plazmid obvykle obsahuje reportérovy gen a gen pro expresi zadan¢ho produktu.
Reportérové geny se Casto pouzivaji jako indikace toho, zda byl urcity gen pfijat nebo
exprimovan v populaci bun¢k. Tyto geny musi byt ohrani¢eny 5° a 3° UTRs
(netranslatovatelné tiseky) aby mohly byt exprimovany (Suarez et al., 2017). Pro vyvoj
transfekénich linii je nezbytné vyuzit selektivni inhibici rustu parazita v in vitro kultufe

¢i in vivo Vv experimentalnim hostiteli. Buiiky s episomalnim plazmidem tak musi byt



pod selek¢énim tlakem tzv. selekéni drogy. V plazmidu musi byt gen, ktery poskytne buiikkam
selek¢éni vyhodu — selekéni marker neboli gen rezistence proti selekéni droze (Nehlsen et al.,
2006). Pro babesii jsou znamé dvé funkcni selekéni drogy: BSD (selek¢éni marker —
blasticidin-S-deamindza) a WR99210 (selekéni marker — hdhfr) (Asada et al., 2015).

Pro inkorporaci plazmidu do buiiky se uzivd bud elektroporace, nukleofekce,
mikroinjekce nebo se plazmid dostava do bunky pomoci lipozomu. V ptipad¢ babesii se dnes
nejéastéji vyuziva nukleofekce (Suarez & McElwain, 2010). Stabilni transfek¢ni linie se mutize
vytvofit z episomalni, kdy se tento plazmid nejcastéji pomoci homologni rekombinace
inkorporuje pfimo do genomu buiky (de Koning-Ward et al., 2015). U babesii se pro intra-
genomickou integraci Gspé$né vyuziva zejména transfekce linearizovaného plazmidu, ktery se
rovnéz pomoci homologni rekombinace cilen¢ vlozi do genomu parazita (Hakimi et al., 2021).
Hlavni vyhodou stabilni transfek¢ni linie zaloZzené na integraci zadaného genu do genomu
buiky je kontrolovany pocet kopii, a tedy ziskané vysledky jsou lépe reprodukovatelné.
Na druhou stranu, u episomalnich plazmidii nedochazi k vlastnimu zasahu do genomu buiiky,
a tedy nehrozi, Ze by exprese zadan¢ho genu byla pod neocekdvanou kontrolou né&jakého
interniho promotoru ¢i pod kontrolou dal$ich ptipadnych regulac¢nich faktort, o kterych zatim

nic neni znamo (van Craenenbroeck et al., 2000).

Progres obou typt transfekénich systémti pomohl vynalézt metodu pro funkéni analyzu
esencialnich gent, kdy se provede knock-out genu a nasledné se opét obnovi jeho funkce (tzv.
kondicionalni neboli podminény knock-out systém, viz dale kap. 1.2.1.3 (Asada et al., 2015)).
Funkce genu se da odhalit mimo jiné i pomoci nadmémé exprese daného produktu, coz
pozméni fenotyp buiiky (Suarez et al., 2017). Transfekéni systémy také umoznuji detailni
studium promotorti souvisejicich s regulaci genové exprese esencialnich 1 nesencialnich gent.
Pomohly identifikovat a definovat riizné promotory pro B. bovis a pro B. bigemina (Silva
et al., 2016). Byl objeven i obousmérny promotor ef-1a u B. bigemina a u B. bovis (Silva
et al., 2016). To by mohlo znamenat, Ze se u riznych druht babesii mohou objevit podobné
regulaéni mechanismy, a takové promotory se tudiz daji pouzit u vice druhi (Suarez et al.,

2017).

1.2.1.2 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace je proces vymény genetické informace mezi dvéma vldkny
DNA, ktera obsahuji podobnou sekvenci nukleotidii. Tento jev se normalné¢ objevuje
pii meiotickém déleni bunék (Hoshijima et al., 2016). Z hlediska genetické manipulace je
tohoto mechanismu hojné vyuzivano nejen u babesii, ale u vSech apikomplex pii vkladani

zadaného genu pifimo do genomu parazitarni bunky (Suarez et al., 2017). Homologni
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rekombinace slouzi jako technika genového targetovani, kdy je na cilené misto v genomu
vloZen nami zddany gen, ¢i cilend mutace znemoznujici naslednou funkci genu. Aby mohl byt
zadany gen ¢i mutace inkorporovany do genomu buiky, musi byt ohraniceny identickou
sekvenci jako je v genu v genomu bunky. Bunka pozna tyto konce jako homologni a sekvence
je pomoci homologni rekombinace iniciované samotnou builkou vyménéna z ptivodni
na novou. Homologni rekombinace umoznuje tedy provést tzv. knock-in — vlozeni nové
sekvence do genomu, nebo tzv. knock-out — vloZeni mutace do cileného genu, a tedy
znemoznéni jeho funkce (Hoshijima et al., 2016). Suarez & McElwain, 2009 pomoci
homologni rekombinace provedli knock-in useku sestavajiciho se z GFP a z BSD rezistence

do genomu babesie (B. bovis), a vytvorili tak stabilni fluorescen¢ni reportérovou linii.

Genové targetovani je jednou z nejlepSich metod studovéni funkce genti i proteint
in vivo. U riznych zastupct apikomplex véetné babesii byly pomoci homologni rekombinace
odhaleny rtznorodé mechanismy invaze do bunck rtznymi stadii parazita, sexudlni
diferenciace ¢i napf. mechanismus cytoadherence infikovanych cervenych krvinek

(de Koning-Ward et al., 2015).

1.2.1.3 Systém DiCre

Asexualni krevni stadia parazita malarie a babesie jsou snadno pfistupna genetické
modifikaci prostiednictvim homologni rekombinace, protoze jsou haploidni. Coz ale
neumoziuje studium gend, které jsou esencialni béhem replikace asexualniho krevniho stadia
(Hakimi et al., 2021). Esencialni geny vyzaduji podminénou genetickou modifikaci, a jednim
ze zpusobu této modifikace je tzv. systém DiCre (Knuepfer et al., 2017). Systém DiCre se
sklada z rozdéleného proteinu tzv. Cre rekombindzy na dv€ podjednotky, které se pod vlivem
rapamycinu spoji. Cre rekombinaza je specificky typ rekombinazy, ktera katalyzuje excesi
DNA segmentu ohrani¢eného dvéma kratkymi identickymi sekvencemi zvané LoxP. Tato
metoda predstavuje techniku podminéného knock-outu (Jullien et al., 2007).

Systém DiCre se ukazal jako ucinny piistup pro podminénou genovou deleci riznych
apikomplex, napt. Toxoplasma gondii (Andenmatten et al., 2013) a Plasmodium falciparum
(Collins et al., 2013), i jinych paraziti jako jsou Trypanosomy nebo Leishmania mexicana
(Wyllie et al., 2019). Dokonce Fernandes et al., 2020 zavedli fluorescen¢ni PbDiCre linii
u Plasmodium berghei a ukazali, Ze tato metoda mize slouzit k identifikovani esencialnich
gent nejen krevnich stadii , ale i ve stadiich specifickych pro komary (Knuepfer et al., 2017).

Metoda DiCre se da prevést i na babesie (Hakimi et al., 2021), dosud v$ak neni znama
zakladni DiCre linie babesii exprimujici Cre rekombinazu. Tuto lini v soucasné chvili

laboratoi Dr. Jalovecké a Dr. Sojky zavadi. Stabilni linie je pfipravovana pomoci integrace
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Cre rekombinazy homologni rekombinaci do genomu B. divergens. Pro testovani stabilni
DiCre linie pak bude vyuzito mnou vytvoreného GFP plazmidu, kam budou ptidany specifické
LoxP sekvence. Efektivnost excese bude analyzovdna pomoci PCR a fluorescen¢niho

mikroskopu.

1.2.1.4 CRISPR/Cas9 linie

Pted objevem CRISPR/Cas9 se k cilenému Stipani ur¢enych sekvenci vyuzivaly dva
systémy umoziujici specifické dvouvlaknové zlomy: zinc finger nukledzy (ZFNs) a tzv.
TALENY. Na rozdil od TALENU byly ZFNs usp&né pouzity ke genetické tpravé
P. falciparum a Plasmodium vivax (Barros et al., 2015; Straimer et al., 2012). CRISPR/Cas9
vyuziva pro navigaci nukleazové aktivity vazby RNA-DNA na rozdil od ZFNs a TALENU,
které vyuzivaji vazby protein-DNA. Vyhodou CRISPR/Cas9, ve srovnani s témito starSimi
technikami, je mnohem jednodussi design a vyuziti pro Siroké spektrum sekvenci (Loureiro
& da Silva, 2019). Transkripce CRISPR regionu produkuje tzv. gRNA, ktera navede budouci
komplex k uréenému mistu. Zformovany RNA-DNA heteroduplex se pak navaze na nukleazu
Cas9, ktera pak katalyzuje dvou vlaknovy zlom DNA. Burka se pak snazi tento zlom opravit
pomoci nehomologniho spojeni koncti (v podstaté ptima ligace), coz umoziluje zavést cilené
mutace znemoznujici funkci genu, tedy tzv. knock-out, ¢i vlozeni nového specifického useku,

tzv. knock-in (Lino et al., 2018).

U babesii je vyuzivano hlavné techniky homologni rekombinace pro funkéni analyzu
genll (viz vyse). Objev systému CRISPR/Cas9 usnadnil tuto analyzu, nicméné u babesii se
vyskytuje komplikace v podob¢ absence tzv. NHEJ (nehomologni spojeni koncti); babesie
mohou provadét pouze homologni opravu, pro kterou potifebuji templatovou DNA
(Nenarokova et al., 2019). Editovani genomu pomoci CRISPR/Cas9 bylo zavedeno u tfady
apikomplex, napf. u plasmodia a toxoplasmy. Hakimi et al., 2019 navrhli CRISPR/Cas9
plazmid pro B. bovis, ktery poté uspésné pouzili k epitopovému znaceni, zavedeni bodovych
mutaci a cilenému nahrazeni genu. CRISPR/Cas9 systém nevyzaduje, aby mél parazit selek¢ni
marker pfimo v genomu, coz umozinuje mifit na vicero genl v parazitovi, a Ize takto studovat

multigenové rodiny.
1.2.1 Metody genetické manipulace RNA parazita

Je znam transkriptom nékolika druhi babesii z normdalnich ¢i geneticky
modifikovanych in vitro kultur, i atenuovanych kment a klistécich stadii (Hakimi et al., 2021;
Ueti et al., 2020). Tato data umoziuji charakterizaci gent, které jsou specificky exprimovany
Vv uréitém vyvojovém stadiu parazita, popis regulacnich mechanisml pfi translaci vcetné
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alternativniho sestiihu, a celkové k lepsimu pochopeni vysledného proteomu parazita

(Prommana et al., 2013).

Pro studie exprese mRNA a jeji funkci se bézn¢€ uziva RNA interference, ale babesie,
jako vSechna apikomplexa, nemaji geny umoznujici vyuzit RNA interferenci ke kontrole
translace gend. Je tedy t€zké najit né¢jaké metody funkéni genomiky cilené na mRNA (Keroack
et al., 2019). RNA interference se ale da vyuzit u klistéte, kdy se napt. diky této metod¢

zabranilo $ifeni B. bovis do ovarii u nékolika druha klistat (Mitchell et al., 2019).

