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Anotace

Babesia divergens, an Apicomplexan parasite, infects both bovines and humans,
resulting in babesiosis. The life cycle of B. divergens is complex, with various developmental
events coordinated by a calcium signaling pathways that are regulated by Ca®"dependent
protein kinases (CDPKs). While recent research has highlighted the crucial role of CDPKs in
apicomplexan infectivity, including motility, host cell invasion, and transmission into the
vector, Babesia CDPKs remain poorly characterized. This thesis focuses on BACDPKS,
a protein thus far uncharacterized with an unknown role in the Babesia life cycle. The
recombinant BACDPKS5 protein was expressed and purified using the Escherichia coli
expression system, representing a valuable tool for further studies such as biochemical
characterization and 3D structural analysis. Additionally, polyclonal antibodies were generated
and validated for their ability to recognize the BACDPKS5 molecule, enabling the detection of

this enzyme using various immunomicroscopy applications.
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1 Uvod

Babesie jsou hemoprotozoarni parazité z kmene Apicomplexa (Jerzak et al., 2023),
v ramci kterého spole¢né s rody Theileria a Cytauxzoon tvoti fad Piroplasmida (Yabsley
& Shock, 2013). Babesie jsou ptendseny klistaty z ¢eledi klistatoviti (Ixodidae), ve kterych se
pohlavné mnozi (Jalovecka et al., 2018). K pfenosu dochazi pii sani klistéte na obratlovéim
hostiteli, kterym se muaze stat i ¢loveék (Schnittger et al., 2012). V erytrocytech obratlovcil
dochazi k nepohlavnimu mnozeni babesii (Schnittger et al., 2012), které pti vystupu z nich
nici, coz muze vést az k zavaznému nebo dokonce fatalnimu onemocnéni zvanému babezidza
(Elsworth & Duraisingh, 2021).

Babezi6za predstavuje vazny ekonomicky a veterinarni problém, pfedevsim pro zemé
zamé&fené na vyvoz hovéziho dobytka (Kumar et al., 2021). U skotu je spojena s imrtnosti,
potraty a sniZenim mlékatské i masné produkce (Jalovecka et al., 2018). Ptesto, ze ¢lovek neni
pfirozenym hostitelem babesii, i u n¢j se mize toto onemocnéni rozvinout. K pfenosu muize
dojit nejen pomoci klistéciho vektoru, ale také krevni transfuzi, z matky na dité placentou nebo
transplantaci organi (Jerzak et al., 2023). Onemocnéni muze probihat od bezptiznakové
infekce, pfes mirné az sttedné zavazné onemocnéni, aZ po fulminantni priibéh podobny malérii,
ktery mtize koncit aZ smrti (Homer et al., 2000; Vannier et al., 2008). Nejvice jsou ohroZeni
imunokompromitovani pacienti, lidé s AIDS, imunosupresivni 1é€bou a jedinci po splenektomii
(Vannier et al., 2008).

I ptesto, Ze se jedna po trypanozoméach o druhého nejvice rozsiteného krevniho parazita
(Yabsley & Shock, 2013), ktery piedstavuje velké ekonomické, veterindrni a lékatské riziko,
neni jim vénovana takova pozornost ve srovnani s rodem Plasmodium (Jalovecka et al., 2019).
U mnoha ptipadi babezidzy neni zndm ptivodce a u mnoha ptivodcii babezidzy neni zndm
pfenase¢ (Yabsley & Shock, 2013). Rozmanitost rodu Babesia a vSudyptitomnost klistat
ukazuji na jejich vysoky potencial, jakoZto zoonotického patogenu v celosvétovém méfitku
(Hunfeld et al., 2008). Vyskyt a riznorodost infekci prenaSenych klist’aty se v poslednich letech
zvysily v diisledku lepSich diagnostickych nastrojli a stoupajiciho poc¢tu imunosuprimovanych
a splenektomizovanych jedinci. Zmény v Zivotnim prostiedi, napf. suburbanizace nebo
klimatické zmény, hraji diileZitou roli ve zvySeni hustoty klist'at a maji vliv na jejich preZiti,
aktivitu a vyvoj (Fanelli, 2021; Yabsley & Shock, 2013).

Pro vyvoj babesii je zdsadni vnitrobunécna signalizace, kterd je primarné zavisla na
vapniku. Jednou skupinou molekul, které reaguji na vapenaté ionty, jsou kalcium-dependentni

protein kindzy (CDPKs) (Elsworth & Duraisingh, 2021). Specifické role jednotlivych CDPKs



se lisi, ale obecné zajistuji klicové biologické funkce nezbytné pro preziti paraziti. CDPKs
hraji roli pfi prenosu vapnikem zprostfedkovanych signalti u vSech zkoumanych ptislusnika
kmene Apicomplexa a jsou kli¢ové pro vyvojovy cyklus parazita. (Sharma et al., 2021; Keyloun
et al., 2014). Jejich zasadni role v biologii Apicomplexa poukazuje na dilezitost popsani
jednotlivych kindz také u babesii a naznacuje potencial jednotlivych kinaz jako terapeutického
cile pro specifické inhibitory. O to zajimavéjsi je, ze jsou tyto molekuly nepfitomné u sav€ich

hostiteltl (Jalovecka et al., 2019; Keyloun et al., 2014; Miranda-Saavedra et al., 2012).

1.1 Kmen Apicomplexa

Kmen Apicomplexa ma vice nez 5000 zastupci, vétSina znich vede obligatné
vnitrobunéény paraziticky zpusob zivota (Seeber & Soldati-Favre, 2010; Sibley, 2004).
Apikélni komplex, ktery se nachazi na anteriornim apexu buiky, je kliCovym organem
zodpovédnym za invazi do hostitelskych bun¢k a dava jméno celému kmeni. Apikoplast, dalsi
dilezita struktura, pravdépodobné vznikl sekundarni endosymbidzou s fasou (Seeber & Soldati-
Favre, 2010). Fylogeneticky jsou fazeny do velké skupiny protist Alveolata spolu s ndlevniky
(Ciliophora) a obrnénkami (Dinoflagellata), se kterymi jsou blizce pfibuzni (Arisue
& Hashimoto, 2015).

Kmen Apicomplexa zahrnuje i mnoho lékarsky a hospodaisky vyznamnych parazitd.
Mezi nejznaméjsi zastupce patii Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondi nebo
Cryptosporidium parvum. P. falciparum je ptivodce nejsmrtelnéjsi formy malarie, kterd ma dle
WHO kazdoro¢né na svédomi statisice umrti a to predevsim na africkém kontinentu. Malarie
je pfenaSena komarem rodu Anopheles a je rizikem predevSim pro déti do péti let, které nemoci
podléhaji v 80% piipadt (Arisue & Hashimoto, 2015; Fleige et al., 2010). P. falciparum mé
slozity Zivotni cyklus, ktery zahrnuje preerytrocytdrni a erytrocytdrni stddia u clovéka
a sexualni rozmnoZovani v komadrovi. Preerytrocytarni stddium se odehrdva v jaternich
bunkach, ve kterych se parazit mnozZi pomoci schizogonie. Ty opousti jejich znicenim, diky
c¢emuz se dostava do krevniho fecisté, kde napada ervené krvinky. V nich se parazit pomoci
schizogonie dale déli a po 48 hodinach od jejich napadeni dochazi k jejich destrukci
a k uvolnéni nové vzniklych parazitl, ktefi jsou schopni znovu infikovat dalsi zdravé cervené
krvinky. Erytrocytarni faze je zodpovédna za klinické ptiznaky, jako je anémie nebo stiidajici
se horecka a zimnice. Dal§imi pfiznaky jsou bolesti svall, nevolnost a zvraceni (Bonam et al.,
2021; Schmidt et al., 2015). T. gondii, je nejvice rozSitenym parazitem z celého kmene, ktery

infikuje vice nez 200 druhti savct a ptaki a je ptivodcem zoondz (Anantharaman et al., 2007).
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Zvitata z ¢eledi kockovitych (Felidae) jsou jedinymi definitivnimi hostiteli, kocka domaci
(Felis catus) ma pak sté€zejni vyznam pro pienos toxoplazmozy. Kocky nakazené 7. gondii
mohou vylucovat s trusem az miliony oocyst, které pretrvavaji jako zdroj infekce i po ne¢kolik
meésici, a jejichz konzumaci se mohou nakazit dalsi zvitata. Syrové nebo nedostatecné tepelné
upravené¢ maso nakazenych zvifat obsahuje tkanové cysty, které jsou vyznamnym zdrojem
infekce pro ¢lovéka (Garcia, 2009). Vétsina infekci u ¢lovéka probihd bezptiznakove, ohrozeni
jsou predevsim imunokompromitovani jedinci a t€hotné zeny, jelikoz pribéh infekce béhem
téhotenstvi mize zplsobit zavazné vrozené vady plodu (Anantharaman et al., 2007). C. parvum
infikuje gastrointestinalni trakt lidi a zvifat a ptfedstavuje tfeti hlavni pfi¢inu prijmovych
onemocnéni na svété (Spano & Crisanti, 2000). Rizikem je ptfedevsim kvili pretrvavajicim
prijmuim a infekcim ZluCovych cest, které zpiisobuje u pacienti s oslabenou imunitou, zejména
u pacientt se syndromem ziskané imunodeficience (AIDS), a kvtli hrozb& pro vefejné zdravi
v podob¢ velkych komunitnich epidemii pfenaSenych vodou (Laurent et al., 1999). Riziko
prenosu kryptosporidii vodou je zdvaznym celosvétovym problémem v oblasti bezpecnosti
pitné vody. Oocysty téchto organismi jsou rozsifené ve zdrojich pitné vody, navic jsou
mimoiadné odolné a schopné piezivat v tomto prostfedi po delsi dobu (Carey et al., 2004).
Oocysty se §ifi fekalné-oradlni cestou. C. parvum navic prokazuje obecnou nespecifi¢nost pro
hostitele a zoonoticky pfenos (Laurent et al., 1999). DalSimi zastupci, ktefi maji predevSim
dopad na volné zijici a hospodarska zvitata jsou naptiklad parazité¢ z rodu Eimeria, ktefi
zpusobuji kokcididzu, stfevni onemocnéni predev§im domaci dribeze, nebo Neospora
caninum, kterd infikuje predevsim psy a dobytek, u kterého ¢asto zplisobuje potraty. Dale pak
klistaty ptenaSena Theileria parva zpisobujici theileridza, také zndmou jako Ease Coast fever,
nebo zastupci rodu Babesia zplisobujici babezidzu (Arisue & Hashimoto, 2015; Fleige et al.,
2010).

Adaptace téchto parazitli na obligatni vnitrobunéény zplsob Zivota zahrnuje predevsim
vyuziti apikalniho komplexu pro vstup do hostitelské buiiky. Apikalni komplex se nachédzi na
apikalnim konci zoitl (souhrnny ndzev pro invazivni stadia) a sklada se z polarniho prstence,
konoidua, souboru specializovanych sekre¢nich organel, oznafovanych jako mikronemy,
rhoptrie a denzni granula, které se podileji na ptfichyceni a invazi do hostitelské buiiky, a na
tvorbé intracelularniho oddéleného prostiedi zvaného parazitoforni vakuola (PV), ktera
odd€luje parazita od cytoplazmy hostitelské bunky (Cova et al., 2022; Anantharaman et al.,
2007; Dubremetz et al., 1998). Mikronemy jsou kli¢ové pro pohyb, rozpoznani a pfichyceni se
k hostitelské buiice, zejména diky adheziniim, které sekretuji, a také pro samotnou invazi

(Sibley, 2004). Rhoptrie jsou uréeny pro invazi a adaptaci uvnitt hostitelské bunky, kde hraji
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hlavni roli ve formaci a remodelingu PV (Cova et al., 2022; Chaabene et al., 2021). Parazité
maji také denzni granula ndhodné rozptylena v cytosolu, a jejich obsah se podili na remodelaci
membrany parazitoforni vakuoly na metabolicky aktivni prostor vcetné piijmu Zivin
a komunikaci simunitnim systémem hostitelské buniky (Chaabene et al., 2021).