1.2.1.1 GImS ribozym

Misto RNA interference se d4 u apikomplex vcetné babesii vyuzit samostépiciho
ribozymu glmS ke kontrole exprese mRNA (Hakimi et al., 2020; Prommana et al., 2013).
GImS ribozym je specificka RNA struktura (enzym) vyskytujici se v 5° UTR mRNA
transkriptu genu gImS kodujici GICN6P (glucosamin-6-fosfat) — sloucenina nezbytna
pro biosyntézu bunééné stény (Cochrane et al., 2007). Tato RNA struktura reguluje vlastni
gen glmS tim, Ze reaguje na koncentrace metabolitu GICNG6P. Kdyz je tato latka pfitomna
ve fyziologické koncentraci, tak se navaze na glmS ribozym a umozni jakozto ko-enzym
aktivovat samostépici proces, ktery vede k degradaci mRNA — transkript genu glmS (Ferré-
D’Amaré, 2010). Hakimi et al., 2020 a Prommana et al., 2013 demonstrovali, ze gImS ribozym
je aktivni v B. bovis a P. falciparum a muze byt tedy pouzit k regulaci genové exprese
Vv transgennich parazitech. Pomoci reverzni genetiky s pouzitim glmS ribozymu se tak mutize
studovat funkce esencialnich parazitarnich genii. Pouziti tohoto ribozymu napf. umoznilo
popsat proteinovy povrch infikované Cervené krvinky u P. falciparum (Cobb et al., 2017;
Prommana et al., 2013). Hakimi et al., 2020 pomoci této techniky charakterizovali nékteré
proteiny, kterymi parazit po invazi do ¢ervené krvinky modifikuje strukturalni a mechanické
vlastnosti hostitelské buriky. Pies jejich klicovou roli ve virulenci a patogenezi nebyly nikdy

takové proteiny predtim u B. bovis komplexné charakterizovany (Hakimi et al., 2021).
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2 Cile prace

e Strucna literarni reSerSe na téma "Strategie genetického inZenyrstvi u parazitl rodu
Babesia“.

e Zavést a optimalizovat metodu vyhodnocovani parazitémie B. divergens v in vitro
kultufe pomoci pritokového cytometru.

e Ovetit citlivost B. divergens na selekéni drogu blasticidin a uréit jeho efektivni
inhibi¢ni koncentraci v in vitro kultufe B. divergens.

e Vybrat, identifikovat a osekvenovat B. divergens specifické 5' a 3' netranslatovatelné
useky vhodné pro piipravu plasmidu.

e Navrhnout plazmid pro episomalni expresi GFP v in vitro kultufe B. divergens a ovérit

strategii jeho konstrukce pomoci in silico klonovani.
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3 Material a metody

3.1 Kultivace Babesia divergens

B. divergens byla kultivovana in vitro v suspenzi bovinnich erytrocyti v inkubatoru
(Galaxy 170 S, Eppendorf) pti konstantni teploté 37 °C a atmosféfe s obsahem 5 % CO..
Kultivaéni techniky byly provadény v laminarnim boxu (Airstream® Class II, BSCO)

a pii manipulaci s kulturami byly dodrzovany zakladni aseptické techniky prace.
3.1.1 Parazit

Ve vSech experimentech byl vyuzivan kmen Babesia divergens 2210A G2 (Jalovecka
et al., 2016).

3.1.2 Erytrocyty

Erytrocyty pouzité pro kultivaci byly bovinniho puvodu a ziskany byly z jatek.
Defibrinovana krev byla 3x promyta promyvacim médiem [500ml RPMI 1640 (Lonza), 0,5ml
amphotericin B (Sigma, c¢=250pg/ml), 2,5ml gentamycin sulfat (Sigma, c=10mg/ml)]
v centrifuze (Multi Centrifuge 3SR, Heraeus; 2000g, 4 °C, 10 min; Heraeus). Fibrinova vrstva
byla po kazdém promyti odstranéna manudlné pipetou z povrchu peletu. Promyté erytrocyty
byly skladovany v promyvacim médiu (pomér 1 :2) pti 4 °C pod dobu cca jednoho mésice.

Precisténé erytrocyty byly pravidelné testovdny na mozny vyskyt kontaminace:
na krevni agar (Dulab) bylo napipetovano 10ul erytrocytii s promyvacim médiem. Pokud
nebyla pozorovana kontaminace b&éhem péti dnii, erytrocyty byly vyuzity ke kultivaci
B. divergens. Druhym zptsobem kontroly pfipadné kontaminace byla kultivace pouze
samotnych erytrocytl (bez parazita), ktera probihala dle postupu popsaného v nasl. kapitole

(3.1.3) po dobu minimaln¢ tfi dnt.

3.1.3 Udrzovani kultur

In vitro kultura B. divergens byla udrzovana v jamkach 24- jamkové desticky (Techno

Plastic Products). V jedné z jamek 24- jamkové desticky byla vzdy pfipravena suspenze 2ml
kultiva¢niho média [5S00ml RPMI 1640 (Lonza), 0,5ml amphotericin B (Sigma, c=250pg/ml),
2,5ml gentamycin sulfat (Sigma, c=10mg/ml), 10ml fetalni bovinni sérum (Capricorn)], 50ul
bovinnich erytrocyti promytych dle postupu v kap. 3.1.2. a 10ul sedimentu s erytrocyty
14



z ptechozi jamky obsahujici parazity. V piipadé nizsi parazitémie (do 2 %) bylo pouze odsato
médium a nahrazeno novym. V opaéném piipadé, pii vysoké parazitémii (nad 10 %), bylo
do suspenze kultivacniho média a neinfikovanych erytrocytti pfidano pouze Sul infikovanych
erytrocytti. Kultury byly udrzovany pravidelnym pasdzovanim ideédln¢ 3x tydné, kdy se také
ve stejném intervalu mikroskopicky pozorovaly kvili piibliznému urceni parazitémie

a pfipadnému vyskytu kontaminace (viz kap. 3.1.4).

V piipadé potieby byla kultura rozmnozena do vétSich objemt (napfi. izolace DNA —
viz kap. 3.2.1 nebo experiment viz kap. 3.4). Pro kultiva¢ni lahve o objemu 25¢cm® (VWR)
bylo pouzito 10ml kultivacniho média, 250ul erytrocytl a cely objem jedné jamky z 24-
jamkové desti¢ky, zatimco pro lahve o objemu 75cm® (VWR) bylo pouzito 40ml kultivaéniho
média, 1ml erytrocytii a cely objem 25cm?® lahve. Ve vsech kultivaénich nadobach byl tudiz

vzdy dodrzen 2,5% hematokrit.
3.1.4 Mikroskopické vySetieni kultur a uréeni parazitémie

Kultury byly pravidelné¢ kontrolovany pomoci barvenych krevnich roztért.
Ze sedimentu infikovanych erytrocytt byl zhotoven krevni roztér, ktery byl nasledn€ obarveny
pomoci Diff Quick Staining Setu (Siemens) nésledujicim postupem: Podlozni skli¢ko
(CapitolBrand) se zaschlym krevnim roztérem bylo 10x vlozeno do roztoku Diff-Quik FiXx,
poté 10x do Diff-Quik I, a naposled bylo na 60 sekund ponoteno do Diff-Quik II. Skli¢ko bylo
po fixovani a obarveni oplachnuto vodou a nasledné jemné postiikano 70% ethanolem a ihned

opét oplachnuto vodou.
Obarveny preparat byl vyhodnocen pod svételnym mikroskopem (Olympus BX53F)
pii zvétSeni 1000x. Parazitémie byla pocitana jako pomér infikovanych a celkovych

erytrocytli; mnozstvi erytrocytii pro vyhodnoceni parazitémie bylo minimalné 1000.
3.2 Determinace parazitémie pomoci prutokového cytometru

3.2.1 Optimalizace barveni Zivych buné€k pro pritokovou cytometrii

Kpeletu 50ul kultury 1x promyté 1x PBS [8g NaCl, 0,2g KH2POs,
2,99 NaoHPO4 - 12H20, 0,2g KCI, doplnéno do 11 destilovanou vodou] (Centrifuge 5424,
Eppendorf; 2000g, 4 °C, 3 minuty) bylo pfidano 50ul 0,1% permeabiliza¢niho roztoku Tritonu
X100 (Sigma) a vzorky byly inkubovany 8 minut pii pokojové teploté. Po promyti 1x PBS
bylo k peletu piidano 50ul 0,1% - 0,5% roztok SYBR safe (APExBIO) nebo 50ul 0,1% - 0,5%
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roztok 2mM Ethidia Homodimeru - EthD-1 (Biotium) nebo 50u1 0,1% - 0,5% roztok Propidia
Jodidu — PI (Thermo Fisher) barvy byly fedény v 1x PBS Vzorek byl inkubovan v 37 °C
po dobu 30 az 60 minut bez pristupu svétla. Poté byl dvakrat promyt v 1x PBS a nasledn¢
rozpu$tén v 1,5ml 1x PBS. Obarvené vzorky byly nasledné analyzovany na prutokovém

cytometru (FACS Cantoll, BD) v programu Diva.
3.2.2 Fixace bunék a jejich barveni

Pelet 50ul kultury (Centrifuge 5424, Eppendorf; 2000g, 4 °C, 3 minuty) byl 1x promyt
1x PBS a poté smichan sjednim ztestovanych fixacnich roztokti [a) 50ul 4%
paraformaldehyd a 50ul 0,025% glutaraldehyd, b) 100ul 4% paraformaldehyd, c) 100ul
0,025% glutaraldehyd] a inkubovan pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Po inkubaci byla
kultura promyta 1x PBS a poté bylo k peletu piidano 100ul 1x PBS. Fixované bunky byly
uchovany v lednici pfi 4 °C po dobu maximalné tfi tydnd, béhem této doby byly vzorky
obarveny; optimalizace barveni fixovanych bunék probihala totoznym postupem jako u zivych
bun¢k (kap. 3.2.1) vcetné testovani permeabilizace bun¢k pomoci Tritonu Nasledné byly

vzorky analyzovany na prutokovém cytometru (FACS Cantoll, BD).
3.3 Inhibic¢ni efekt blasticidinu a ur¢eni hodnoty 1Cs

Experiment probihal v 96- jamkové desti¢ce (TPP) v biologickych triplikatech (Tab.
), kdy do kazdé jamky bylo napipetovano 100ul média s danou Kkoncentraci BSD
(vyrobce/dodavatel) [vysledné koncentrace v jamce: 16; 8; 4; 1; 0,25; 0,0625; 0,0156 ug/ml
a negativni kontrola (NK) bez BSD] a 5ul erytrocyti s parazity (5% hematokrit, 1%
parazitémie). Kazdé dva dny bylo vyménovano kultiva¢ni médium s odpovidajici koncentraci
BSD. Vzorky erytrocytli byly odebirany po triplikdtech ve dvoudennich intervalech a hned
poté byly zafixovany (viz kap. 3.3.1). Z kazd¢ jamky byl také vyhotoven krevni roztér. Cely
experiment trval 8 dni. Obarvené vzorky byly vyhodnoceny na pritokovém cytometru.
Nastaveni pfistroje bylo stejné jako v piipad¢ testovani a optimalizovani fixace a barveni
bunék. Ze ziskanych dat byly poté v programu Graphpad Prism 8.0.1 ur¢eny hodnoty AUC
(plocha pod kiivkou) a ICsg, a vytvofeny finalni grafy. Data byla statisticky vyhodnocena

ve stejném programu jednocestnou analyzou variance (ANOVA).

16



Tab. I: Design experimentu

2DPI 4DPI 6DPI 8DPI
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 16pg/ml
B Sug/ml
C 4ug/ml
D 1pg/ml
E 0,25ug/ml
F 0,0625ug/ml
G 0,0156ug/ml
H NK!

I negativni kontrola, DPI = den po infekci.

3.4 Sekvenace UTRs

Na zéklad¢ studia literatury byly vybrany 5 a 3¢ netranslatovatelné useky (UTRs), tedy
regiony obsahujici promotory a terminatory, které vykazuji nejvétsi aktivitu v transfekénich
systémech dalsi druhti Babesia (Liu et al., 2018a) a ptibuzného parazita Plasmodium (Crabb
etal., 1996): konkrétné, act — aktin (Bdiv_007890; 5"UTR: 2000bp, 3'UTR: 2000bp), HSP 70
- heatshock protein 70 (Bdiv_029570; 5’"UTR: 1500bp, 3'UTR: 1500bp), CAM - kadmodulin
(Bdiv_005010c; 5°"UTR: 1500bp, 3'UTR: 1500bp) a CRT - chloroquini transporter resistence
(Bdiv_036760; 5" UTR: 2000bp, 3'UTR: 1500bp). Sekvence téchto B. divergens specifickych
promotort a termindtorti byly ziskéna z databaze PiroplasmaDB a po osekvenovani (kapitola

3.4.4) pouzity pii designu GFP plazmidu.
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3.4.1 lzolace DNA

DNA B. divergens byla vyizolovana z kultury o parazitémii 5-10 %. K peletu 50ul
erytrocytt (Centrifuge 5424, Eppendorf; 2000g, 4 °C, 3 minuty) bylo pfidano 150ul 1x PBS.

Samotna DNA byla pak z této suspenze izolovana pomoci izola¢niho kitu NucleoSpin® Blood

DNA (Macherey-Nagel) dle instrukci vyrobce. DNA byla skladovana ve 4°C. Uspé&snost

izolace DNA byla testovana pomoci PCR a nasledné elektroforézy (detailnéjsi popis téchto

metod viz kap. 3.4.3) pomoci v laboratoii jiz dfive ovéfenych primerd (viz Tab. II;
piedpokladdana délka produktu 1405bp).

Tab. I1: Primery pro ovéieni izolace DNA

Nazev Interni znaceni Sekvence Tm
BdSubl_pet100_F PKS09 CACCACACTGGACCAGGAGACAC 60 °C
CTTC
CTATGGAAAGAAGTAGACTTGCA o
BdSubl_petl00 R | PK810 ACACCOG 60 °C

3.4.2 Design primert

Primery byly navrzeny v programu SnapGene 5.0.7. Délka sekvence a ptiblizna teplota

nasedani téchto primeru je zobrazena v Tab. Ill. VSechny tyto primery byly testovany pomoci
gradientové PCR (viz kap. 3.4.3).

Tab. I11: Primery pro amplifikaci UTRs

Interni

Nazev smateni Sekvence Tm
bdiv_hsp70_promoter f | PK819 GGGTACCAGTAGCCATACACGAC
bdiv_hsp70 5utr seq r | MJ2 CTCTGGCCATCATCAGTGAAGG »
bdiv_act_promoter_f PK821 GTTCTCTATGCGCATATTCATAGAAGGC
bdiv_act_5utr_seq_r MJ3 CATAGGTATCCTTCTCGTCCATAC >
bdiv_crt_promoter_f PK817 CGGGGTTCACCTATAATTCCACG
bdiv_crt_5utr_seq_r MJ1 GAGTGGTCCAGATAACACCTTTG >
bdiv_cam_promoter_f PK823 CCGCGGTAAACCTACGATTGC
bdiv_cam_5utr_seq_r MJ4 GCCTCTGTTGGGTTCTGTCC »
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bdiv_hsp70_3utr_seq_f MJ5 CTCGAAGAGAACCTCAGCG
bdiv_hsp70_3utr_r PK843  GGCCAATGCAGTTCTGTGTTAC e
bdiv_crt_3utr f PK840 _(I?;I;(CZ:GAGTCTGATTCGATATCAGATTTAA

57 °C
bdiv_crt_3utr_r PK841 CTAAGGGAGTGTGACTTACCTTCTC
bdiv_cam_3utr_f PK836 GATCAGATGCCGGTTCGAAC 57 o0
bdiv_cam_3utr_r PK837  GATTCATTGCTGTGTACTGGACC
bdiv_act_3utr_seq_f MJ6 CCAGCACCATGAAGATCAAGGTTG .
bdiv_actin_3utr_r PK839 GCCGTGGAAATAAGTGGCAAC e

3.4.3 PCR a elektroforéza

Pro PCR byl pouzit PPP master mix (Top-Bio). Kazda reakce o objemu 25l

obsahovala: 12,5ul PPP Master Mix, 1l 10uM forward primer, 1l 10uM reverse primer, 7ul

Ultra PCR H20 (Top-Bio) a 1ul templatova DNA. VSechny reakce probihaly v termocykleru

(Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf) nastaveném podle protokolu v Tab. 1V,

Tab. IV: Nastaveni teplot termocykleru pro PCR

Teplota Doba Pocet opakovani
Aktivace polymerazy 94 °C 1min 1x
Denaturace 94 °C 15s
Nasedani primert 55-60 °C? 15s 30x
Elongace 72 °C 1,5-2min?
Finalni elongace 72 °C 7 min 1x
Chlazeni 15°C

! teplota nasedani uvedena v Tab. Il
2 5'UTRs: 1,5 min, 3 UTRs: 2 min
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Pro elektroforézu byl pfipraven 1% agarozovy gel: 50ul 1x TAE [vyroba 50x TAE:
242g TRIS, 100ul 0,05M EDTA, 57, Iml CHsCOOH, doliti do 11 destilovanou vodou], 0,59
agarozy (Bioline) a 2ul barviva GelRed (Biotium).

Pro ovéieni délky produkti byl pouzit 1 kb ladder (Thermo scientific). Elektroforéza
probihala v elektroforetické van¢ (Mupid-One, Advance) pii napéti 100V po dobu 30 minut.
Gel byl poté vizualizovan pod UV svétlem pomoci UV transluminatoru (G:BOX F3,
Syngene).

3.4.4 Enzymatické precisténi, odeslani vzorki na sekvenaci

Pied zaslanim na sekvenaci byly PCR produkty enzymaticky piecistény. Do kazdé
PCR reakce o objemu 20ul (5ul pouzito na elektroforézu) bylo navic piidano 0,5ul
Exonukleazy I (Thermo Fisher) a 1ul SAP (Thermo Fisher). Vzorky byly inkubovany
v termocykleru (Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf) 15 minut pti 37 °C a poté 15 minut
pii 85 °C. Po precisténi byly podle pokyni poskytovatele sluzeb (Sangerovo sekvenovani,
SeQme) piipraveny a odeslany na sekvenaci vzdy tfi nezavislé PCR produkty od kazdého
UTRs. Pro tento ucel byly vyuzity primery z Tab. Ill a V. Vysledky sekvenace byly
analyzovany v programu Geneious prime 8.1.6, a u 5° UTRs tsekl byl zjistovan vyskyt

promotor pomoci promotor prediktoru (https://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

Tab. V: Sekvenaéni primery

Nazev Intevr ni, Sekvence

znaceni
bdiv_hsp70_5utr_seq PK848 TTATACCGCCGTCTCGCTTC
bdiv_act_5utr_seq PK849 GTCGTGGGTATATTCATTTCACC
bdiv_act_5utr_mid PK855 GTGATATCAATGACCAAATGCCAAAAC
bdiv_crt_5utr_seq PK847 GTTGAGGCAATGTCGCGATC
bdiv_cam_5utr_seq PK850 ACCGCCTCGAAACATGGATT
bdiv_hsp70_3utr_seq PK852 GAGCCTCAGGCTCTGAATC
bdiv_crt_3utr_seq PK851 GTTAACCTGTTTATTGACAACCAGC
bdiv_cam_3utr_seq PK854 ATGTGTGCCCGTAAGACAGG
bdiv_act_3utr_seq PK853 CATGCACAAGGTGGTGAAGC
BdSubl_pet100_R PK810 gggTGGAAAGAAGTAGACTTGCAACAC
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3.5 Navrzeni plazmidu pro vyvoj fluorescen¢ni reportérové linie

B. divergens

Plazmid pro vyvoj fluorescen¢ni reportérové linic B. divergens byl navrzen
v programu SnapGene 5.3.2. Plazmid byl navrzen tak, aby obsahoval BSD kazetu (5 UTR,
gen rezistence pro BSD, terminator), GFP kazetu (5° UTR, gen pro GFP, terminator)
a sekvence gent dulezitych pro mnozZeni plazmidu v kompetentnich bunkach (E. coli), mezi
které naptiklad patii gen rezistence proti ampicilinu. Tyto sekvence byly ziskadny z plazmid
pouzitych pro jiz zavedené GFP-exprimujici linie B. bovis a P. falciparum, obdrzené diky
spolupraci Dr. Jalovecké, Dr. Sojky, Dr. Gantera (Heidelberg University, Germany)
a Dr. Asady (Obihiro University of Agriculture and Veterinary Medicine, Japan).
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace barveni a fixace bun¢k a urc¢eni parazitémie pomoci

prutokoveého cytometru

Nejlepsich vysledkti znaceni zivych bunék bylo dosazeno pomoci barveni SYBR safe
fedéném 2500x po dobu barveni 30 minut. EthD-1 a PI nedokéazaly obarvit tyto buiky,
a analyza na FACS chybn¢ ukazovala nulovou parazitémii (vzdy pted analyzou na FACS byl

zhotoven krevni roztér a byla urena pifesna parazitémie — viz kap. 3.1.4).

Jako nejvhodnéj$i metoda fixace bunck se ukazala inkubace peletu in vitro kultury
ve smési s 4% paraformaldehydu a 0,025% glutaraldehydu. Pokud byl k buikam ptidan
samotny 4% paraformaldehyd, buniky jiz par minut poté zacaly lyzovat. Pokud byl pfidan
pouze 0,025% glutaraldehyd, buniky nebyly stabilné zafixovany a nebylo mozné spravné urcit
parazitémii pomoci FACS. Nejefektivnéji barvil fixované bunky roztok EthD-1 fedény 2500x
(Obr. 3) pii svém ptisobeni po dobu 45 minut. Naopak SYBR safe neobarvil buniky v zadné
testované koncentraci. PI bunky oznadil, ale ve srovnani s EthD-1 nebyl signal zcela
spolehlivy. Pouziti Tritonu nemélo na barevné znafeni Zadny vliv, proto nebylo dale

pouzivano.