Apikoplast je unikatni organela vyskytujici se u vSech zastupct s vyjimkou rodu
Cryptosporidium a nékterych zéastupct rodu Gregarina (Fleige et al., 2010), ktera byla
jednoznac¢né pfifazena k reliktiim plastidu (plastid apicomplexa). Apikoplast vznikl sekundarni
endosymbidzou prostiednictvim pohlceni Cervené fasy nesouci plastid (Arisue & Hashimoto,
2015; Seeber et al., 2010). Je slozeny ze dvou membran a obklopeny dal§imi dvéma
membranami pochazejicimi z plazmatické membrany tasy (Seeber et al., 2010). Apikoplast
ztratil funkci fotosyntézy, ale jinak je stdle metabolicky aktivni. Alesponi Castecné v ném
probihd fada esencidlnich pochodi, jako je translace proteinl, syntéza mastnych kyselin,
izoprenoidii, aromatickych aminokyselin a hemu (Foth & McFadden, 2003). NaruSeni funkce
apikoplastu ma za nasledek smrt parazita, coz z této organely ¢ini nadéjny cil pro vyvoj 1é¢iv

(Rai et al., 2017).

1.2 Rod Babesia

Babesia patii do kmene Apicomplexa, tfidy Aconoidasida a fadu Piroplasmida , ktery
ziskal svilij ndzev diky intraerytrocytarnim stadiim, které tvarem piipominaji hruSku (pear-
shaped) (Filipe et al., 2023; Florin-Christensen & Schnittger, 2009). Historicky byly Babesia
rozdéleny do dvou skupin na zaklad¢ velikosti jejich tropfozoitii. Prvni skupinu tvofily babesie
s mensimi trofozoity (0,5um az 2,5um), nazyvané "small Babesia", do kterych spadaly
napiiklad Babesia gibsoni, Babesia microti nebo Babesia rodhaini. Druhou skupinu tvotily
babesie s vétSimi trofozoity (2,5um az 5,0um), oznacované jako "large Babesia", do kterych
pattily naptiklad B. canis, B. bovis, B. caballi nebo B. vogeli (Beugnet & Morea, 2015; Homer
et al., 2000).

Toto historické deleni do dvou skupin dle morfologie neni v souladu s recentnim
fylogenetickym rozdélenim na zékladé malé ribozomalni podjednotky (18S RNA), kde byly
babesie v ramci skupiny Piroplasmida rozd€leny do 4 cladl: Babesia sensu stricto (Babesia
s.s.), Percei, Western a B. microti-like groups. Posledni tfi jmenované clady byly hromadné
oznaceny jako Babesia sensu lato (Babesia s.l.) (Jalovecka et al., 2019). Babesia s.s. jsou
charakterizované schopnosti transstadidlniho i transovarialnim pienosu (Schnittger et al.,

2022). Babesia s.l. jsou schopny pouze transstadialniho pienosu. Tato skupina ptvodné
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zastitovala vSechny Piroplasmida, které nebylo mozné jednoznacné zatradit ke skupin€ Babesia
s.s., ani ke skupin€ Theileria. Transstadidlni pienos a pritomnost schizontil v leukocytech pak
definuje rod Theileria (Schnittger et al., 2012).

Do Babesia s.s. fadime B. bovis a B. bigemina infikujici skot, B. ovis infikujici ovce,
B. orientalis infikujici vodni buvoly, B. crassa a B. motasi napadajici ovce a kozy, B. canis
parazitujici na psech, B. cabali napadajici koné, B. venatorum napadajici jeleny nebo
B. divergens, ktera je vyznamnym patogenem pro skot i ¢loveéka (Schnittger et al., 2022;
Jalovecka et al., 2019; Schnittger et al., 2012; Hunfeld et al., 2008). Do Babesia s.l. spadaji
B. microti a B. rodhaini infikujici hlodavce (Goethert & Telford, 2003), B. vulpes infikujici
lisky (Goethert, 2021), B. felis kocky (Uilenberg, 2006), B. lengau gepardy (Penzhorn
& Oosthuizen, 2020) nebo B. conradae napadajici psy (Kjemtrup & Conrad, 2006).

1.2.1 Babesia divergens

B. divergens je ptenasena klistétem Ixodes ricinus, z Celedi klistatovitych (Ixodidae),
kterému se dati ve vlh¢im prostredi a snasi i1 velké rozpéti teplot (Schnittger et al., 2022). Jedna
se o hlavniho pivodce babezidzy skotu a soucasné hlavni zdroj lidské babezidzy v Evropé
(Zintl,et al., 2003). Lidskeé infekce B. divergens se projevuji vysokou parazitémii a patogenitou
a jsou spojeny predevSim s masivni destrukci erytrocytii vedouci k té¢Zké anémii, ke které
nejcastéji dochazi u splenktomizovanych pacientii (Schnittger et al., 2022; Kjemtrup & Conrad,
2000). Ackoli jsou infekce u Clovéka vzacné, az 42% nakaZenych pacientii umird z divodu
septické horecky, hemoglobinurie nebo Zloutenky v disledku hemolyzy ¢i na rendlni, srdecni,
respiracni nebo jaterni selhani (Hildebrandt et al., 2013; Ord & Lobo, 2015). B. divergens ma
vysoky prolifera¢ni potencidl, takze i maly pocet piezivSich parazitl miiZze znovu rozpoutat

akutni onemocnéni, a to pfedevsim u pacientl s oslabenou imunitou (Lobo et al., 2019).

1.2.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus babesii se skladda zmerogonie, nepohlavniho rozmnoZovani
v obratlov¢im hostiteli, gamogonie, pohlavniho rozmnozovani ve stievé klistéte, a sporogonie,
nepohlavniho rozmnoZzovani ve slinnych zlazach klistéte (Fanelli, 2021; Jalovecka et al., 2018).
Obratlov¢i hostitel je infikovan sporozoity ze slinnych 714z klistéte béhem sani (Fanelli, 2021).
Sporozoiti okamzité napadaji Cervené krvinky, kde se vyviji v trofozoity. Trofozoiti se pomoci

merogonie, binarniho dé€leni, rozdéli v merozoity (Jalovecka et al.,, 2019). Po



opusténi erytrocytu, ktery vede k jeho zniceni, kazdy merozoit napada novy erytrocyt. I piesto,
ze vstup do nové bunky trvd pouze nékolik sekund, merozoiti babesii jsou schopni
v extraceluldrnim prostiedi prezit i nékolik minut, na rozdil od merozoiti malarie (Lobo et al.,
2019). Cely proces je asynchronni, proto mohou byt v krvi pozorovana v§echna vyvojova stadia
parazita najednou (Chauvin et al., 2009). Rychlé mnoZeni vede v hostiteli k hemolyze, coz jej
muze negativné ovliviiovat. Parazit proto zpétn¢ kontroluje pocet napadenych erytrocyti, aby
hostitele ochranil pfed masivni hemolyzou. Pfi vysoké parazitémii se prodluzuje cyklus
v ¢ervenych krvinkach, zatimco pfi nizsi parazitémii je preferovano opusténi cervenych krvinek
a invaze novych bunék. Tato strategie je u Babesia jedinecnd. Naptiklad ptibuzni z rodu
Plasmodium maji nitrobunécny cyklus piesné nacasovany a synchronni (Lobo et al., 2019).
Nekteré trofozoity se nemnozi, namisto toho zvétSuji svoji velikost a stavaji se
gametocyty (Jalovecka et al., 2018). Béhem sani klistéte na nakazeném obratlovci se s krvi
dostavaji mimo jiné i pravé gametocyty stieva klistéte, kde dochézi k jejich vyvoji v gamety
pomoci schizogonie. Tyto gamety, jinak nazyvané také Strahlenkorper nebo spiky-rayed bodies,
v procesu gamogonie splyvaji a vytvori tak pohyblivé zygoty, t€Z zvané ookinety, které
nasledné pronikaji skrz peritonedlni matrix a napadaji bunky klistéciho stfeva, ve kterych
dochazi k meiotickému déleni (Jalovecka et al., 2019). Vzniklé pohyblivé haploidni kinety
vstupuji do hemolymfy a napadaji dalS$i organy klistéte, mezi které patii 1 slinné Zlazy.
U skupiny Babesia s.s. mizou byt napadeny i vaje¢niky, coz vede k transovarialnimu pfenosu
ze samicky do vaji¢ek a naslednych larev (Hunfeld et al., 2008, Kjemtrup & Conrad, 2000). Ve
slinnych zlazach dochézi ke sporogonii, kterd dava vzniku sporontu, ktery se pozdéji vyvine
v mnohojaderny sporoblast (Jalovecka et al, 2018). Ten zistdva béhem ekdyze kliStéte
v dormanci, coz zajiStuje transstadialni pfenos parazita do dalSiho instaru kliStéte (Fanelli,
2021). Dozravani sporoblastli zacind po pfisati dalSiho stadia kliStéte na hostitele a vede
k dozrani a uvolnéni sporozoiti do slin klistéte (Jalovecka et al., 2018, Bock et al., 2004; Homer

et al., 2000).
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1.2.3 Adaptace na paraziticky zpuisob Zivota
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(konkrétné Babesia s.s.), ktery je odliSuje naptiklad od blizce ptibuzného rodu Theileria
(Jalovecka et al., 2019, Orkun, 2019). Poté, co se kinety dostanou do hemolymfy, putuji do
vajeCnikll a setrvavaji v cytoplazmé kliSté€cich ovaridlnich bunék, ¢imz je zajiStén pfenos
parazita na dalsi generaci. NakaZena samicka je schopna vyprodukovat az tisice infikovanych
potomkd, z nichz kazdy slouzi jako potenciondlni zdroj infekce po né€kolik generaci, anizZ by
musel znovu sat na infikovanych zvitatech (Jalovecka et al., 2019; Orkun, 2019; Chauvin et al.,
2009). Vzhledem k tomu, Ze kazdé stadium klistéte saje krev pouze jednou, je pro udrzeni se
v kliStéti nezbytny transstadialni pfenos z larvy na nymfu, potazmo z nymfy na dospélce
(Djokic et al., 2021). Ten umoziuji dormantni sporoblasty, ktery lezi voln¢ v cytoplazmé bunék
slinnych 714z, kde jsou chranény pied zménami provazejici kliStéci ekdyzi (Jalovecka et al.,
2019). Transstadialni pfenos je pozorovan u vétsiny klistaty prendsenych patogent jako jsou

bakterie Borrelia burgdorferi nebo Anaplasma phagocytophilum (Chauvin et al., 2009).



Babesie si také vyvinuly strategii, jak obejit imunitni systém obratlovciho hostitele
pomoci cytoadherace (Chauvin et al., 2009). Byla prokazana schopnost nékterych druhti babesii
adherovat infikované ¢ervené krvinky k bunikdm cévniho endotelu. Takto adherované bunky
neprochazi ptes kontrolu ve slezing, a proto se piedpoklada, ze tento jev chrani napadené bunky
pied jejich znicenim ve sleziné (Chauvin et al., 2009; Cooke et al., 2005). Cytoadherence je
zprostfedkovana Variant Erythrocyte Surface Antigen 1 (VESAL), kédovany multigenetickou
rodinou ves (Hakimi et al., 2020). Jedna se o heterodimericky protein, slouzici jako vysoce
variabilni cytoadhezivni ligand, ktery je exportovan na povrch infikovaného erytrocytu, kde je
v dlouhodobém kontaktu s imunitnim systémem hostitele. Zajistuje tak vedle cytoadherence
1 antigenni variabilitu. Vyména variant antigend, nachéazejicich se na povrchu erytrocytti béhem
infekce, ma za diisledek viny ziskavani a ztraty imunoreaktivity vici aktualné exprimovanému
antigenu. Hostitel tak nemuze ziskat i¢innou imunitu, a proto trpi chronickou infekci, ¢imz

parazit zvySuje svou Sanci na dal$i pfenos (Jackson et al., 2014; Chauvin et al., 2009).