22



200917 BSD exp-¥1 0/015 9/9

BOIV PI-ETH pos

PerCP-Cy5-5-A

Obr. 3: Optimalizace znac¢eni bunék pro pritokovou cytometrie. Kultura byla fixovana a
poté obarvena pomoci EthD-1 fedéného 2500x. Zluta populace znazorfiuje negativni Eervené
krvinky a Cervena populace zobrazuje infikované Cervené krvinky. Parazitémie zde Cinila

29,7 %. EthD-1 = Ethidium Homodimer.

4.2 Inhibi¢ni efekt blasticidinu a ur¢eni hodnoty 1Csp

Stanovenim parazitémie pomoci FACS byl potvrzen inhibi¢ni efekt BSD na in vitro rtst
B. divergens (Obr. 4). Jednotlivé grafy ukazuji naméfené hodnoty parazitémie ze vzorkl
odebiranych 8 DPI. Oproti kontrole (Obr. 4a), kdy parazitémie zobrazena v grafu ¢inila 26,4%,
koncentrace 1ug/ml neméla jesté na replikaci parazita vliv (naméfena parazitémie 27,2%,
Obr. 4b). Ke znatelnému poklesu parazitémie doslo pfi koncentraci BSD 4 a 8ug/ml
(0,4 % a 0,3 %, Obr. 4c a 4d). Obr. 5a znazorfiuje zménu parazitémie v Case pro jednotlivé
koncentrace. Inhibi¢ni efekt BSD zacal byt prokazatelny u koncentrace 4ug/ml, kdy
parazitémie posledni sledovany den experimentu (8 DPI) ¢inila 0,4 % + 0,1. Hodnota AUC
(6,7 = 0,6) analyzovana z celkové kiivky rlstu parazita pti koncentraci BSD 4ug/ml byla
vyznamné snizena (p <0,001) oproti AUC NK (80,9 + 28,7). Stejny efekt byl prokazan
u koncentrace 8ug/ml, kdy parazitémie totozny sledovany den experimentu ¢inila 0,4 % + 0,1,
a hodnota AUC (5,0 + 2,2) se opét vyznamn¢ snizila (p <0,001) ve srovnani S AUC NK.
Koncentrace 16pg/ml byla také prokazana jako inhibi¢ni, parazitémie v tento den dosahovala
0,3 % £ 0,1, a hodnota AUC (3,3 £ 0,9) se opét potvrdila jako prukazné snizena (p <0,001)
oproti AUC NK. Dalsi analyzované koncentrace BSD (1; 0,25; 0,0625; 0,0156 pg/ml) byly
prokazany jako neefektivni, a hodnoty AUC se statisticky vyznamné nelisily od AUC NK.
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Obr. 5b zobrazuje statistické ur¢eni hodnoty ICso, kdy byly triplikaty zpraimérovany a ur¢ena
jejich smérodatnd odchylka a data byla normovana (logaritmovana) a poté zpracovana.
Vysledna ICso= 2,612 ug/ml, pfi R?>= 0,8978. Obr. 5¢ porovnava zmény parazitémie
pro negativni kontrolu (NK) a pro kultury osetfené médiem s BSD 0 koncentraci 4 a 8ug/ml
vcetné zobrazeni roztért krevnich kultur 8DPI. U NK je vidét statisticky prukazny narist
parazitémie: 2 DPI parazitémie ¢inila 3,4 % + 0,8 a 4 DPI se vyznamn¢ zvysila na 16,2 % +
7,1 (p <0,05). 6 DPI pak doslo k prikaznému nartstu na 23,1 % + 0,9 (p <0,001) a 8 DPI jiz
spisSe stagnovala s hodnotou 23,9 % + 2,55, kterd ale oproti hodnot€ parazitémie ze 2 DPI byla
stale vyznamné zvySena (p < 0,001). U efektivnich koncentraci BSD 4 a 8ug/ml bylo naopak
pozorovano snizovani parazitémie. 2 DPI parazitémie u vzork osetienych BSD 4 pg/ml Cinila
2,1 % + 0,9 a statistiky pritkazné snizeni se ukazalo az 8 DPI (0,4 % + 0,1, p <0,05). Kultury
osetfené BSD 8 pg/ml 2 DPI vykazovaly parazitémii 1,7 % + 0,5, a statisticky vyznamné
sniZeni parazitémie bylo vidét u vSech ostatnich analyzovanych intervalt: 4 DPI (0,6 % = 0,4,
p <0,05), 6 DPI (0,6 % + 0,3, p < 0,05), a8 DPI (0,4 % + 0,1, p < 0,01). K selekci plazmidu
v in vitro kultufe B. divergens lze tedy vyuzit koncentraci BSD 4 pg/ml. Ani pfi nejvyssich

sledovanych koncentracich nebyl pozorovan toxicky ucinek BSD na ¢ervené krvinky.
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Obr. 4: Vyhodnoceni parazitémie pomoci pritokového cytometru pro urceni efektivni
inhibi¢ni koncentrace blasticidinu. Graf znazorfiuje pocet bunék v zavislosti na svételném
signalu a rozliSuje 2 populace: populaci infikovanych (Cervené) a neinfikovanych (zluté)
cervenych krvinek pfi riznych koncentracich BSD analyzovanych8 DPI. a) NK kultura
bez obsahu BSD; parazitémie 26,4 %. b) Kultura s koncentraci BSD 1pg/ml, kdy zatim neni
ztetelny inhibi¢ni efekt; parazitémie 27,2 %. ¢) Kultura s koncentraci BSD 4pg/ml, pti které
doslo k efektivni inhibici ristu babesii; parazitémie 0,4 % d) Kultura s koncentraci BSD
8ug/ml kde byla opét potvrzena tiplna inhibice ristu babesii; parazitémie 0,3 %. Pro obarveni

kultur B. divergens byl pouzit EthD-1. BSD = blastidicin, NK = negativni kontrola, EthD-1
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Obr. 5: Efekt blasticidinu na multiplikaci B. divergens v in vitro kultuie. a) Zména
parazitémie v Case v in vitro kultufe B. divergens osetfené riznymi koncentracemi BSD. Graf
znazoriuje primer tii nezavislych biologickych replikati a jejich smérodatnou odchylku.
Hodnoty parazitémie byly uréeny pomoci pritokové cytometrie, pro obarveni kultur
B. divergens byl pouzit EthD-1. Statistické porovnani hodnot AUC ukézalo vyznamnou
inhibici ristu pro koncentrace 4, 8 a 16 pg/ml. Experimentalni podminky: pocatecni
parazitémie 1 % (pferuSovana linie). b) Uréeni BSD ICso. Data byla zlogaritmovana
a zpracovana v programu Graphpad Prism 8.0.1. ¢) Porovnani zmén parazitémie pro NK
a pro kultury osetiené¢ médiem s BSD o koncentraci 4 a 8 pg/ml. Krevni roztéry byly obarveny
pomoci DiffQuik staining setu. BSD = blastidicin, NK = negativni kontrola, DPI = den
po infekci, EthD-1 = Ethidium Homodimer, AUC = plocha pod kiivkou, * = p <0,05,
** = p <0,01, *** = p <0,001. Pouzity statisticky test: jednocestna ANOVA.
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4.3 Sekvenace B. divergens-specifickych 5°a 3° UTRs

Vyizolovana DNA B. divergens z in vitro kultury byla aspésné otestovana pomoci jiz
dtive v laboratofi ovéfenych primera (viz Tab. Il). Pomoci navrhnutych primera (Tab. 111)
byly PCR amplifikovany vSechny vybrané 5° a 3° UTRs. Nejprve byla zjisténa optimalni
teplota nasedani primert pro amplifikaci 5’UTRs (region obsahujici promotory): 57 C°
(Obr. 6a), poté optimalni teplota nasedani primert pro amplifikaci 3’UTRs (terminatory):

55 C° (Obr. 6b).
a) b)

R D CRT HSP70 act CAM

—
— b e

2111 bp 1745bp 2159 bp 1661 bp s 1507bp 1660bp 1645 bp

—
S—

Tm=57°C

Obr. 6: Agarozovy gel zobrazujici amplifikované 5¢a 3¢ UTRs. a) Tm =57 °C, CRT (2111
bp), HSP 70 (1745 bp), act (2159 bp), CAM (1661 bp), 1 kb ladder. b) Tm = 55 °C, CRT
(1507 bp), HSP 70 (1660 bp) act (1645 bp), CAM (760 bp), 1 kb ladder. CRT = chloroquini

transporter resistence, HSP = heatshock protein, act = aktin, CAM = kadmodulin.

Ziskané sekvence vzdy tfi nezavislych PCR produkti od kazdého UTRs byly
analyzovany pomoci aligmentu v programu Geneious a porovnany s referencnimi sekvencemi
ziskanymi z PiroplasmaDB. Konzenzus vyslednych sekvenci vcetn€ detailni analyzy SNP
(jednonukleotidovy polymorfismus) a u 5° UTR také predikce promotort, jsou uvedeny
v ptiloze na konci prace (piiloha ¢. 1-8). V sekvenci 5° UTR actinu bylo detekovano 31 SNP
oproti referencni sekvenci, a bylo zde predikovdno 5 promotorti. 3° UTR téhoZ genu
neukazala zadny SNP. 5° UTR HSP 70 sekvence ukdzala 3 SNP a 3 promotory, jeho 3 UTR
sekvence neukazala zadny SNP. V sekvenci 5° UTR CRT bylo mozné nalézt 2 SNP,
4 promotory. V sekvenci 3° UTR stejného genu nebyl detekovan zadny SNP. U 5° 1 3° UTR
CAM sekvence nebyl nalezen zadny SNP, a v sekvenci 5° UTR CAM byly predikovany

2 promotory.
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4.4 Design plazmidu pro vyvoj fluorescencni reportérové linie

B. divergens

Pro finalni design plazmidu byly vybrany nami ziskané sekvence 5° UTR HSP 70
(Bdiv_029570), 5° UTR act (Bdiv_007890) a 3° UTR CRT (Bdiv_036760). Dané tiseky byly
vybrany pro jejich optimalni délku a absenci CDS (koédujici sekvence) jinych hypotetickych
gend. V programu SnapGene 5.3.2 byly také vyhledany a navrzeny unikatni restrik¢ni mista
pro cely plazmid. Obr. 7 znazornuje vyslednou mapu plazmidu s navrzenymi unikatnimi
restrik¢nimi misty. Restrik¢éni mista byla navrzena tak, aby se pfipadné sekvence mezi nimi

mohla v budoucnu nahradit jinou (napf. vyména tseku obsahujici promotory).
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Obr. 7: Mapa finalniho plazmidu s vyznacenymi useky a restrikénimi misty. Plasmid
obsahuje: 5° UTR HSP 70 (Bdiv_029570), 5° UTR act (Bdiv_007890), 3° UTR CRT
(Bdiv_036760) a kodujici sekvence: gen pro GFP a gen pro rezistenci proti BSD; délka
plazmidu: 10 340bp. UTR = netranslatovatelny usek, CRT = chloroquini transporter
resistence, HSP = heatshock protein, act = aktin, CAM = kadmodulin, GFP = z angl. green

fluorescent protein, BSD = blasticidin.

Poté bylo navrzeno schéma postupného slozeni celého plazmidu pomoci nékolika
naslednych Gibson assembly reakci. Pro kazdy PCR usek byly navrzeny primery
s odpovidajicimi pfesahy (minimalné 20bp, viz Tab.VI), jejichz funkce jiz byla ovéfena.
Pfesahy primert obsahuji sekvence unikatnich restrikénich mist, ktera budeme do plazmidu
vkladat. Tento postup byl pak uspésné ovéien in silico v programu SnapGene. Schématicky

plan sestavovani tisekd zobrazuje Obr. 8.
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Tab. VI: Primery na amplifikaci useki pouzitych pro Gibson assembly

Nazev

Sekvence

Backbone_Notl_Xbal F

Backbone_Xmal_R

actin_Xmal_F

actin_Avrll_R

GFP_Avrll_F

GFP_Notl_Xbal R

CRT_Notl_F

CRT_Xhol_R

HSP70_Xhol_F

HSP70_Ascl_Xbal R

GGTATTACTCACGGAATGGATGAGCTTTATAAATAAGCGGCCGCTCTAG
ACTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGC

CTTCTATGAATATGCGCATAGAGAACAAGACCCGGGGAGTATTCTATAGT
GTCACCTAAATAGCTTGG

CCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCCCCGGGTCTTGTTCTCTAT
GCGCATATTCATAGAAG

CCAGTAAACAACTCTTCTCCCTTACTCATCCTAGGTTTGAAGGGTTATTAT
CCTAAAAGTGGATGATATG

CATATCATCCACTTTTAGGATAATAACCCTTCAAACCTAGGATGAGTAAG
GGAGAAGAGTTGTTTACTGG

GCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGTCTAGAGCGGCCGCTTATTT
ATAAAGCTCATCCATTCCGTGAGTAATACC

GGTATTACTCACGGAATGGATGAGCTTTATAAATAAGCGGCCGCTTCGAT
ATCAGATTTAATGCTAGTTAATTCAAAAAGCC

GTCGTGTATGGCTACTGGTACCCCTCGAGCTAAGGGAGTGTGACTTACCT
TCTC

GAGAAGGTAAGTCACACTCCCTTAGCTCGAGGGGTACCAGTAGCCATAC
ACGAC

GCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGTCTAGAGGCGCGCCTTTCGG
GCGGTCTCACGG
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Obr. 8: Schéma postupného sestavovani plazmidu. a) Nejprve budou spojeny useky 5°UTR
act, GFP a backbone obsahujici mimo jiné gen pro rezistenci na ampicilin. b) Poté bude
do plazmidu vzniklého v ptedchozim kroku vlozen tisek 3’'UTR CRT a 5'UTR HSP 70
(linearizace pomoci restrikéniho enzymu Xbal). ¢) Nakonec bude do plazmidu vloZen gen
resistence proti BSD a 3'UTR CRT (linearizace pomoci restrikéniho enzymu Xbal). UTR =
netranslatovatelny tsek, CRT = chloroquini transporter resistence, HSP = heatshock protein
70, act = aktin, CAM = kadmodulin, BSD = blasticidin, GFP = z angl. green fluorescent
protein.
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5 Diskuze

Babesia divergens je intra-erytrocytarni parazit prenaseny klist'aty, ktery patii do skupiny
Apicomplexa. Babesioza zptuisobena B. divergens piedstavuje riziko pro hospodarska zvirata
I pro Cloveéka zejména v ramci Evropy, a proto ptedstavuje na§ modelovy organismus
(Jalovecka et al., 2019). B. divergens patii mezi méné probadané organismy, a to i v ramci
skupiny Babesia, a fada jevt a procest v biologii tohoto parazita nebyla dosud objasnéna.
Metody genetické manipulace predstavuji uziteCny nastroj pro studium biologie babesii
a jejich interakci s hostitelem ¢i vektorem. Vyzkum strategii, které souvisi s parazitickym
zpusobem babesii mize v budoucnu usnadnit navrh specifickych 1éka a vakcin (Asada et al.,
2012). Velka Skala metod genetické manipulace je jiz Gspé$né zavedena a vyuzivana
pro nékolik piibuznych parazitti, zejména pro Plasmodium spp. a Toxoplasma gondii, zatimco
pro babesie jich je dosud vyuzivano pouze omezené mnozstvi (Hakimi et al., 2021). Ptesto
vSak dostupnost in vitro kultivace a recentné publikované kompletni sekvence genomu
nékterych druhi babesii umoznily zavést zdkladni metody genetické manipulace. U babesii se
dnes rutinné vyuziva zavedenych stabilnich transfek¢nich systémut napt. u druhti B. bovis
¢i B. bigemina (Suarez & McElwain, 2010). Pro B. divergens jsou sice znamy metody in vitro
kultivace (Jalovecka et al., 2016), i je znama sekvence celého genomu (Young et al., 2019),
ale neni dosud zaveden zadny transfekéni systém. Vyvoj takového systému de novo je proto
nezbytny pro nas modelovy organismus, a usnadni detailni studium biologie tohoto parazita.

Typicky (obecny) plazmid pro vyvoj transfekénich linii nejen paraziti vétSinou obsahuje
backbone — sekvence dualezité pro mnozeni v bakteriich véetné genu pro rezistenci
na antibiotika, kazetu obsahujici selekéni marker — gen rezistence proti selek¢ni droze tispé$né
inhibujici riist parazita, a kazetu obsahujici cileny gen — tfeba fluorescencni signal, nejcastéji

GFP nebo mCherry (Day & Davidson, 2009).

U babesii jsou znamé dva druhy selekénich systémi: BSD/blasticidin-S-deaminéaza
a WR99210/hdhfr (Asada et al., 2015; Hakimi et al., 2021). Selekéni droga slouzi k vytvoreni
selek¢éniho tlaku na bunky: timto zptisobem lze ,,ptinutit™ buniku parazita uchovat si plazmid,
ktery obsahuje selek¢ni marker (Suarez etal., 2017). V naSem ptipad¢ jsme se rozhodli vyuzit
BSD, ktery ucinn¢ funguje v kulturach jinych druhti babesii (Asada et al., 2015; Suarez
& McElwain, 2009) a plasmodii (ben Mamoun et al., 1999). Abychom védéli, jakou
koncentraci pouzit v budoucim transfekénim sytému, bylo nejprve nutné urcit jeho efektivni
inhibi¢ni koncentraci. Proto jsme navrhli experiment, ktery ale vyzadoval zpracovani a urceni

parazitémie u velkého mnozstvi vzorki. Parazitémie se obecn¢ u babesii, tedy i u B. divergens

32



tradi¢né ziskava vyhodnocovanim krevnich natérii barvenych pomoci Giemsa-like barveni,
coz muze byt velmi casove narocné pii analyze vysokého poctu vzorki a vysledky mohou byt
subjektivni (Lim et al., 2016). Pro rychlejsi stanoveni parazitémie u nami planovanych
experimentt bylo tedy potieba zavést a optimalizovat inovativni postup. Pro tyto tucely bylo
vyuzito metody prutokové cytometrie, ktera je zavedena jiz u P. falciparum (Jang et al., 2014).
Principem stanoveni parazitémie pomoci FACS je znaleni parazitii v Cervenych krvinkach
barevnym cCinidlem vazajici se na DNA. V in vitro kultute B. divergens se vyskytuje jaderna
DNA pouze u parazitl, ¢ervené krvinky jadro neobsahuji. Vhodnym barvenim DNA Ize tedy
rozlisit infikované a neinfikované erytrocyty. Bylo testovano nckolik barevnych cinidel
pro zivé buniky (SYBR safe, Pl, EthD-1) v riznych fedénich (500x, 1000x, 1500x, 2000x,
2500x). Pro dlouhodobé uchovani vzorki byla pak optimalizovana metoda fixovani zivych
buné¢k, kdy byly testovany roztoky paraformaldehydu + glutaraldehydu v riiznych pomérech.
Glutaraldehyd se standardné pouziva pro zachovani tvaru ¢ervenych krvinek (Abay et al.,
2019), a paraformaldehyd je bézné vyuzivané ¢inidlo pro fixaz erytrocytii parazitovanych
P. falciparum (Jang et al., 2014). Fixované buiiky byly barveny pfi stejnych podminkach jako
bunky zivé. Nejlepsich vysledkl barveni zivych bunék bylo ziskano smichanim peletu s 2500x
ziedéného SYBR safe. Fixace bun¢k pak probihala nejlépe pii smichani peletu se smési 4%
paraformaldehydu a 0,0025% glutaraldehydu, a nejlepSich vysledkil barveni fixovanych
bunék bylo provadéno pomoci 2500x fedéného EthD-1 (Obr. 3). U P. falciparum se pouziva
spise SYBR Green I i u fixovanych bunék, bézné se také vyuziva i barveni pomoci PI (Jang
et al., 2014). V naSem pfipad¢, ale nebyly tyto typy barveni pfili§ G¢inné — fixované bunky

SYBR neobarvil buiiky viibec, a PI se ve srovnani EthD-1 nemél zcela spolehlivy signal.

Jak je jiz zminéno vyse, pro nase ucely jsme zvolili selek¢éni drogu BSD. Nase kultura
B. divergens byla podrobena experimentu, pii kterém byl testovan vliv riznych koncentraci
BSD na rist parazita (16; 8; 4; 1; 0,25; 0,0625; 0,0156 pg/ml). Pomoci optimalizované metody
uréeni parazitémie pratokovou cytometrii (Obr. 4) byla urena parazitémie pro kazdou
koncentraci BSD, a ze ziskanych dat byla statisticky determinovana hodnota ICsg, ktera ¢inila
2,612ug/ml (Obr. 5b). BSD u¢inné¢ inhiboval rust babesii pti koncentracich 16, 8 a 4 pg/ml,
kdy hodnota AUC byla vyznamné (p <0,001) snizena ve srovnani s AUC NK, a ani
pii nejvyssich sledovanych koncentracich nebyl pozorovan toxicky uc¢inek BSD na Cervené
krvinky (Obr. 5a a 5c¢). V budoucim transfek¢énim systému B. divergens planujeme tedy

pouzivat koncentraci BSD 4 ug/ml.
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Obdobny experiment byl jiz proveden pro B. bovis, kde byla determinovana hodnota
BSD ICso 0,4 pg/ml (Suarez & McElwain, 2010), avSak bézné se jako selekéni marker
Vv kulturach babesii vyuziva BSD pravé o koncentraci 4 ug/ml (Asada et al., 2015).