1.2.4 Babezioza

Babezidza je onemocnéni, které vznikd v dasledku napadeni erytrocytii obratlovci
nekterym zastupcem rodu Babesia. Jde o jedno z nejrozsifengjSich, kliStétem ptenaSenych
onemocnéni domestikovanych 1 divokych zvifat, které miize byt pfeneseno i1 na clovéka
(Beugnet & Morea, 2015). K onemocnéni dochézi, pokud hemolyza ptevysuje erytropoézu, coz
mé za nasledek anémii a hemoglobinurii. Kromé toho mohou anoxie a toxiny uvolnéné
v disledku destrukce erytrocytli nepiiznivé ovlivnit rendlni, respirac¢ni ¢i srde¢ni soustavu
(Gray et al., 2019; Ord & Lobo, 2015). Babezioza je celosvétoveé stale vétSim problémem
v disledku rozsifovani biotopt klistat a zvySené mobility zvifat, coZ podporuje Sifeni paraziti
do novych zemépisnych oblasti (Beugnet & Morea, 2015). Ekonomicky dopad babeziozy je
znacny, zejména u skotu (vCetné buvolll), ale postizeni jsou 1 kon€, mali prezvykavci
a spolecenska zvitata. V posledni dob¢ také roste zajem o rod Babesia jako o ptivodce zoonoz.

Pivodcem bovinni babezidzy, také nazyvané redwater fever, jsou nejcastéji B. bovis
a B. bigemina, typické pro subtropicky a tropicky podnebny pas, a B. divergens a Babesia
major rozSitené¢ piedevSim v Evropé (Zintl et al., 2014; Uilenberg, 2006;). B. bovis je
pribéhem a zvysenou umrtnosti. Navic spoleén€¢ s B. canis mohou diky cytoadherenci
v mozkovych kapilarach zplisobovat cerebralni babezidzu, kterd téméi vzdy konc¢i smrti (Gray

etal., 2019; Bock et al., 2004).



Babezioza skotu ma obrovsky ekonomicky dopad na hovézi a mlékéarensky pramysl po
celém svété. Naklady s ni spjaté vznikaji v disledku umrtnosti, Spatného prospivani skotu,
potrati, ztratou produkce mléka i masa a tazné sily, z divodu nutnych veterindrnich opatfeni
a celkového negativniho dopadu na mezinarodni obchod se skotem (Suarez et al., 2019; Bock
et al., 2004). Infikovana zvitata trpi vysokymi horeCkami, apatii, nechutenstvim a dehydrataci
spojenou s prijmy. Horecka béhem infekce mtize zptisobit potrat biezich krav a u byki snizenou
plodnost na dalSich Sest az osm tydnt. Pfi absenci 1é€by infekce ptechazi v t¢zkou hemolytickou
anémii a hemoglobinurii. Zejména u déle trvajicich ptipadi se objevuje zloutenka, ochabovani
svalstva, tfes a polehavani, po kterém nasleduje koma. V ptipadech, které nejsou smrtelné,
muze trvat nékolik tydnt, nez dojde k uplnému zotaveni, které je ale obvykle uplné (Zintl et

al., 2014; Bock et al., 2004).

1.2.4.1 Lidska babezioza

Clovék je nejéast&ji nakazen béhem sani klistéte patficiho do Geledi Ixodidae. Mezi
vzacné zpusoby prenosu patii transfuzni, transplacentarni a perinatalni pienos. V poslednich
letech, ziejmé diky vétSimu lékarskému povédomi a lepSim diagnostickym metoddm, pocet
odhalenych piipadi celosvétové stoupl (Ord & Lobo, 2015; Hildebrandt et al., 2013).
B. divergens stoji za vétSinou piipadi v Evropé, B. microti pak v Severni Americe, kde se §ifi
prevazné z hlodavceid. Pivodcem lidskych infekei mtize byt i B. venatorum, vyskytujici se v Asii
a Evrop¢, kde primarné infikuje jelenovité (Hussain et al., 2022; Kumar et al., 2021; Beugnet
& Morea, 2015). Dal$imi potvrzenymi druhy babesii identifikovanych v ¢lovéku jsou Babesia
duncani, B. odocoilei a B. motasi (Kumar et al., 2021; Ord & Lobo, 2015; Kjemtrup & Conrad,
2000).

B. microti je celosvétoveé nejcastéjSim zdrojem lidské babezidzy (Vannier et al., 2008).
Jen ve Spojenych statech je kazdoro¢né hlaSeno vice nez 2000 piipadii a je zde také jednim
z hlavnich ptivodct infekei prendSenych transfuzi (Kumar et al., 2021). Infekce B. divergens
Pfedevsim u splenektomovanych pacienti je povazovéana za I¢kaisky naléhavou situaci.
V nékterych ptipadech dosahovala parazitémie az 80 % a vice neZ tfetina piipada skoncila smrti
(Krause, 2019; Ord & Lobo, 2015; Kjemtrup & Conrad, 2000).

VétSina pripadd klinické babezidzy ma mirny az stiedné tézky prubéh projevujici se tnavou,
malatnosti, zvySenou teplotou ¢i horeckou, zimnici, bolesti hlavy, svali ¢i kloubl. Prib¢h
nemoci mize byt i zcela asymptomaticky. K témto piipadiim ale z logickych diivoda chybi data

(Kumar et al., 2021). Zavazné onemocnéni se obvykle vyskytuje u imunokompromitovanych



pacientl, mezi které patii jedinci s HIV, na imunosupresivni lécbeé, po splenektomii
a onkologicti pacienti (Kumar et al., 2021). Do tfi tydnti po infekci se u pacientl objevuje tézka
hemolyza spojena s hemoglobinurii a Zloutenkou, pfetrvavajici vysoké horecky, zvraceni
a prijem. Bez 1écby nebo v pripadech, kdy je 1écba zahajena pozdé v pribéhu onemocnéni,
muze do tydne dojit k celkovému selhani organti a smrti (Krause, 2019; Ord & Lobo, 2015;
Kjemtrup & Conrad, 2000).

1.2.4.2 Detekce a 1é¢ba

Spravna diagnostika babezidzy je obtiznd uz kvuli nizké povédomosti 1ékait o této
nemoci, ktera se d4 snadno zaménit s chiipkou ¢i malarii (Kjemtrup & Conrad, 2000).
Klasickou metodou detekce babesii je mikroskopie krevniho natéru za pouziti Wright—-Giemsa
barveni a vizualizace merozoitl ¢i trofozoitti. Na za¢atku onemocnéni mize byt ale parazitémie
nizsi nez 0,1%, takze diagnostika mize byt velice obtizna (Drews et al., 2023; Ord & Lobo,
2015; Vannier et al., 2008).

Dal8i mozZnosti je molekularni detekce babesii v krvi za pouziti PCR, kterd je
nakladnéjsi nez krevni natéry, ale velmi citliva. Byly navrzeny specifické primery zaméfené na
gen 18S malé podjednotky rRNA pro detekci klinické babeziozy (Drews et al., 2023; Ord
& Lobo, 2015; Vannier et al., 2008). Dalsi detekéni metodou je testovani pfitomnosti protilatek
proti babesiim pomoci IFA (Immunofluorescence assay). I ptesto, ze jde o velmi specifickou
a spolehlivou metodu, je ¢asové narocna. Navic vysledky detekce akutni infekce zpiisobené
B. divergens mohou byt zavadéjici, jelikoz protilatky jsou obvykle detekovatelné az 1 tyden po
nastupu horecky a hemoglobinurie. Ma proto spi§ epidemiologické uplatnéni (Hildebrandt
et al., 2013; Kjemtrup & Conrad, 2000).

V evropskych laboratofich zatim nejsou k dispozici standardizované metody
molekularni detekce pro rutinni pouZiti. Vyvijeji se alternativy, jako je ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), kterou lze automatizovat a efektivné tak zpracovat vétsi mnoZzstvi
vzorkl. Pfi pouziti rekombinantnich antigenti vypada tento piistup jako slibna cesta pro rychlé,
citlivé a specifické testy (Hildebrandt et al., 2013; Kjemtrup & Conrad, 2000).

Pro 1écbu lidské babeziozy se nejcastéji uzivaji klindamycin v kombinaci s chininem
a atovaquone Vv kombinaci s azitromycinem. Pro lé¢bu zavazngjSich stavli se nyni
preferuje uzivani atovaquonu s azitromycinem, namisto dfive pouZivaného klindamycinu
a chininu, které maji vice nezadoucich uc¢inki. Standardni 7-10 denni 1é¢ba ale obvykle nestaci.
K odstranéni infekce je zapotiebi dlouhodobéjsiho podavani 1ékt, v nékterych piipadech

1 intraven6zné, coz sebou ale nese riziko l1ékové rezistence (Renard & Mamoun, 2021).
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U pacientl s vysokou parazitémii a asplenickych pacientii se Casto pristupuje k vymenné
transfizi, at’ uz erytrocytti nebo plné krve. Cilem transfize je nahradit napadené erytrocyty
zdravymi, ¢imz dochézi ke snizovani parazitémie a odstranéni toxickych metabolitl, které
vznikaji pii nadmérné destrukci erytrocytii (Tanyel et al., 2015).

U zvifat se nejcastéji pouzivaji imidocarb, diminazene, diaceturate a amicarbalide.
Imidocarb se jevi jako nejlepsi dostupny 1€k pro 1écbu zvirat. Na rozdil od klinickych 1éCiv,
kterd jsou antibiotiky a antimalariky, se jednd o specifické 1éCivo pro babezidzu, které je
schopno rychle odstranit veskeré vyskytujici se parazity (Hildebrandt et al., 2013; Vial
& Gorenflot, 2006). Na druhou stranu jsou ale tyto zvifata vice nachylna k reinfekci, proto se
n¢kdy pouzivaji snizené davky 1ékt, tak, aby mohlo dojit k dostate¢nému rozvinuti imunitni

odpovédi (Vial & Gorenflot, 2006).

1. 3 Kalcium-dependentni protein kinazy

1.3.1 Struktura a funkce

Vapenaté ionty Ca?" hraji kli¢ovou roli v bun&né signalizaci jako druhy posel
(second messenger). Jejich koncentrace v cytosolu je mnohondsobné niZ$i nez ta, nachazejici
se v extracelularnim prosttedi, a jejich hladina je pfisné regulovana. Rychly a kratkodoby pfisun
vapniku do buiiky je proto spjat s tadou klicovych fyziologickych funkci (Billker 2009;
Wernimont et al., 2011). Na tyto rychlé zmény vnitrobunééné koncentrace vapniku reaguji
rizné signalni proteiny piimo vazajici vapnik, které takto pienaseji signal k dalSim enzymim
(Wernimont et al., 2011). Pfi aktivaci téchto enzyml dochdzi ke zméné konformace diky ptimé
vazb& Ca*" iontll, které vyusti v odstranéni auto-inhibi¢niho prvku z kindzové domény (Igram,
2015). Timto zptisobem dochézi k aktivaci i CDPKs.