Aby mohly byt geny v nami navrzeném plazmidu (gen pro GFP a gen rezistence proti
BSD - selek¢ni marker) exprimovany, musi plazmid obsahovat i UTR sekvence obsahujici
promotory a terminatory. Na zaklad¢ studia literatury byly vybrany takové tuseky, které
vykazuji nejvetsi aktivitu v transfek¢nich systémech dalsi druhti Babesia (Liu et al., 2018a)
a ptibuzného parazita Plasmodium (Crabb et al., 1996) — CRT, HSP 70, act, CAM (Obr. 6).
U vsech ziskanych sekvenci regionti obsahujicich promotory a terminétory byly feSeny SNP,
a u 5° UTR byly predikovany promotory. Kazdy usek obsahoval dle predikce nékolik
promotort napf. 5° UTR act dle predikce ukazuje hodné promotort (Pfiloha ¢. 1), coz se
shoduje s analyzou provedenou u B. bovis a B. bigemina, kde 5° UTR aktinu vede k silné
expresi zadaného genu (Liu et al., 2018a). Obdobn¢ silny G¢inek na expresi zadaného genu
mél i 5° UTR HSP 70 babesii i plasmodii (Liu et al., 2018a; Thawnashom et al., 2019), ktery
u B. divergens obsahuje XX predikovanych promotort (Pfiloha ¢. 2). 5° UTR CAM a CRT
jsou bézn¢ vyuzivany k expresi zadanych geni v transfek¢énich systémech plasmodii (Moraes
Barros et al., 2021), a nami osekvenované tiseky téz dle predikce obsahuji promotory (pfiloha
¢. 4 a 3). Muzeme tedy predpokladat, ze i tyto S‘'UTR jsou vhodné do transfekéniho systému

B. divergens k expresi zddanych gen.

Nekteré nami ziskanych UTRs obsahovaly hypotetické ¢asti CDS neznamych gentl,
ale i jiné GFP plazmidy pro babesie ¢i plasmodia je bézné obsahuji a dosud nebyl zaznamenan
vliv na funkci (Asada et al., 2012; Suarez & McElwain, 2009). Pro jistotu jsme vsak
pfi findlnim névrhu plazmidu vybrali Gseky bez téchto hypotetickych CDS.

V nami navrzeném finalnim plazmidu (Obr. 7) jsme se rozhodli vyuzit fluorescen¢niho
signalu GFP, ktery se béZné pouziva k in vivo znaceni babesii (Hakimi et al., 2016; Liu et al.,
2018b; Liu et al., 2020; Silva et al., 2018; Suarez & McElwain, 2009). Ke genu GFP byly pak
vybrany nami ovétené sekvence 5° UTR act (Bdiv_007890) a 3 UTR CRT (Bdiv_036760),
a ke genu rezistence na BSD sekvence 5° UTR HSP 70 (Bdiv_029570) a 3° UTR CRT
(Bdiv_036760). Sekvence GFP byla pouzita z plazmidu pro P. falciparum od spolupracujici
laboratote dr. Gantera (Heidelberg University, Germany). Sekvence genu BSD rezistence
a backbone byla ziskana z plazmidu pro B. bovis od Dr. Asady (Obihiro University
of Agriculture and Veterinary Medicine, Japan). Do plazmidu byla také vloZena unikatni
restrikéni mista, ktera v budoucnu mohou slouzit k vyméné Zadouciho tseku. Byl navrzen
postup konstrukce plazmidu, ktery bude sestaven pomoci nékolika naslednych Gibson
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assembly reakci obsahujici pfislusné PCR produkty s odpovidajicimi ptesahy (Obr. 8). Gibson
assembly je reakce, ktera umoziuje slozeni nékolika segmentli DNA s pfesahy a byla pouzita
I k sestaveni celého mitochondrialniho genomu z malych segmenti DNA (Gibson et al., 2010).
Tento systém se také bézné se vyuziva k tvorbé plazmidl pro transfekéni systémy plasmodii
(Wagner et al., 2013) Gibson assembly je vyhodné&jsi nez klasické klonovani, jehoz nevyhody
jsou predevsim nekompatibilita restrikénich enzymi, potieba ligace a omezena velikost
segmentt apod. (McAllaster et al., 2016).Pro PCR produkty s piesahy byly jiz navrzeny
a uspesné oveieny primery. Cely planovany postup de novo konstrukce B. divergens-
specifického GFP-exprimujiciho plazmidu byl uspésné ovéfen pomoci in silico klonovani
v programu SnapGene 5.3.2. Vlastni konstrukce navrzen¢ho plazmidu a jeho nasledna

transfekce do B. divergens bude predmétem mé diplomové prace.
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6 Zavér
* Provedla jsem stru¢nou literarni reSerSe na téma " Strategie genetického inZenyrstvi

u paraziti rodu Babesia .

» Zavedla jsem metodu vyhodnocovani parazitémie B. divergens v in vitro kultufe

pomoci priatokového cytometru.

+ Opve¢tila jsem citlivost B. divergens na selekéni drogu blasticidin a ur¢ila jeho efektivni

inhibi¢ni koncentraci v in vitro kultuie.

* Vybrala, identifikovala a osekvenovala jsem B. divergens specifické¢ 5' a 3' UTR

(netranslatovatelné useky) vhodné pro ptipravu plazmidu.

* Navrhla jsem GFP plazmid pro episomalni expresi GFP v in vitro kultute B. divergens

a ovéfila ho pomoci in silico klonovani.
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Seznam ptiloh

sekvence 5° UTR aktinu

sekvence 5° UTR proteinu teplotniho $oku 70
sekvence 5° UTR chloroquiniho transporteru resistence
sekvence 5° UTR kalmodulinu

sekvence 3¢ UTR aktinu

sekvence 3¢ UTR proteinu teplotniho $oku 70
sekvence 3¢ UTR chloroquiniho transporteru resistence

L N o a k~ w b e

sekvence 3¢ UTR kalmodulinu

Vysvétlivky

aSNP

AAA start nebo stop kodon

AAAAAA CDS daného genu

AAAAAA hypoteticka predikce CDS neznamych genti v UTR oblasti

Cervené  Sipky  zna¢i  promotor  predikovany  pomoci  software

(https://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

Fruitfly
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Piiloha ¢. 1 — sekvence 5° UTR aktinu

TGTTTTTAGCGTTAATGTTTCCTCTAtAAGCTATATACATTGCACATGTATGGCTTCAT
GIATTTTTCAGCATTACAACTGTTATCATATCTGGTATTCACCACTTAATGTCGCACT
TTATGTGCTTTTATTTCTCTTCTCACGTTATAGCAGAGCATTaTAGTATCatATATATTC
GTGTGCTTATCTCACCATAAGATTCAAATGC TGGTATTATTAATCCaCGTTAATGTTA
TTGTGGCATGAGCTATGTGTTGGCCCTACTTGGCGATTGTATATAATAATACAATATC
GATGCATCACATATTTTGGAAGTGTTTAACAGTTTATTgTAGTAATATGCCTGATACC
CATGATCCTTTACACTTATATTTAGCTACCGGCTGTATCAACATGAACTTTTTATCAA
CCATAATGTTTATTCCTTTACCATTACCCCAGCATTATAAACGGGCTIAGTTATAGATT
GATGGCACGACTACTACACGAATTCCTATTTAATCTCTCACATGCGCAGATACTTTG
TACATTTATTCGTGGAATTGAGGACATATGCCATTCGCTTTTATGATGCACCGCCGC
AGATAGTACCTAACAGTGCTAACATGCAGTCaTGCATAtGTTTATCaGCTATGGGATA
TATGCTGCCCCGTTGAGTTGCATAAAAT GCGAGCA:&AT TAAAAATGAGGCCATGTC
AACAATCAACAGATC TACAAT;;}TAGCAT GATGCTTCAAAGGCAATGCTGACAAGA
ATGTTCAAGATGGCACAAATCATAGGCTATAGATAAGCTCATTTCGGACAACATTGC
CACATCACAAGACGTGCAATCGATGAATTCATGAATGTcACGCITAGATTCAACAAA
GAATCTATTAGATGACAACATGTGATATCAATGACCAAATGCCAAAACaAGAAAAC
CgACATACCACCAAACAATAAaACATGTAATGGGTATGTTAaCATGCCAIGTTTGAAC
TAATTGTATACAGAAGATACACCCACAAAATATATTTTAIGTTACTCGACAATAGTTA
AATTGCTTACTACACAATAACGACAGTAACCTATAAAGGATCATAATATACAGGTGC
AAATAATACACATCGCAGATAATAGTAATAAAGAGGTCACGAATTCITTCATTCAAC
CgAGATCTTGCAGATGGATAGAATTTTAATGGAAGATACACCAACAATCACATGGTC
TACACATTACGATATAATGAGACTIAATATGTATGTGTGAAAaAAATATGAAAAGAG
GTCAGCTGTAGTGGTCTAAAGGCTGTCAGCCTTGTGAGAAATTGGATCTTAAATTT
TCAAACTGTGGCGTGAAATTTTAACGGCTAATGTGGAAAAGGTTAGGCCTACGATA
CACATTAGGTACATAATGCGGCATTAGTAAATACACAAGATGCCATTATATTCCATG
CATAAGGGCACCAAATTGCCGCGATTAGAGACGGGAGCCCCACGGAATCACCCTT
TCAACGTGGCCACCTGTGCATTGGAACAATCACAATAACCACTGTAATTCCTCTCT
GATTACTCAACACCATATCAAAAGGCCCAATTTAAAACTCATTT CAAGGTACGTE&T
GATGATCTACTATATCTGTTTCACATCTTACCTTTTCCGATCGACGTGCTGTGACAC
CAGAGTCAGCCCCTTGTTGTCGTGGGTATATTCATTTCACCCGGCGCCGTTCACAT
ATTTTGTATATGCACTCAATGCATGAAAGCATAAAACGTATGCACCCATTTTCTGTT
GTGTATACTGGTGATTCTGAGGTACTCGGTGGACCGGCGGCCCACTGAAAGAGGT
TTATGTGTCGACTGCGTCAATGTGCACATCCACTAATAAGTTAAATGCTGTTATATC
ATAATTGTTTTTGCGCTTATTITTGCCTCCATATCATCCACTTTTAGGATAATAACCC
TTCAAAATGTCTGACGAAGAGGCTGTTGCGTTGGTCATTGACAACGGTTCCGGTA
ACGTGAAGGCCGGTGTTGCCGGAGATGATGCTCCCCGTTGTGTATTCCCGAGCATT
GTTGGTCGTCCCAAGAACCCAGCTCTTATGGTTGGTATGGACGAGAAGGATACCTA
TGTCGGTGATGAAGCACAATCCAAGCGTGGTATTCTCACTCTCAAGTACCCGATTG
AGCACGGTATCGTGACTAACTGGGAGGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACTTT
CTACAACGAACTGCGTATTGCCCCCGAGGAGCACCCTGTTTTGCTTACCGAGGCT
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TGAAGGCTTGTATCATAGCTACCATCATCAAAAGTTCATCTTAAACGAATGCACATG

ATCAACTGGTGTAGATAAGCGTCCCGTCGACGACGGCCCTACCGCATCCGGC (r_"rAC
GGAAAGATCGGGGTTGCTGAAAATAGGTCAACGACAAGGCTTAACACCCTACCTC
TGTAACATAGTATCAATTATATCACATGATGTACATTCAACACGCTTGAAACGCCGA
CCAACCCAGCCGCAACCTGAGGCAAGTCATGAATGTCGCTCAAAGACATACACCT
ACCTATTTGGGGATTGTCGCAGTTGCATTGCTGAACACGATGATATCGCAGAAAAT
CGCCAAATACCTACCTCACAGGCGAGGTITGTITGTTTATCAGTGTGCCCTTGGCATA
AGACGTAAACGCGTTGACACACCCTTCCTGTGTAGCCTTGCAACACAGCTGGCAC
AAACAGTAACTGCGAACAGAAACTTCACGTTAGCGACTTTACACATCGTCGCAAA
ACGACATCAGACGGTAGACATGACTACAGGTGGCGTAGACAACACTCTTAAACCG
CAGCACCCAATATTGTCATATCCGCATTCACAGAAAATATGCTCTCACAAAAACAG
AACTCACCCAAAAGTGTAACCACATGGAGCGTTGGACACCGACATGTGTAGGGCC
AAAAGIGCACCCAAAGTCGCAAAAACAAGAGCCTCCGCTAAATCGTGTAGTCCGT
AATAAGCCCTCTGTGGTTATGCTAGTGTGTTCTAATGTGTCTACTTGATGACGCTGA
TGAGTGTAATAACAAAAATACAGCAAACGCTGAAACACGCAACCTATCACACAAA