Kalcium-dependentni protein kinazy (CDPKs) patii do superrodiny protein kinaz,
spole¢n¢ s CDPK-piibuznymi kindzami (CRKSs), fosfoenolpyruvat karboxyldza kindzami
(PPCKs), PPCK-piibuznymi kindzami (PEPRKSs), kalmodulin regulovanymi kindzami
(CaMKs), a kalcium/kalmodulin-dependentnimi protein kindzami (CCaMKs) (Harmon et al.,
2001). Navzajem se odlisuji regulacni doménou, kterda u CDPKs mimo jiné slouzi k vazbé
vapenatych iontd. Fylogeneticky jsou si nejpiibuznéjsi CDPKs a CRKs, které ziejmé sdili
spole¢ného predka a obdobnou regulacni doménu. Ta v§ak u CRKs neni schopna vazby kalcia
(Harmon et al., 2001; Zhang et al., 2019). CDPKSs hraji klicovou roli v signalni draze vapniku
u Archaeplastida a Alveolata, do kterych patii i parazité z kmene Apicomplexa (Harmon et al.,

2001).
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Obrazek 2: CDPKSs a jim pribuzné protein kinazy. Schéma zobrazuje rozdilnost jednotlivych
protein kindz, vyskytujicich se u rostlin, konkrétné u Medicago lupulina, v jejich regulacnich
doménach. Nékteré z nich, CDPK, CRK a CaMK, se vyskytuji i u Apicomplexa. Pfevzato
ze Zhang et al. 2019.

CDPKs u rostlin, u kterych jsou velmi typické, zprostiedkovavaji mnoho rozlicnych
procest od zakotenéni, pies rist, kveteni a plozeni az po jejich senesanci. Téz hraji roli v reakci
na bioticky a abioticky stres nebo pii syntéze fytohormoni a procesy s nimi spojenymi (Xu
& Huang, 2017; Liese et al., 2013). U paraziti z kmene Apicomplexa vapnik také kontroluje
velké mnozstvi esencidlnich pochodi, zahrnujici sekreci proteind, aktivaci motility, invazi do
hostitelské buitky nebo vystup z ni (Igram et al., 2015; Wernimont et al., 2010). Na zaklad¢ této
skute¢nosti a faktu, ze hostitelské druhy neprodukuji viibec zddné CDPKs, jsou mnohé CDPKs
u Apicomplexa oznaCovany za klicovy cil pro vyrobu 1é¢iv (Wernimont et al., 2011).

CDPKs se na svém N-konci skladaji z variabilni serin/threonin protein kinazové
domény (PKD), zodpovédné za fosforylaci cilového proteinu, a na C-konci z kalmodulin-like
domény (CaM-LD), na Obrazku 2 oznacCenou jako CaM-like. CDPKs obsahuji EF-hands
(elongation factor hands), které slouzi k vazb& Ca?" iontfl. Primarné se nachazeji na C- konci,
a to vétSinou v paru. Nékteré CDPKs maji EF-hands na N- konci ¢i dokonce degenerované,
nebo je zcela ztratily (Shi et al., 2018). Mezi PKD a CaM-LD lezi autoinhibi¢ni oblast, téz
zvana junction domain (J). CaM-LD a autoregula¢ni oblasti se souhrnné nazyva jako CDPK
aktivaéni doména (CAD) (Xu & Huang, 2017; Liese et al., 2013; Wernimont et al., 2011;
Chandran et al., 2006).

Autoinhibitor nachazejici se v junction doméné slouzi jako pseudosubstrat pro PKD,

diky ¢emuz udrzuje CDPKs pod urovni bazalni aktivity. V inaktivované form¢ CAD zakryva
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aktivni misto kinazové domény (PKD). Pti zvySené koncentraci vapenatych iontti dojde k jejich
postupnému navazani na CaM-LD. Po navazani Ca®" na vSechny EF-hands mista dojde
k vyrazné konformacni zméné¢ CAD, pii které se celd aktivacni doména pfemisti do nové
polohy na druhou stranu kindzové domény a stabilizuje se vytvoienim novych kontaktnich mist.
To vede k odhaleni aktivniho mista kindzové domény (Liese et al., 2013; Wernimont et al.,
2011). Ta poté miize vazat ATP (nebo GTP) jakoZzto donor fosfatu a prenaset jej na akceptorovy
hydroxylovy zbytek, ¢imz dojde k aktivaci substratu (Xu & Huang, 2017).

1.4.2 Kalcium dependentni protein kinazy u zastupcii z kmene Apicomplexa

CDPKs jsou nejvice pocetnou skupinou kalcium-dependentnich kindz u Apicomplexa.
CDPKs se u Apicomplexa rozd€luji do péti tiid s odlisnou strukturou domén. Jak uvadi Billker
et al. (2009), kanonicka struktura CDPKs se sklada z N-terminalni kindzové domény a 4 EF-
hands na C-konci. Tato struktura plati pro vétSinu CDPKs rostlin a nalevnikd a pro dvé z péti
tiid u Apicomplexa. Jedna znich ma relativné kratsi N-konec. Patfi sem dvé CDPKs
u P, falciparum, PfCDPK1 a PfCDPK4, a jejich orthology u T. gondi, TgCDPK3 a TgCDPK1,
jak muizeme vidét na Obrazku 3. Druhd kanonicka skupina je typickd pro PfCDPK3
a PfCDPKS, stejné tak pro orthology u C. parvum a T. gondii. Ostatni 3 tfidy se liS§i svym
poctem EF-hands na C-konci, jejich pfitomnosti na N-konci misto na C-konci, nebo piitomnosti
plekstrinové homologni domény, jako tomu je u CDPK7 (Billker et al., 2009).

Riizné CDPKs maji riznou sensitivitu k Ca*". U Plasmodium bylo prokazano, Ze se
nckteré CDPKs funkéné piekryvaji, coz naznacuje jejich kooperaci v signalni kaskadé
a moznost vzajemného nahrazeni pii snizeni nebo Uplné ztraté aktivity jedné z nich (Sharma et
al., 2021). Ackoli maji varianty CDPKs podobnou strukturu a mechanismus t¢inku, v prib&hu
zivotniho cyklu parazita hraji rtiznou roli, a to diky nacasovani a zplisobu exprese,
posttransla¢ni regulaci a modifikaci, a citlivosti a specificnosti substratu vici vapniku. Nelze
se také spoléhat na stejné vlastnosti u orthologt, protoze i orthologni CDPKs mohou mit jinou
funkci v ramci Zivotnich cykld riznych paraziti (Ghartey-Kwansah et al., 2020). Mezi
nejstudovanéjsi zastupce kmene Apicomplexa patii P. falciparu, T. gondii a C. parvum (Billker

et al., 2009).
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Obrazek 3: Fylogenetické analyza CDPKs u rostlin, nalevniki a vytrusovei. Tg, 7. gondii,
Pf, P. falciparum; Cp, C. parvum; Tt, Tetrahymena thermophila; At, Arabidopsis thaliana; Os,
Oryza sativa; Dc, Daucus carota; Cr, Chlamydomonas reinhardtii; Pt, Paramecium tetraurelia,

Li, Lilium longiflorum; Nt, Nicotiana tabacum. Pievzato z Billker et al. 2009.

Jak jiz bylo zminéno, Apicomplexa maji 5 tfid CDPKs dle jejich doménové struktury,
jak je zobrazeno na Obrazku 2. Pravé tyto jemné rozdily ve struktufeCDPKs umoziuji
rozdilnou funkci v riznych fazich zivotniho cyklu. Toxoplasma ma vice jak 20 riznych CDPKs,
Plasmodium a Cryptosporidium méné nez 10 (Ghartey-Kwansah et al., 2020). U rodu
Plasmodium bylo dosud identifikovano 7 rtiznych CDPKs ze 4 rGznych tfid. Jsou jimi
PfCDPK1- PfCDPK?7, pticemz PfCDPK1, PfCDPK2, PfCDPK3, PfCDPK4, a PfCDPKS5 ma
kanonickou strukturu zatimco PfCDPK6 a PfCDPK7 ma atypickou organizaci domén, jak

muzeme vidét na Obrazku 4 (Sharma et al., 2021).
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Obrazek 4: CDPKSs u P. falciparum. EF: EF-hands, KD: kindzovd doména, PH: plekstrinova
homologni doména. U PfCDPK1-PfCDPKS5 se na N-konci nachézi kindzova doména a na C-
konci kalmodulin-like doména s EF-hands vézajicimi Ca,”. PfCDPK6 a PfCDPK7 jsou
unikatni od ostatnich CDPK. Ptevzato z Ghartey-Kwansah et al. 2020.

PfCDPKI1 je exprimovan ve vSech krevnich stadiich vcetné trofozoitil, schizontl
a merozoitl. Hraje dualezitou roli pii sekreci mikronem z apikélniho komplexu merozoitd
v pribéhu invaze do erytrocytl (Bansal et al., 2013), ale i pfi vnitrobunééném vyvoji schizonti
ajejich vystupu z buniky (Sharma et al., 2021). Lourido et al. (2012) zjistili, ze TgCDPK3, ktera
je orthologem PfCDPK1, hraje roli v sekreci mikronem, pohyblivosti parazita a také pii vystupu
z bunky hostitele. Bylo zjisténo, Ze CpCDPK3, ortholog PfCDPKI1, se podili na nitrobunééném
vyvoji (Zhang et al., 2021).

PfCDPK2 je nejvice exprimovana v sexudlni krevnich stadiich parazita a Bansal et al.
(2017) uvadi, ze je kritickd pro exflagelaci (uvoliiovani mikrogameti z mikrogametocytu)
samcCich gametocytl a infekce komadary. Spolecné s PfCDPK1 se podili na regulaci
gametogeneze a jejich naruseni vede k poruse tvorby gamet (Sharma et al., 2021).

PfCDPK3 je produkovand ve stadiu ookinet a reguluje jejich pohyblivost pti invazi do
stteva komara (Ghartey-Kwansah et al., 2020; Sharma et al., 2021).

PfCDPK4 maé esencialni funkci v samc¢i gametogenezi. Je mozné, ze PFCDPK4 se podili

na riznych fazich replikace genomu pii exflagelaci samc¢ich gametocyti (Ghartey-Kwansah et
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al., 2020; Sharma et al., 2021). Také CDPK4 u Plasmodium berghei reguluje progresi
bunééného cyklu v sam¢im gametocytu (Wang et al., 2015). TgCDPKI1, ortholog PfCDPK4
a PbCDPKA4, je zapotiebi pro vystup a vstup do buiky. Jeji suprese vede k oslabeni sekrece
mikronem, a ma vliv na naslednou motility parazitii aschopnost invaze do hostitelskych bun¢k
a vystupu z nich (Wang et al., 2015). U CpCDPKI1, orthologu PfCDPK4, bylo prokazano, ze
hraje dilezitou roli v procesu invaze u C. parvum (Zhang et al., 2021).

PfCDPKS5 hraje zdsadni roli béhem krevniho stadia replikace malarie a zprosttedkovava
proteazovou kaskadu potfebnou pro vystup z ¢ervenych krvinek (Dvorin et al., 2010).

PfCDPKG6 reguluje ptechod sporozoitii z migracni na invazivni fazi, jakmile doputuji do
jater. Inhibice by pravdépodobné zabranila progresi do schizontl v jatrech (Ghartey-Kwansah
et al.,, 2020). Zhang et al. (2021) prokazali potencionalni zapojeni CpCDPK6 a CpCDPK4
v invazi a intracelularnim vyvoji C. parvum.

PfCDPK7 ma hlavni roli v dozravani trofozoitli v Cervenych krvinkach (Ghartey-
Kwansah et al., 2020; Sharma et al., 2021). TgCDPK7 je klicova pro déleni parazita, rust

a spravné udrzovani centrozomu uvniti hostitelskych bun¢k (Wang et al., 2015).