CATAACACACCGTATCTATAGGTGAAGTAAAGAAATAGAACACATGTGTAAATTATA

CCGCCGTCTCGCTTCGGTCAAATACATA(ETC TGCCCGTACAGCAACCCAAAGAAGT

GGGCAACGCTTATACAAGAAGCCCGCCCATCACATAAGCAGGACAATAACACGCA
ACGGTATAAGGTTATTATTTGGCACCTTGGAATCCATCATTTCATATTTGTCCCCTTG
TGTCTAGTGCTGAAATTTACCTCTTCCCCACAATGGCACCAGTGGAATCCTAGCCA
CGCAGCCGCTGGATAGCAACCATCAACgCTTCTCATCCGAAAATACTCACAACCCC
TTCACTAGGAGCAGCTTCCGTGTTATACATTGTGGAGATCACGCAACGCGTGCTAG
GCTCCTCTTTAATCGTTGTGGTGCCGACGACCTTCGTTTGACGCCAAAGTTGACGT
CTTAGGACCGAAGTTGGCGGACTATATTGGGTGGATCGTCCGCCTAAGTGATTGTT

ACGTTTAATTACGAGTTGTGTTGCCGTGAGACCGCCCGAAAATGAACATGCTGGG

TAGGCTCGCATCGCTGGGCTCGTCGTCCTACCGCAACTACGTCGCACACCGGAGA
GTCGCTACCTCACGGGCTCTGCGTGCTAAGGTGCATGGAGATGTAGTCGGTATTGA
CCTGGGAACTACAAACAGCTGTGTCGCTGTCATGGAAGGCTCTATGCCGAAGGTT

ATCGAAAACTCGGAGGGCATGAGAACCACCCCCTCGGTCGTTGCCTITCACTGATG
ATGGCCAGAGACTGGTGGGCGTAGTTGCAAAGCGGCAGGCTGTGACTAACCCGG

AATATACCGTTTTCGCAACAAAGCGTTTCATTGGACGCAGGTTCGACGATGACGTC

ACAAAAAAGGAACAAAAAACACTGCCCTACAAG
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GATCTTCTAACAACTCCTCTTCTGCGTAAGATGTGTTTGAGTGAAATTTGCGCTAA
CCGATTTTGGATCCTTCTTGCTGTGCTTCGATAATAGCATGGAGAGTGAGAGCTGA
GATATCACGTTCTACAATATCTCCACTCATTCTGTAT

GGGATGATAGGCACGGTTTGATTTCAGGACGTAAAATACAAGTCACA
TGCTCCGTGTATAACTCCAATACACTTCTTTGTCATAGAATTGCTATGATAATTGCAT
AGCCACGAATTGTTGCATGCCCAATATGTTTTATGTTGGAGGCGAGGTCACATCCC

CTCTATGATTGCGTCGAACGCATCATGATCATGAAGTCCAGATATGCGATATATGGT
ACCGATACATCCACATTCTGAGGGATGTGGTATTTTGGAGACGTTCTTAGCGATATA

TCTATAATGAACATATTGTTCAATTAAAGCGATCGGCAATTTAGATATGCCAGAATG

TGTCACGCGTCATTGCTTGCGCGTGTTGTAGCGGTCCAACTGGCGAGCGTATAACG
GTGTACCCAGAATGCAACTAGGTGC TGATATAA&T TGGCGTAACTTTAAATCAGGAC
TCACGCCGT GAfC TATAGAACTTGCATTGTTATTATTGTACTAAACTCGTATCGCGC
GTTITCCGCTCTCTGCGTTGTCGCAAGGCGTAGGAAGCGTGTTGTTGTTGCGTATAC
TTTACAGCTTACGCCACAAAACCAGAGCCACCTACATTCAATGGCGTCTGCGCATC
TAGTTTCGGTTCTAGCTGTGTTATATGTTCACCAGCCACATACACCTGGCAGCGTTA
ACATTCTAGAGATGGTTATTGCTACTGTTGAGGCAATGTCGCGATCACACCTTTTCT
GGCCTCCTGTAAAAGTTGACACAAATAGTTTAGTATTATACAGTTCCCTGCTGTGA
GTGGACCCTAGTAATCTGTGCTCCACCATTGCGTACGTATGAGGGTCCCATTACGG
ACGCTTCGTGATGTTGTATAATTTCGTATCGGTATGGAAGGCTAATATTTTTTACATT
AAACATGCGCTATCTGAAATGATCTATGCTAATCAACTGATTGTTCAATTTGGAATC
GTTGCTTATATCGAGGTGATGATGTCTAATCTGTGATGTCTGTTCTCTCTGAGTGCG
GATGGCalGGCGCATTTCTGCCAGTACGGGTGGTAATATGCTCAAATGACAACCTT
TGTAGAACAGTGCGTTTCTGCTACTGTTACAATATTTTAACATCATACATTTATTGAA
TATGTTAATTTAGCATCCAGGTGACACTTGTCTTTTTGGTATTTCTTGCGCACTTTTG
aGTGCAGGAGATCAATATCACGGTTCACTATCGTCTATTAGACTCGAGTTTTACGGA
GGGTAGGATATTTGTATTCTATTGGTATATATGCGGCAAGGATATTACAACTTCCAAT
CAGGTGGATATGATTTACCACGGTCAGGATTCCGAGGATTCTTCCGTGGTGTGGGG
TCATGATGGTACAAATGCATTGGCCTCCGATAGTTCGTCTATTCGTGGAATTATAGG
TGAACCCCGGGATGGTAGCACAGCTGATTGGGGGCTGCCCAGTAGGGCAGTTGCA
ATTGCTTCAAATATGGCACATTTCCTGAGGAAGAAGCAGCTCATTATCGCATCAGT
AGTATATGTGATTATGGATGTATTTCTTACTGTGTATTACAAGATGGTGATGGACCAC
ACGAGCAACTATACGTTGGTGACCATGGAAACCCTGACAATGTTCATTTTTGTT
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AAGTTCCTGAGTTATTATACACAATGACACATGTACCAACATACTTGGCCAAGTGA
AACCTTTTCTCGGTAAAACGGCCAATAATACCATCTCGCTCATATGGCTCATTCTTG
AAAATCTCAATACCGCTCCCATTTTCCATCTCCTGTATACTGGCCTTGGTAACCATG
TACAGTAGGCAGCGATGAAACTCCTGAACGCGCATAAAAGACAGTATTCACAACA
AGTAGACTTACATCCATGCTAAGTGGCAGAGCTATACGGAATTCAACAACCTTCAT
TGTACAGGATCATATAAAAACCTCAAGGTGGAAGAAAGCACGTCGCCCCGPECCGC
GACGTGCITCTTGCGATATCTAACAATTACAAGAGCATCCGCTCAAAAAAACATAT
GAACCAATACAATCAGATTGCTAATAAACGTAGCTCTAAGAGAAGGGAGCTAAAC
AITCCCATGCAACATCCTATGCCTACCATAGCGCGTGCAAAATCCCTACAGCAACC
ACATTGGAAATATCACTATTCACACCCAATCAAAAACACAAATTAGTCTGTAAGCG
TGGAAGACGGTTCAGTTATCACATTTTTTATCGTGATTGCCAAAAATGAAATGCTA
CACATAGTTATGGAACATAGAACTTATAGGAGTATCAACCTAGAATCTGCTATGTGA
AGCAITTATGAAATCAGATCGTTATATATTTAGGTATCTTAGAAAAGAACTCCCCTT
GTAAGCGGTGCCAITGTCGGCCATATGTGCAGCCTAGAGGAAACAACCGTCATTAT
CTAATAAACCATGTCTCCCAGGTGTGTATTCCTAGATTTCCTATCAACCTCGTATTGT
TACGTATATCATTATAGTGGAATCTGAAGTTAATGCCTAGGAGCAACAAGAAATATG