1.4.2.1 Rod Babesia

U rodu Babesia jsou kalcium-dependentni protein kindzy jen malo prozkouméany.
Zvetejnéna studie Hussein et al. (2014) naznacuje funkci CDPK4 u B. bovis a jeji dlleZitost pii
vyvoji sexudlnich stadii a kinet, a uvadi, Ze pochopeni vyvoje pohlavnich stadii parazita a jejich
regulaci povazuje za klicovou soucést budoucich vakein blokujicich pienos a kontrolu bovinni
babeziozy. Preprint od Elsworth et al. (2023) uvadi, ze pii knockdownu B. divergens CDPK4
doslo k defektu pii vystupu z erytrocytil a potvrzuje jeji expresi v tomto vyvojovém stadiu, ale

neobjasnuje zapojeni BACDPK4 do sexualniho vyvoje parazita.

1.4.3 CDPKS

CDPKS patii do jedné z dvou kanonickych skupin CDPKs. Na Obrazku 4 mizeme
vidét, Zze CDPKS ma prodlouzeny N-konec, ktery neni homologni s jinymi zndmymi doménami.
C-konec obsahuje &tyti EF hands pro vazbu Ca®" (Billker et al., 2009). Do této skupiny fadime
téz orthology této kinazy u P. falciparum, C. parvum a T. gondii, vSechny znacené jako CDPKS5,
které vSak navzdory klastrovani do stejné skupiny mohou mit odliSnou funkci. PfCDPKS je

exprimovana v asexudlni fazi vyvoje parazita, konkrétné ve zralych schizontech a zralych
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merozoitech, a hraje kliCovou roli pfi tiniku merozoitii z infikovanych erytrocytti a invazi do
zdravych erytrocytl hostitele (Rout & Mahapatra, 2019).

Dvorin et al. (2010) uvadi, ze knockdown PfCDPKS5 znemoziiuje vystup z hostitelské
bunky, a dochazi tak k ,,uvéznéni* parazita v hostitelské bunice. Dalsi role proteinu PfCDPKS5
pravdépodobné souvisi s blokadou iontového transportniho fetézce, presnéji s od¢erpavanim
Na" a H' ionth z PV, coz chrani plazmatickou membranu parazita pted prasknutim (Rout
& Mahapatra, 2019). Govindasamy & Bhanot (2020) poukazuji na skutecnost, ze CDPKS5
u P. berghei by mohla byt esencialni pro vystup merozoitii z erytrocytt, ale také z hepatocytu.
Wang et al. (2016) uvadi, Zze TgCDPKS neni nezbytna pro lyticky cyklus parazita. Mize byt ale
zapojena do invaze hostitelské buiiky a vystupu z ni (Wang et al. 2015). Uloha CpCDPKS5 se
zda byt podobna jako u PfCDPKS (Zhang et al., 2015). Preprint od Elsworth et al. (2023)
odhalil, Ze pfi vystupu z erytrocytll nedochazi k expresi BACDPKS a jeji knockdown tak nema

zadny vliv na egress B. divergens z ¢ervenych krvinek.
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2 Cile prace

e Strucnd literarni reSerSe na téma charakterizace a funkce kalcium-dependentnich

proteinkinaz (CDPKs) se zamétenim na CDPKS u paraziti ze skupiny Apicomplexa
e Vytvorit rekombinantni Babesia divergens CDPK5 (BdCDPKS5)
o Zaklonovat gen pro BACDPKS5 do expresniho vektoru
o Optimalizovat podminky pro large scale expresi
o Purifikovat rekombinantni protein BACDPKS5 pomoci afinitni chromatografie

e Imunizovat mysi purifikovanym a refoldovanym rekombinantnim proteinem

BdCDPKS pro produkei polyklonalnich protilatek
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3 Material a metody
3.1 Gradientova PCR
3.1.1 Priprava a PCR

Gen kodujici BACDPKS (Bdiv_035940c) byl pomoci gradientové PCR amplifikovan.
Pro PCR amplifikaci byl pouzit kit iProof High-Fidelity PCR kit (Bio-Rad). Pro jednu reakci
bylo vyuzito 10ul 5xiProof™ HF Bufferu, 1ul dANTPS (deoxyribonukleotid trifosfat) a 2,5ul
DMSO (Dimethylsulfoxid) a 0,5ul iProof High-Fidelity DNA Polymerase. Jako templat byla
pouzita v laboratofi jiz pfipravend cDNA z krevnich kultur B. divergens o koncentraci 115ng/pl,
v objemu 0,5ul, ndmi navrzené forward a reverse primery (viz Tabulka I), oba v objemu 2ul,
a31,5ul PCR vody (Top-Bio). Celkovy objem reakce, 50ul, byl rozdélen do Ctyr
mikrozkumavek po 12ul. Kazdéa byla vystavena jiné teploté: 50°C, 55°C, 60°C, 65°C. PCR
probihala v termocykleru (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad) dle protokolu uvedeného
v Tabulce II.

Tabulka I: Primery pro gradientovou PCR

Néazev primeru Sekvence
BDIV_035940c_pet100_gibson_f GGATCATCCCTTCACCCCGCGGATGAAGAAT
- - - - GAGTCGACCGT!
BDIV_035940c_pet100_gibson_r CTTCTCGAGCCATGGGAATT CtcactattaTTAGT
CTAATGTGGCTACATCTCC?

I Zelen& je vyznagen overhang primeru, komplementérni k sekvenci linearizovaného
vektoru na jeho 5’konci, ktery byl §tépen restrikéni endonukledzou Sacll.
2 Modfe je vyznacen overhang primeru, komplementarni k sekvenci linearizovaného

vektoru na jeho 3 konci, ktery byl §té€pen restrikéni endonukleazou EcoRI.
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Tabulka II: Podminky pro gradientovou PCR

Krok Teplota Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace | 98°C 30 sekund 1
Denaturace 98°C 10 sekund 30
Nasedani primert 50°C 15 sekund

55°C
60°C
65°C
Extenze 72°C 15-30s/kb
*1,5 minuty
Zavérecna extenze 72°C 2 minuty 1
UdrZovani teploty 4-10°C

* ocekavana délka PCR produktu = 2376 bp

3.1.2 Elektroforéza

Pro elektroforézu byl vytvoren 1% agarovy gel smichanim 50 ml 1xTAE (Tris-Acetat-
EDTA), 0,5g agardzy (Bioline) a 0,5ul ethidiumbromidu (ETH) (Sigma-Aldrich). Zasobni
roztok S0XTAE vznikl smichanim 242g TRIS (trisaminomethan) (LACH:NER), 100ul 50mM
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd) (LACH:NER), (pH=8) a 57,1ml kyseliny octové
doplnéného do objemu 11 ddH>O (double-distilled H>O). 1xTAE vzniklo doplnénim 20ml
50xTAE do 11 ddH20. Ke kazdému z PCR produktii bylo ptidano 1,7yl 6xTriTrack DNA
Loading dye (Thermo Scientific™).

Elektroforéza probihala v elektroforetické vané (Mupid-One, Advance) naplnéné
IXTAE. Do prvni jamky gelu byly napipetovany 3ul Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific™), do dalSich péti jamek pak PCR produkty. Elektroforéza probihala po
dobu 30 minut piinapéti 100 V. Gel byl poté vizualizovan pomoci UV transluminatoru (G:BOX
F3, Syngene). Nejlepsi vysledna teplota byla pouZzita pro naslednou PCR amplifikaci.
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3.2 PCR amplifikace

Ptiprava PCR probihala zcela totozn¢ s gradientovou PCR. Vysledny objem 50ul nebyl
rozdélen, ale byl ponechdn v jedné zkumavce, ktera byla umisténa do termocykleru (T100

Thermal Cycler, Bio-Rad) nastaveného na protokol z Tabulky III.

Tabulka III: Podminky pro PCR

Krok Teplota Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace | 98°C 30 sekund 1
Denaturace 98°C 10 sekund 30
Nasedani primert 55°C 15 sekund
Extenze 72°C 15-30s/kb

*1,5 minuty
Zavérecna extenze 72°C 2 minuty 1
Udrzovani teploty 4-10°C

* ocekavana velikost PCR produktu = 2376 bp

Elektroforéza a vizualizace gelu probihaly totozné s piedeSlym postupem viz kapitola

3.1.2.

3.2.1 Precisténi DNA

Vizualizované PCR produkty byly vyfiznuty z gelu a pieciStény pomoci kitu
NucleoSpin gel and PCR Clean-up, PCR Clean-up Gel extraction (Macherey-Nagel), dle
navodu 5.2: DNA extraction from agarose gels. Koncentrace piecisténého produktu byla

zmétena pomoci NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™).

3.3 Gibson assembly

PreciStény PCR produkt byl zaklonovan do linearizovaného vektoru pomoci piesahil
(overhangti), vzniklych diky pouziti primer, obsahujici komplementarni sekvence
ke klonovacimu vektoru na jeho 5’1 3 konci (viz Tabulka I). Klonovacim vektorem byl plasmid
pET100/DTOPO®, ktery byl nastépen restrikénimi endonukledzami Sacll a EcoRI.
K uspésnému vlozeni insertu byl pouzit NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (New
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England Biolabs) a reakce prob¢hla dle instrukci v piiloZzeného protokolu v objemu 5 pl.
Pouzité mnozstvi bylo spoc¢itano pomoci NEBuilder® Protocol Calculator. Reakce obsahovala
Master Mix v objemu 2,5ul, 1ul vektoru a 1,5ul insertu o koncentraci 62ng/ul a byla
inkubovana v termocykleru (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad) pti 50°C po dobu 1 hodiny.

3.4 Transformace do kompetentnich bunék

Celkovy objem zkumavky byl poté opatrné smichdn s 50ul kompetentnich bunck
NEB® 5-alpha Competent E. coli (New England Biolabs). Vzorek byl na 15 minut umistén na
led, poté na 30 sekund piesunut do heatblocku (Digital Dry Bath, Labnet) predehtatého na 42°C
a znovu vracen na 2 minuty na led, kde k nému bylo pfidano 300ul S.0.C. média (Super
Optimal broth with Catabolite repression Outgrowth Media (New England Biolabs)). Poté byl
na jednu hodinu umistén do tiepacky (211DS Shaking Incubator, Labnet) nastavené na 37°C
a 220rpm.

Mezitim byly pfedehiaty dvé LB (Luria broth) agarové plotny. K vyrobé 10 LB
agarovych ploten bylo potieba 2g triptonu (Sigma-Aldrich), 2g NaCl (Lach-Ner), g
kvasnicového extraktu (Amresco), 3g agaru (Amresco) a 200ul ampicilinu (50mg/ml) (Sigma-
Aldrich), které byly rozpustény v 200ml ddH>0O. Obsah zkumavky byl poté rozdélen mezi tyto
dvé plotny (50ul a 250ul) pro vizudlni kontrolu G€innosti ampicilinu. Plotny byly pfes noc

inkubovany pti 37°C v inkubatoru (TCH100, Laboratorni ptistroje Praha) dnem vzhuru.

3.5 PCR z kolonii

Druhy den bylo z ploten vybrano nékolik narostlych kolonii, které byly nabrany pomoci
Spicky, resuspendovany v pripravenych PCR zkumavkéch naplnénych 5ul PCR vody (Top-Bio)
a vyuzity jako templat pro PCR z kolonie.