ATAATGTTTGCTCTACACCCAGTAAAATATACCGCCTCGAAACATGGATTGCTGCGC
GCACACAACGCAACTTTTTATTAATTGCAATATATTTCAAGCCATGCGTGTTGATTT
GTAGCCAATAGGTGAAAGCTTGAGCGAAATATAGCCAACAGCACATTCGTCACGA
TGTAAAGACACCTAATATATTCATAAAGGACTAGGGATATTACCCCGCACAGGAAA
CTGTCTATACGTGTGTATAGTAAGGGATAACTATAATACAGGGGAATGATTCAAATT
TTGGAGCTGCGCACCCGCCAATCACACAATATGGGAATGGACCGACGCGACACCT
GATACCCTCTGTACGTCCACAACTTAGATACCCGGAAGAATACGCGTGGCAGTCGA
CGTTTACTACACCTTCGACACTATCAGATCAGGTCAGGATCCGTGCGTAGTGGCAA
CACACGTGAATGTCTTTTGGTCTTACACCCTGCGGAGGCTGTATCATATGTGCTCAT
AGGTTAACATGGCAGACCAGCTGAGCGAGGAGCAGATTGCTGAGTTCAAGGAGG
CATTCTCCCTCTTCGACAGAGACGGCGATGGCAGTATGTCAGACACGACGCAATG
TCAAAATGTGCAGGCATCACGACCAAGGAACTCGGAACCGTCATGAGATCACTCG
GACAGAACCCAACAGAGGCTGAACTTGCCGATATGATCAACGAAATTGACACCAA
TGGAAGCGGTGCCATAGACTTCCCGGAGTTCCTCATACTCATGGCCAGAAAGATG
AAGGAAGGAGATACTGAAGAGGAACTGGTTCAGGCATTCAAAGTATTTGAT
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TGGTATCCACACCACAACCTTCAACTCCATTGCCCGCTGTGATCTCGACATCCGCAAGGACCTCTA
CTCAAACGTCGTGTTGTCTGGAGGTACGACGATGTACGAGGGTATCGGTCAGCGTATGACGAAGG
AGCTGAATGCCTTGGTTCCCAGCACCATGAAGATCAAGGTTGTTGCCCCTCCGGAGCGGAAGTAC
TCTGTCTGGATTGGTGGTTCGATTCTATCATCCCTTTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCACCAAG
GAGGAGTTCGACGAATCCGGTCCCAACATTGTTCACAGGAAGTGTTTCTAAACAAAAAGCAATAT
CAACTACGTGTTAATTTTCCCGTATTATAGGAGTTAGATGTGTTAAATTATATAGATTTGTGTTGG
TGGTGATTGTTGATATAGCCGTTCACTAAAGGCAGCTCGGCGTTGATTATTTGTTTAGGAAGTGCC
TAATGCCGTTTGATACGAGCGGCAATAGGAAAGGGAAGACGTCGCACATGAATAATGCGAGGCC
ATGCTCCACGGAGACGACGTTTCTTGCGTAGGTCTCATCGTCCCCCATGGCTTCGAGTGATTGCTT
GAAGGATGTCCGCGCAAGGGACAGCAATTTCATGTTGCTGAGGAACCTCCCTCCACATCCTTTAC
CGTATAGGCATGATATAGCGTTGTATGACATTCTGATGTTGCCCACGGCTCTCTCTGAAACCCTGC
TCATGAAGCTGAGGGATGACAGCGGCTTCACCACCTTGTGCATGTTATCAAGTGATCCCTTGAGA
TACAGACTGTAAAGGGATTCTGCGATTTTCGAGAGTTCGAAGCCATAGAAGGCAACCAGCCCCGG
AGTTGTAAGCCTAATGGTGAACTCGACATTGGGGGATTTAACCAAGTAGTGGCCGTCTTCAAGCA
CTGTAACTTCGTCCTCTGCCTTCAGAGCTTCCATGATGGTATCGGTAAGAGTAGCCGGTAGGTTGT
GCATCTTCCTGATATGCGTGACCCACGAGCTCATTAGCGATGCAATGTCACCACTGCTCAAGTGGT
GTTCGGCATCATGGTCATCTGATGGGCCCATTAGTGATAATATGCCGAGTCCCTTTATCATGAAAG
AATCAGTTTCACGCTCCAAAGCCCTGTCGTAGAACCGTAGCTCCTTCTCGGGCACATGGCACATG
AAGGCGAGGCTGTGTCTGTAAATTGAGGAATCCTTTGTGCCAATCTCCACGCTGGAAACACGTTC
TAAGAGGTCAAACATCGTTGCTTCCTGTTCCTGGAGGTCTACTATGCTGTGGTCTCCATAGGAAGT
GGGTTTTAGCTTCATGGTATGGGTGAGGTTGGCCCCCGAAATGACACGGCTATGGAGATTGATGT
CGTAGAACAGAGACATGGCGTTTGCGATTTTGTGGAAGAAGGGAGCGATAATATCATTCTTGACA
TTCCACTTCACTTTCTGCTTGTCGCTTATCAGGACAAAACTAATGTCAAGTATGGGTGTCAAGCTT
GTGGATGGCATTCCGCCGTATTTGAAAAAGACCCCGTTGATGAGGTCGTATATCTTATCGGGGAC
ATTATCAGATTTTAGTCCCGCTTTAGTGACGTTAATCACCATAGACCTGCCTCCACTCACTACGAC
CTCTAAATCTCCCTTAAATGCGGGCTCCCTTACGTATCGAATCACCACTGAAAACTCGCGTGTTAT
GTCGA
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ACGGTATCATGAACATCAGTGCAGTAGACAAATCAACGGGCCGCAAGCAAGAAATCACCATCCA
GAGCAGTGGTGGCCTAAGCGATGAGCAGGTCGAACGTATGGTCAAGGATGCCGAGGCTTTCAAA
AGGACAGACGAAGAGAGGAAACAACTGGTGGACGCACGCAACGAAGCCGAGACGCTCTGCTACG
CCGTTGAGAAACAACTGACCGATTTCAAGGACAAGCTATCTGATGAAGAGAAGAGGGGCCTCGA
AGAGAACCTCAGCGAACTCCGTCAGAAGATGACGGAAGAGAACCTTGACGGCCTTAAGGAAACG
CACAAGAAGCTCCAAGAACTGTCATGGAAGGTATCTCAGCAAATGTACCAGAGCAACCCAAACT
CTGAGGGCAAGGAGGAATCTGAGGACGGCTCAGGATCCGAGTCTAAGAACTGATCCAACACGGC
AAACCCCGGCCAATGTAGGCTTAATATAAATACTAATCAGCTAACTAAATTAATACACGCCACAC
TCTAGAACGATAAAACATGCATGAGTTCTGCTCcTCATTTATAGACAGTTGGTGTGCTGCTTTCGCA
CCTGAATTTAACCGCGCCGGCGTCTAACGGCGGACTGGCATAGCCCTGGTCATACCGCCGTTCGT
GTTAGGGCGGCCGCAATGGATGTCGACGTAATACGGCCCACAGCGAAATTCTGGAACGGGACCT
AAACCGCTTACAATAGCAACCTGCATGACTTGCTTCTGCATTCGTGAGGAACTGAGCCCGGCYGCC
GCGACGTTAGAAGATTCAGAGCCTGAGGCTCGACAGGAGTTTGCCACAAAGGCAAAACCGCCCC
TAAAATGACGCGAAACGAAGTCCTCATAATACTCCACCGCCTCACGGCTGCCGTGAACCAGATTG
TCGACCTCCCGGGAGACACGTGCCACCTCGTCGTGCACTCTAGCGGACGCCTTACGTGGGCCACG
AGCCCGAACATCCGGATATAGCTCATTAGCCTCGTAGAAGTGGGACCAGTTCAGTCTGATCTTGC
TCTTAGGAGGCTTTAATAGGCCTATGCCGGTGCTTCGTAGCCTGGCATCGGAAAACCTGAGCCGT
GTTTGCGCACCCTCTTGAGATTTGTGTAACGCATAGACGTCAGGAGTGCAGATGAATCGAGGGTC
CAAGTAGTTGGTGTCGTTCGTCCGGAGGGCCTTCTTGAGACGCGACTCGAACAACTTATCTATGCC
ATACACGGTGCTTTCCGTGTCAACGTCGCTAAACCTACTGGAGAACAATGTGATAACATGGTCGT
AAACCTTCAGGAAACCTTGGACTGTCTGCAACCCCGCGACAGACAACCCATCATAAAGCACAACA
CTGCCCATGCCACCAAAGTGATGGTACATACAAAGACTGCGATAAACATGCCTCACAACCTTCAG
GAGCTTTGATGCAGACTCACTTGAAGTGGAGTGAGACGTAATGCATCCCTCGGCAG
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GTTGGCATATATCGTGATAATGATGCACGGTGCGGTGACGCTAACGTTTTTGCTTGGGGCCCTAAA
AGTTCCCTTATGTTCAATTGCATTTTCTATTCCCTTTATCAGCGGCGAGAGCGCGTCACAGTTTGAC
ATTACGGATGTATACTGTTTTCTGGGTATAATGTGTTCTCTATTTATTTATGGCATCGGCAGCAGGT
TGCTGACGTCTTCCCATAGTGCCGCTGCAGAGCCCATGCTACAAGAATTTGATAGATCTGACTGTT
CCTTGTTCGAGAGAAGCACCCAGTCCTCCATTGAAACTCGAGTCTGATTCGATATCAGATTTAATG
CTAGTTAATTCAAAAAGCCTCTTGCAGCGGCTAGCACGGTTACCGATACATATTGGTACAGCTGCT
GTTACGTACTATAGGAGGTAGCACTAAATATTTAGTGGAGATGGAACGCTGCGTGAGTTCTTGCC
TGTTGTGTATACGTCGACCACTTGCACGGGCATTAGGTAGCATCGTGCTACGGCCAAATACGCTC
ACCATGGCTTTCCTATGTCCCATAGTGCAACGCCACCAAATCGATTATTAAACTAGACGATTCTTA
TATGCTTATGAGTGTTATGTGGTGCGTGGCCTAGTGTACAATCGCCTTCCTTAGGACGTTGTACAA
CTCCCACGCGTTACCCTGAACCACTTCCGGTAAGTCGGCGCTCGACCCTTAGGAAATGTTAAATG
AAAACAGTTTGACGGTTAAGTTGTTCCAATTGTAAGAAAACCGGCTCTTCTTTGTTGCACGTCATG
GCTACGCTACGTGCTGCGTGTGTGTTTGGGTTAACGCTTCTGCTGGTTGTCAATAAACAGGTTAAC
TGTGTATCTGAGGAGGAAGATGATGATCAGTTTACGCGGCATCTTCCTGCTTGCTCCATTGATGTA
AGTGTTCATGGCTGCAGATTATTTGGGCGTTTAAGCCGCGTTGTTTGCACGGGGCTCCTTGGCTAA
CAGTGTCACTATGGCTTTCACGCGTTCCACATATGAGGATGAAGGTGTTGTTTCAAGTGTGATAAG
CTATTCTGATATCCAGCCCCGTGTTGTATTATTCACGGAGCTCAGCCCTTCTGTGAACATGTTTGGT
TTCATGATAGCCAAACCCTAATGGGGAAATAATATTGTTTTAGACGGAAAGAATGCTTGCTGCAC
TCAATAGCTACCGTGATTTTCATTCGTCACCACATCTCGAATGGTAGGATGCAACGGTTTCGTTTC
GTGGATCACGATGTTCAGGAGCAGCAAACTAGCGTCAGACGCTCGCAGGTCAGCGAACGAGGTT
AGCGTTACCAAATCCGTCTTCACTTGTCGT
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ATGGCAGACCAGCTGAGCGAGGAGCAGATTGCTGAGTTCAAGGAGGCATTCTCCCTCTTCGACAG
AGACGGCGATGGCAGTATGTCAGACACGACGCAATGTCAAAATGTGCAGGCATCACGACCAAGG
AACTCGGAACCGTCATGAGATCACTCGGACAGAACCCAACAGAGGCTGAACTTGCCGATATGATC
AACGAAATTGACACCAATGGAAGCGGTGCCATAGACTTCCCGGAGTTCCTCATACTCATGGCCAG
AAAGATGAAGGAAGGAGATACTGAAGAGGAACTGGTTCAGGCATTCAAAGTATTTGATAGAGAC
GGGAATGGTAAGTTGGCGTGCAGCTAAATGGTGGGAAAGGCGGTGAAACGGGTTCTGCTTCGTCT
CACTGTCTACATAGTGTCCGTGGCAATGAGATAAACAGTCGCATCAAAAATGTACAGGGTTTATC
AGTGCACAAGAGCTCAGGCATGTCATGACGAATCTCGGCGAAAAGCTAACGAACGAAGAAGTCG
AGGAAATGTTACGGGAGGCCGACGTGGATGGTGACGGCAAAATCAACTACGAAGAATTCGTCAA
ACTTATGCTCTCCAAGTGATCAGATGCCGGTTCGAACACATTATACGAAATCAAATAGTATTTGGT
TACACAACTATCTCACCGTAGTAAATGTACCCTTAATCCTATCAACCAGCGCCAAAGGCAGACCC
CATAAATAAACACTTGGTCGGCGTTTTCGCCGTCGCTAGGCGTGATGGTTAAGCATAAATTAAGC
CGCGTGATCAAATACACGTGGCGATGCGCTGAGCTCCCACGCATCGGCGCCTACACACCTGTACA
TTAGCTGCCTGTCTTACGGGCACACATCGCGCAAAATGGAGCCTGAACCGGCAAAAACCGAGTGT
GGGAAGTACACCCTGCTCATAGGACTTGTTAAGGTCGCGGATGAGTACCTAACTGAAGCCAACCG
AGGATGCGATCTCACCTCCATCAAGGAGAGCGTGATGCATAAGGTTTTGAACATCAACAACTATA
TCAAATCGCTATGCGACTACTATGCGCGAGAGAAACGAGAGGGTAAGCCGTATTACGCAAAGTAT
CAGCGCGAACAGGGGAAAATGATGACCAGAAGACCAAGGCTACAGAGGCCAACGCGTC
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