Pro ptipravu jedné PCR reakce bylo pouZzito Sul One Taq Quick Load 2xMaster Mixu
(New England Biolabs), 0,3ul T7 forward a 0,3ul T7 reverse primeru (viz Tabulka IV), 1ul
templatu a 3,4ul PCR vody, kterou byla reakce doplnéna do objemu 10ul a umisténa do
termocykleru (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad), kde reakce probihala dle podminek uvedenych
v Tabulce V. 2 ul templatu byly téZ pfeneseny na novou agarovou plotnu, kde byl udélan tzv.
ktizek. Plotna byla pfes noc inkubovana pti 37°C (TCH100, Laboratorni ptistroje Praha) dnem

vzhuru.
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Tabulka IV: Primery pro PCR z kolonie

Nazev primeru Sekvence
T7 Promoter forward TAATACGACTCACTATAGGG
T7 Terminator reverse GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Tabulka V: Podminky pro PCR z kolonii

Krok Teplota Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace | 94°C 30 sekund |
Denaturace 94°C 15 sekund 30
Nasedani primert 55°C 15 sekund
Extenze 68°C Imin/1kb
*3 minuty
Zavérecna extenze 68°C 5 minut 1
UdrZovani teploty 4-10°C

* ocekavana velikost PCR produktu = ~ 3000bp

3.6 Miniprep a sekvenace

Z kolonii pozitivné testovanych na ptitomnost vektoru s naSim insertem byly vytvofeny
tzv. miniprepy. Kolonie byly pfemistény do centrifugacni zkumavky naplnéné Sml tekutého LB
média a 5pl ampicilinu (50mg/ml). 11 tekutého LB média byl vytvofen pomoci 10g triptonu
(Sigma-Aldrich), 5g kvasnicového extraktu (Amresco), 10g NaCl (Lachf-Ner) a 11 ddH>O.
Zkumavka byla ptes noc tfepana (211DS Shaking Incubator, Labnet) pti 37°C na 220rpm.

Nasledujici den byl z miniprepu vyizolovan plasmid pomoci NucleoSpin®
Plasmid/Plasmid (NoLid) kitu (Macherey-Nagel) dle piilozeného navodu ¢. 5: Cell lysis.
Koncentrace vyizolovaného plasmidu byla zméfena pomoci Nanodropu (NanoDrop 1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific™). 500ng plasmidu bylo doplnéno do 10ul PCR vodou
(Top-Bio) a spolecné s primery z Tabulky I a Tabulky IV zaslano na Sangerovo sekvenovani do
SEQme s.r.0. Vysledky ze sekvenace byly vyhodnocovany pomoci programu Geneious Prime

(verze 2024.0.3), pluginu Clustal.
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3.7 Transformace do expresnich bunék

Sekvenacné potvrzeny vektor pET100/DTOPO® s vlozenym genem pro BACDPKS ve
spravném ctecim ramci byl transformovan do expresnich bun¢k One Shot™ BL21 Star™
(DE3) Chemically Competent E. coli (Invitrogen™). Bunky v objemu 50ul byly inkubovany
15 minut na ledu, poté k nim byl pfidan 1pl rekombinantniho BACDPKS5 vektoru o koncentraci
71ng/ul, a smés byla inkubovéana na ledu dalSich 30 minut. Poté byla na 30 sekund umisténa do
heatblocku (Digital Dry Bath, Labnet) piedehiatého na 42°C a okamzité vracena na led.
Nasledné k nim bylo napipetovano 250ul S.O.C. média (New England Biolabs) a vSe bylo
vlozeno do tfepacky (211DS Shaking Incubator, Labnet) (37°C, 220rpm, 1h).

3.7.1 Inoculum

V centrifuga¢ni zkumavce bylo smichano 10ml tekutého LB média, 10ul AMP
(50mg/ml), 250ul 1M glukoézy (Sigma-Aldrich) a cely obsah transformacni reakce, tj. 300pul.
Zkumavka byla tfepana pies noc pii 37°C a rychlosti 2207pm (211DS Shaking Incubator,
Labnet).

3.8 Pilotni exprese
3.8.1 Startovaci kultura

V Erlenmeyerové bance bylo smichano 60ml tekut¢ho LB média, 60ul AMP (50mg/ml),
1,5ml 1M glukézy (Sigma-Aldrich) a 3ml inocula (viz kapitola 3.7.1). Bafika byla umisténa do
trepacky (I01400.XX2.C, Gallenkamp) nastavené na 37°C a 220rpm. Kazdou hodinu z ni byl
odebiran 1ml vzorku. Pomoci pfistroje BioPhotometer (Eppendorf™) bylo méfeno OD600,
tedy bun&cny rast kultury, dokud nedosahl hodnoty 1,2 oproti referencni hodnoté. Po jejim
dosazeni byla zkumavka centrifugovana (Heraeus-Multifuge X3R Centrifuge, Thermo
Scientific™) pii pokojové teploté a 3500g po dobu 10 minut. Vznikly pelet byl po odstranéni

supernatantu resuspendovan v malém mnozstvi LB média pomoci vortexu (MS 3 basic, IKA).

3.8.2 Indukce

Pelet resuspendovany v LB médiu (viz kapitola 3.8.1) byl smichan s 60ml nového LB
média a byl rozdélen po 10ml do Sesti centrifuga¢nich zkumavek. Jesté pted rozdélenim doslo
k odebrani 1ml vzorku v ¢ase To. Do tfech zkumavek byl ptidan 1ul IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalaktopyranozid) (SERVA) (vysledna koncentrace IPTG 0,1mM), do zbylych tfech pak
10ul IPTG (vyslednd koncentrace IPTG 1mM). Exprese proteinu probihala pfi tfech riznych
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teplotach: 37°C, 27°C a 17°C. Stejné teplote byly vystaveny vzdy dvé zkumavky, kazda s jinou
koncentraci IPTG. Ze zkumavek byl odebirdn Iml média s bunikami ve ctyfech Casovych
bodech, a to po 1 hodiné (T1), po 2 hodinach (T2), po 4 hodinach (T4) exprese a druhy den
rano (Ton). Vzorky byly po celou dobu tfepany na 140rpm v Innova™ 44 Incubator Shaker
(Eppendorf™). 1ml odebrané¢ho média byl nasledné stocen v centrifuze (Heraeus-Multifuge
X3R Centrifuge, Thermo Scientific™) na 5 minut a 5000g a pelet zamrazen. Timto zpiisobem

vzniklo celkem 25 zkumavek obsahujici bunéény pelet.

3.9 Disrupce bunék

Kazdé4 zkumavka s peletem (viz kapitola 3.8.2) byla rozmrazena a nésledn¢ smichana
s 500ul Resuspension Buffer RES (Macherey-Nagel). Zkumavky byly vhozeny do termosky
s tekutym dusikem, poté umistény do heatblocku (Digital Dry Bath, Labnet) ptedehtatého na
42°C a nasledné zvortexovany (MS 3 basic, IKA). Tento proces byl proveden celkem trikrat.
Zkumavky byly poté cetrifugovany v centrifuze (Heraecus-Multifuge X3R Centrifuge, Thermo
Scientific™), (RT(room temperature), 20 000g, 20 min) a vznikly supernatant byl analyzovan

metodou Western blot.

3.10 Western blotting
3.10.1 Priprava vzorki a elektroforeticka separace (SDS-PAGE)

Pro jednu reakci bylo smichano 20ul supernatantu (viz kapitola 3.9) s Sul NuPAGE
(Invitrogen™) a 5ul DTT (Dithiotreitol) (Thermo Scientific™). Vzorek byl denaturovan
10 minut pfi 100 °C v heatblocku (Digital Dry Bath, Labnet) a poté elektroforeticky separovan
na Mini-PROTEAN® TGX Stain-free Gelu (Bio-Rad) pii 200V v elektroforetické van¢ Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) naplnéné 500ml running bufferu (50ml 10xTris/Glycine/SDS
Buffer, Bio-Rad do objemu 500ml ddH»O). Pii elektroforéze byl pouzit PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific™), a gel byl vizualizovan pomoci Stain-Free technologie

(TGX Stain-Free™, ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad).

3.10.2 Semi-dry transfer

Do misky naplnéné CHsOH byla umisténa polyvinylidendifluoridovd membrana
(TransBlot® Turbo™ Mini-size PVDF Membrane, Bio-Rad). Do druhé misky naplnéné smési

vzniklou smichanim 20ml CH3OH, 20ml Trans-Blot Turbo 5xTransfer Bufferu (Bio-Rad)
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a doplnénou do 100ml destilovanou vodou, byly umistény dva stohy filtra¢nich papirt (Trans-
Blot Turbo Mini-size Transfer stacks, Bio-Rad).

Do blotovaciho zafizeni byl na sebe naskladan jeden stoh nasaklych filtracnich papirt,
membrana, gel a druhy stoh filtracnich papir pfesné v tomto poradi. Vrstvy byly postupné
zahlazovany valeckem, aby doslo k vytlaceni bublin. Pro blotovani byl pouzit Trans-Blot Turbo

Transfer System (Bio-Rad) a program 1,3A-25V-9min.

3.10.3 Blokovani, vazba protilatek

V Erlenmeyerové banice byl ptfipraven roztok na vyblokovani nespecifickych vazebnych
mist na membrané smichanim 2g odtu¢néného susen¢ho mléka (Samantha) a 100ml PBS-T
(fosfatovy pufr s Tween 20) (100ml 10xPBS, 0,5ml Tween 20 (Promega), 900ml ddH-O).
Zasobni roztok 10xPBS (fosfatovy pufr) byl ptipraven smichanim 80g NaCl (LACH:NER), 2g
KH2PO4(LACH:NER), 29g Na;HPOs 12 HO (LACH:NER) a 2g KCI (LACH:NER),
rozpusténych v 11 ddH20. Pieblotovana membrana byla v blokovacim roztoku umisténa na
trepaci platformu (Polymax 1040, Heidolph) na 30 minut a poté pfesunuta do roztoku
obsahujiciho primérni protilatku specificky se vazajici na 6x His-Tag (tzv. histidinovou kotvu),
nachéazejici se na naSem proteinu, konjugovanou s kienovou peroxiddzou. Roztok vznikl
smichdnim 1,4g odtu¢néného suSen¢ho mléka (Samantha), 20ml PBS-T a 1ul protilatky Anti-
Hise¢-Peroxidase (Roche) fedénou v poméru 1:20 000. V tomto roztoku byla membrana
ponechana 1 hodinu na tfepaci platform¢ (Polymax 1040, Heidolph).

Nasledné byla membrana 3x promyta PBS-T, ve kterém byla nechdna vzdy 10 minut,
a poté umisténa na sklenénou desticku. K membrané bylo ptidano 1400ul smési Clarity™
Western ECL Substrate Peroxide solution a Luminol/enhancer solution (Bio-Rad) v poméru
1:1. Po Sminutové inkubaci byla membrana vizualizovana pomoci Chemiluminescence (Clarity
ECL, ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad) a byly vyhodnoceny optimalni podminky pro

naslednou large scale expresi.

3.11 Large scale exprese

Optimalni podminky pro large scale expresi byly stanoveny na kombinaci teploty 37°C,
koncentraci IPTG 0,1M a dobu exprese pies noc (Ton). Po opétovném provedeni transformace
do expresnich bun€k a pfipraveni inocula (viz kapitola 3.7) byly buiky tfepany v shakeru
(Innova™ 44 Incubator Shaker, Eppendorf™) (37°C, 140rpm) v roztoku obsahujicim 400ml
LB média, 400ul AMP (Sigma-Aldrich), 10ml 1M glukézy (Sigma-Aldrich) a 10ml inocula.
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Kazdou hodinu byl odebiran 1ml média a méfeno OD600 pomoci piistroje BioPhotometer
(Eppendorf™), dokud nedosahlo hodnoty 1,2 oproti referencni hodnoté. Obsah 1ahve byl poté
centrifugovan (RT, 3000g, 10 min) a vznikly pelet byl resuspendovan v 15ml LB média.

3.11.1 Indukce

Resuspendovany pelet (viz kapitola 3.11) byl smichan 400ml LB média a 40ul IPTG
(SERVA) a tfepan pies noc v Innova™ 44 Incubator Shaker (Eppendorf™) pti 37°C a 140rpm.
Druhy den rano byl obsah lahve centrifugovan (RT, 3000g, 10 min).

3.12 Izolace inkluznich télisek a sonikace

K peletu (viz kapitola 3.11.1) bylo pfiddno 20ml Resuspension Buffer RES
(Macherey-Nagel) a 0,5g lysozymu (Bio-Rad). Zkumavka byla zvortexovana, ponechana 30
minut stat pti pokojové teploté a poté sonikovéana ultrazvukem pomoci VialTweeter (Heilscher
Ultrasonics). Sonikace probihala ve 3 sériich po 15 pulzech. Po sonikaci byla zkumavka
centrifugovana (4°C, 16 000g, 10 min). Pelet byl resuspendovan ve 20 ml izola¢niho pufru
(20mM TRIS/Cl, 2M Urea (LACH:NER)), 0,5M NaCl (LACH:NER), 10mM Imidazol
(Milipore), 6M guanidinium hydrochlorid, pH=8) a znovu sonikovan. Cely proces byl
opakovan celkem ttikrat.

Po posledni centrifugaci byl pelet resuspendovan v 10ml solubiliza¢niho pufru (20mM
TRIS/Cl, 1ImM 2-mercaptoenthanol, 5mM Imidazol, 0,5M NaCl, 6M guanidinium
hydrochlorid, pH=8) a ponechan tiepat pies noc na 37°C a 220rpm. Druhy den byla zkumavka
centrifugovana (4°C, 16 000g, 10 min) a vznikly supernatant ptefiltrovan pies filtr s velikosti

périi 0,22pum (TPP).

3.13 Metalochelata¢ni afinitni chromatografie (IMAC)

Pro IMAC byly vytvofeny dva pufry. Pufr A obsahoval 20mM TRIS/Cl, 8M Ureu, 0,5M

NaCl, pH=S8. Pufr B (téz elucni pufr) obsahoval 20mM TRIS/CI, 8M Ureu, 0,5M NaCl a 0,5M
Imidazol, pH=8. Pravé slozka imidazolu v pufru B zajiStovala vymyvani proteini slabé
navazanych na kolonu (HiTrap IMAC Sepharose FF, Cytiva™), naplnénou 25ml 0,2M NiSOs,
a to uz pii nizkém pomeéru k pufru A. Nikelnaté ionty byly vyuzity pro jejich afinitu k histidinu,
ktery se nachazi na povrchu naseho rekombinantniho proteinu ve formé tzv. histidinové kotvy
(6x His-Tag), diky ¢emuz se pevné vaze na kolonu. Pro afinitni chromatografii byl pouzit
AKTA pure™ Chromatography system (GE Healthcare). Hadicky vedouci z AKTA byly
ponoieny do kadinek naplnénych pufrem A a pufrem B, kterymi byl cely systém promyt. Do
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piistroje byla nasroubovana kolona a postupné injikovan prefiltrovany supernatant. IMAC
probihala automatizované pomoci programu UNICORN™ 7. Pfe¢istény supernatant byl sbiran
do Labcon PurePlus™ 96 Well Deep Well Plates with Square Wells (Thermo Scientific™).
Sebranych 8 frakci bylo analyzovano metodou Western blot (viz kapitola 3.10) na ptitomnost
rekombinantniho proteinu. Vzorky rekombinantniho proteinu byly poté analyzovany pomoci
hmotnostni spektroskopie MALDITOF (matrix assisted laser desorption/ionization - time-of-
flight), kterd byla provedena Mgr. Filipem Dyckou, PhD. na katedfe chemie Pfirodovédecké
fakulty JihoGeské Univerzity v Ceskych Budg&jovicich.

3.14 Refolding: Step-down dialyza

K refoldingu rekombinantniho proteinu do nativniho stavu byla pouzita step-down
dialyza. Dialyzacni membrana MEMBRA-CEL® (SERVA) o priméru 22 mm byla naplnéna
15ml proteinu z ovetené frakce a byla pfichycena ke kraji kadinky, ktera byla v pribéhu dialyzy
naplnéna péti riznymi roztoky (Tabulka VI). Kédinka byla po celou dobu umisténa v chladové
mistnosti (4°C) na magnetickém michadle. Vysledny protein byl centrifugovan k odstranéni
pifipadnych precipitatli, supernetant byl odebran a byla zmétena jeho koncentrace pomoci eseje

Bradfordové.

Tabulka VI: SloZeni dialyzac¢nich roztoku

1. roztok 2. roztok 3. roztok 4. roztok 5. roztok
250ml pufr B! 170ml pufr B 100ml pufr B 500ml pufr C 20mM Tris/Cl
250ml pufr C? 330ml pufr C 400ml pufr C 2mM - 0,5M NaCl

2mM - 2mM - 2mM - merkaptoetanol pH=8

merkaptoetanol | merkaptoetanol | merkaptoetanol V=500 ml
T3= 6 hodiny T= 6 hodiny T= ON hodiny T= 6 hodiny T=ON

120mM TRIS/CI, 8M Ureu, 0,5M NaCl a 0,5M Imidazol, pH=8
220mM TRIS/CI, 0,5M NaCl, 10% glycerol, pH= 8
3 doba dialyzy

3.15 Imunizace

Pro imunizaci 3 my$i BALB/c byl pouzit pteciStény a refoldovany rekombinantni

protein BACDPKS5. BALB/c laboratorni mysi (Mus musculus) byly ziskdny ze zvéfince
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Parazitologického tstavu Biologického centra AV CR, v. v. i. Na po¢atku experimentu byly
mys$i 6 tydnt staré a bylo s nimi zachazeno dle zdkona na ochranu zvitat proti tyrani 359/2012
Sb. a dle vyhlasky o ochran¢ pokusnych zvifat 419/2012 Sb. vcetné piisluSnych predpist
Evropské unie. Manipulace se zvifaty byla vzdy provadéna osobou opravnénou k manipulaci
s laboratornimi zvitaty dle Osvédceni o odborné zptsobilosti k navrhovani pokusii a projektt
pokusti nebo Osvédéeni o prodlouzeni doby platnosti odborné zpusobilosti k navrhovani
pokusiti a projektl pokusti (Mgr. Zuzana VavruSkova, RNDr. Marie Jaloveckd, Ph.D.). Pred
zaCatkem imunizace byla mySim odebrana krev z o¢ni zily Mgr. Zuzanou VavruSskovou. Krev
byla 24 hodin ponechana v lednici, poté centrifugovéna na 2500g, 4°C, 5 minut, a vzniklé
preimunni sérum bylo zamrazeno na -20°C.

Probéhly celkem 4 imunizace v rozmezi 14 dnt. Kazda dévka obsahovala 0,305mg
proteinu, ktery byl obsazen v 100 pl, a byla aplikovana intraperitonealné. Pfi prvni imunizaci
byl protein BACDPKS5 smichan s kompletnim Freundovo adjuvans (Sigma-Aldrich) v poméru
1:1. Pii druhé, treti a ¢tvrté davce byl protein smichan s nekompletnim Freundovo adjuvans
(Sigma-Aldrich) opét v poméru 1:1. Po ¢tvrté imunizaci byla mySim opét odebrana krev z o¢ni
zily Mgr. Zuzanou Vavruskovou. Vzniklé imunni sérum bylo testovano metodou Western blot

na pritomnost polyklonalnich protilatek.

3.16 Western blotting- polyklonalni protilatky

Ptiprava vzorki, elektroforetické separace (SDS-PAGE) a semi-dry transfer probihaly
totozn¢ s predeSlym postupem (viz kapitola 3.10.1 a 3.10.2). Po pieblotovani byla membrana
roziezana na prouzky, tak, aby kazdy prouzek obsahoval jednu jamku s BACDPKS5 proteinem.
Prouzky membrany byly umistény do misek obsahujici 2,5 ml blokovaciho roztoku (7% roztok
susen¢ho mléka (Samantha) rozpusténého v PBS-T) a sérum vzdy jedné ze tii myS$i. Sérum
z kazdé mysi bylo fedéno 5000%, 10 000x a 20 000x pro stanoveni nejsiln€jsi imunitni reakce.
Misky byly zakryty folii a pfes noc nechany na tfepaci platformé (Polymax 1040, Heidolph).
Druhy den byly prouzky membrany tfikrat promyty v PBS-T (5 minut) a poté zality blokovacim
roztokem obsahujicim 3000% zfedénou sekundarni protiladtku (Goat Anti-Mouse IgG Antibody,
Peroxidase Conjugated, H+L (Sigma-Aldrich)). Nasledn¢ byly 1 hodinu na tfepany na tiepaci
platformé (Polymax 1040, Heidolph) a poté ¢tytikrat promyty v PBS-T (5 minut). Vizualizace
membrany probéhla stejné jako v kapitole 3.10.3
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4 Vysledky
4.1 Amplifikace genu pro CDPKS

Pro amplifikaci genu kodujiciho BACDPKS (Bdiv 035940c) z cDNA byly pouzity
navrzené primery (viz Tabulka I), a pomoci gradientové PCR byla identifikovana nejvhodnéjsi
teplota nasedani primerti 55°C (Obrazek 5A), ktera byla nasledné pouzita pro amplifikaci genu

pro klonovani do vektoru pET100/DTOPO® (Obrazek 5B).

A) B)

3000bp —»

3000bp —»
2000bp —»

2000bp —»

Obrazek 5: PCR amplifikace genu Bdiv_035940c. A) Gradientova PCR genu Bdiv_035940c
(2376 bp). M = Ladder (1 kb ladder, Thermo scientific); 1 = 50°C; 2 = 55°C; 3 = 60°C; 4 =
65°C. B) PCR amplifikace genu Bdiv_035940c (2376 bp). M = Ladder (1 kb ladder, Thermo
scientific); 1= 155 °C.

Amplifikovany gen o koncentraci 62ng/ul byl zaklonovan do linearizovaného vektoru
pET 100/DTOPO®, transformovan do kompetentnich bunék E. coli (5-alpha Competnet E. coli,
NEB®) a ziskané kolonie byly testovany na jeho pfitomnost pomoci PCR (Obrazek 6) za
pouziti primerd z Tabulky IV. Jeden z pozitivnich klonti, klon 9, na obrdzku oznacen
hvézdickou, byl ovéfen pomoci Sangerova sekvenovani (viz Obrazek 7 a Ptiloha 1), ktery
potvrdil kompletni shodu s referencni sekvenci kédujici BACDPKS naseho modelového
organismu B. divergens 2210A G2 (viz BP- Kieckova, T. Pilotni analyza kalcium-

dependentnich proteinkindz prvoka Babesia divergens. 2022).
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3000bp —»
2000bp —»

Obrazek 6: PCR z kolonii. Nékolik kolonii bylo pozitivnich na pfitomnost vektoru pET
100/DTOPO®, plazmid zkolonie 9, oznacen hvézdi€kou, byl zasldn na Sangerovo
sekvenovani. Velikost PCR produktu = ~ 3000bp; M = M = Ladder (1 kb ladder, Thermo

scientific).

ACGATGACGATAAGGATCATECCTTEACCEERE
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e C : COGEATCTCTA
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Stop kodon

Obrazek 7: Vysledna sekvence genu Bdiv 035940 zaklonovaného do vektoru pET

100/DTOPO®. Alignment s referencni sekvenci je zobrazen v Ptiloze 1.
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4.2 Exprese rekombinantniho proteinu BACDPKS

Sekvenacéné potvrzeny plasmid se zaklonovanym insertem byl uspésné transformovan
do expresnich bun¢k One Shot™ BL21 Star™ (DE3) Chemically Competent E. coli, které
poslouzily k ptiprave pilotni exprese. Z vysledki pilotni exprese (Obrazek 8) jsme vybrali dvé
optimalni podminky pro expresi rozpustného rekombinantniho proteinu - Ton; 0,1mM IPTG,
17°C a pro expresi do inkluznich télisek - T1; 0,1mM IPTG, 37°C. Ob¢ dvé tyto podminky se
nakonec ukézaly jako nevhodné pro large scale expresi, jelikoz doslo k expresi jen malého
mnozstvi proteinu. Proto jsme nakonec zvolili 37°C; 0,1mM IPTG; ptes noc (Ton), (Obrazek

8, Cervena hvézdicka), kterd se nakonec ukézala byt optimalni pro expresi do inkluznich télisek.

100kDa e - - — e e ‘| «— 37°C
70kDa T

100kDa __L_ ~-—..-">4~-4—270C
70kDa —T i

100kDa L p— P - Sl I ) e — 17°C
70kDa —— ‘

Obrazek 8: Pilotni exprese: Western blot detekce rekombinantniho BACDPKS za pouZziti
protilatky Anti-His¢-Peroxidase. Exprimovany protein BACDPKS5 (81kDa). Podminka
oznacena hvézdickou, 37°C; 0,ImM IPTG; Ton, byla zvolena jako optimalni pro large scale
expresi. M = Ladder (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo scientific); 1 =Ty, bez
IPTG; 2 =Ty, 0,1mM IPTG; 3 =Ty, ImM IPTG; 4 = T, 0,1mM IPTG; 5 = T2, ImM IPTG; 6
=Ty, 0,1mM IPTG; 7 = T4, ImM IPTG; 8 = Ton, 0,ImM IPTG; 9 = Ton, 1mM IPTG. Sipkou
je oznacen prominentni signdl BACDPKS. PVDF membrana byla vizualizovan pomoci

Chemiluminescence (Clarity ECL, ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad).
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Obrazek 9: Pilotni exprese: 4 — 20% Tris/Glycine SDS-PAGE. Vizualizace TGX Stain-Free
gelu — tzv. loading kontrola. Exprimovany protein BACDPKS (81kDa). M = Ladder
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo scientific); 1 = Ty, bez IPTG; 2 = Ty; 0,1mM
IPTG; 3 =Ti, ImM IPTG; 4 =T, 0,ImM IPTG; 5 =Tz, ImM IPTG; 6 = T4, 0,1mM IPTG; 7 =
T4, ImM IPTG; 8 = Ton, 0,1mM IPTG; 9 = Ton, ImM IPTG. §ipkou je oznacen prominentni
signal BACDPKS. Gel byl vizualizovan pomoci Stain-Free technologie (TGX Stain-Free™,
ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad).

4.3 Purifikace rekombinantniho proteinu

Inkluzni téliska byla rozpusténd v 6M guanidium hydrochloridu, obsazeném
v solubilizacnim pufru. K purifikaci rekombinantniho proteinu s purifika¢ni znackou His-Tag
jsme zvolili metalochelata¢ni afinitni chromatografii (IMAC) zaloZzenou na afinité
polyhistidinové kotvy obsazené ve fiznim proteinu exprimovaném z LacZ operonu
z transformovaného vektoru k Ni**. Tonty niklu byly imobilizované v HiTrap IMAC Sepharose
FF colmuns (Cytiva™) a purifikace probihala za denaturacnich podminek (6M guanidium
hydrochlorid, 8M Urea) na AKTA pure™ Chromatografu (GE Healthcare) za pouziti pufru A
a pufru B s obsahem 8M mocoviny. Postupnym promyvanim kolony zvySujici se koncentraci
elu¢niho pufru B obsahujiciho imidazol, az do koncentrace imidazolu 0,5M, vznikly tfi rizné
faze Flowtrough (F), Wash (W) a Elution (E). V prvni fazi Flowtrough (F) dochazelo
k vymyvani proteinli nenavazanych nebo jen velmi slabé navazanych na kolonu, ve fazi Wash

(W) k eluci vSech slabé vazanych proteinti a pii Elution (E) k eluci i proteinu siln€ navazanych
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na kolonu pomoci His-tag. Na zdklad¢ vysledkli z chromatogramu vytvofeného programem
UNICORN™ 7 (Obréazek 10), jsme zvolili 8 rliznych frakci z téchto 3 fazi (F, W a E), které
byly nésledné testovany na ptitomnost BACDPKS pomoci Western blotu (Obrazek 11, Obrazek

12).

L Cond Pressure
mAL

1600 ,’/
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4% Buffer B 100% Buffer B

Obrazek 10: Chromatogram z IMAC. Na chromatogramu je vyznaceno 8 vybranych frakci.
1 = Flowthrough; 2 = Flowthrough; 3 = Wash; 4 = Wash; 5 = Elution; 6 = Elution; 7 = Elution;
8 = Elution, Graf znazoriiuje zavislost absorbance na ¢ase. Modra kiivka znazorniuje mnozstvi
proteinu ve vzorku méfené pomoci UV zafeni, hnéda kiivka konduktivitu a zelend kiivka

koncentraci imidazolu.
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Obrazek 11: Purifikace: Western blot detekce rekombinantniho BACDPKS za pouziti
protilatky Anti-Hisc-Peroxidase. Ovéfeni pfitomnosti BACDPKS5 (81kDa) po purifikaci na
Ni?* chelata¢ni koloné. M = Ladder (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo
scientific); ON = supernatant odebrany pted purifikaci; 1 = Flowthrough; 2 = Flowthrough;
3 = Wash; 4 = Wash; 5 = Elution; 6 = Elution; 7 = Elution; 8 = Elution. gipkou je oznacen
prominentni  signdl ~BdCDPKS5.  Protilaitka  Anti-Hiss-Peroxidase  (1:20  000);
Chemiluminescence (Clarity ECL, ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad).

Obriazek 12: Purifikace: 4 — 20% Tris/Glycine SDS-PAGE frakei purifikovanych na Ni?*
IMAC FF Sepharose. Vizualizace TGX Stain-free gelu — tzv. loading kontrola. M = Ladder
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo scientific); ON = supernatant odebrany pied
purifikaci; 1 = Flowthrough; 2 = Flowthrough; 3 = Wash; 4 = Wash; 5 = Elution; 6 = Elution;
7 = Elution; 8 = Elution. Sipkou je ozna¢en prominentni signal BICDPKS5 (81kDa). Stain-Free
technologie (TGX Stain-Free™, ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad).
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Nejvice BACDPKS se nachazelo ve frakei 5 a 6 pochazejici z faze Elution. Tyto frakce
byly poté analyzovany pomoci hmotnostni spektroskopie MALDITOF, provedend Mgr.
Filipem Dyckou, PhD., kterd identifikovala sekvenacni pokryti frakce 5 na 36,7% s poctem
identifikovanych peptida 23, a frakce 6 na 41,4% s poctem identifikovanych peptidf 25. Tento
vysledek potvrdil, Ze ob¢ frakce ptredstavuji purifikovany BACDPKS. Z vysledkt je ziejmé, ze
ve fazi Elution doSlo k eluci i velkého mnozstvi jinych proteinli navazanych na kolonu

a purifikace tak nebyla zcela specificka.

MRGSHHHHHHGMASMTGGQUMGRDLYDDDDEDHPFTPRMENESTVPSNVASTVSSNORYV
CASVHPRDPQCSKTTFSOHOOYGEAVAEKSEMPTHHEVNPRSGPPNDPDCGSISLLELPP
NAVDHIQHVNENACWQHDRMYNHDNRNKK IQHCGDNVDCROPPMARHGSTECKSEKHMLR
AAVSMDS(TRPVYNSLCTECMPEEDKITEGFTGLLIOTPIFNYVNEPKPSSRDVTFTFD
RELLIHETALVDGMESINDVYELYSHRLGEKGSYGOVLEACHRETGEVKAVEVIRKASTENA
MAMERETATMETLDHPN IVELLEVYEDEECLYLVMEMCSGGELFDEIVRRGCFSEDYAAT
VMRQIFSATISYCHGKSILHRDLEPENTLY ANKNNDSPIKVIDWGF ATECREAHKFHTLVG
TPYYVAPEVLLGNYDESCDIWSAGVILFIMLVGYFPFHGNDNATILRNVERGTINEVPHH
WENISKSAIDLITRCLSYDPRYRITAKAAFNHEWILOKATSIYVSPVLRQSLTEDLVKRF
QEFDOYNSMERLALTCIAHHLSDMDIGPLSTAFEVLNMEGNGVLYVEDIVEGLONDEARG
QYDPAMESLLENLDTNGNGAIDYVEFIAASME(DVYMKDFCMEAFKVFDLEGOGVITRE
NMREVFQCDMSRGEFSDDFVEEIFNEVDLDRDGVINY TDFCTMLYGLSRPGDVATLD

Obrazek 13: MALDITOF frakce 5. Hmotnostni spektroskopie odhalila sekvenacni pokryti
(sequence coverage) 36,7% a pocet identifikovanych peptidl (protein sequences) 23 (Cervené

oznaceni).

MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDHPFTPRMENESTVPSNVASTVSSNORYV
CASVHPRDPQCSKTTFSOHOLYGEAVAEKSEMPTHHEVNPRSGPPNDPDCGSISLLELPF
NAVDHIOHVNENACWOHDEMYNHDNRNKKI(QHCGDNVDCROQPPMARHGSTECKSEKHMLR
AAVEMDESOTRPVYNSLCTEKCMPEEDK ITEGFTGLLIGTPIFNYVNEPKP(JSSRDVTFTED
RELLIHETALVDGMSINDVYELYSHRLGEGSYGOVLEACHRETGEVEAVEVIRKASTENA
MEMERETATMETLDHFNIVELLEVYEDEECLY LVMEMCSGGELFDEIVRRGCFSEDYAAT
VMROIFSATSYCHCGKESILHRDLEFENTLY ANKNNDSPIKVIDWGF ATECREAHKFHTLVG
TPYYVAPEVLLGNYDKSCDIWSAGVILFIMLVGYPPFHGNDNATILRNVERGTINFVPHH
WENISESAIDLITRCLSYDPRYRITAKAAFNHEWILOKATSIYVSPVLRSLTEDLVKRF
QEFDOYNSMERLALTCTAHHLSDMDI GPLSTAFEVLNMEGNGVLYVED IVEGLONDEARG
QYDPAMESLLENLDTNGNGAIDYVEF TAASME(DVYMOEDFCMEAFKVFDLEGOGVITHE
NMREVF(CDMSRGEFEDDFVEEIFNEVDLDRDGVINY TDFCTMLY GLSRPFGDVATLD

Obrazek 14: MALDITOF frakce 6. Hmotnostni spektroskopie odhalila sekvena¢ni pokryti
(sequence coverage) 41,4% a pocet identifikovanych peptidil (protein sequences) 25 (Cervené

oznaceni).
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4.4 Refolding: Step-down dialyza

BdCDPKS5 byla refoldovéana do nativniho stavu pomoci step-down dialyzy, kdy doslo
k postupnému snizovani koncentrace denatura¢niho cinidla (8M mocoviny) postupnym
dvojnasobnym fedénim, pufrem C bez mocoviny a v zavéru byl protein dialyzovéan proti
¢istému pufru C s obsahem 10% glycerolu. Soucésti pufru C byl také 2mM B-merkaptoetanol,
jehoz pfirozenou vzdusnou oxidaci dochazi k postupnému parovani cysteinovych miustka
a tvorb€ spravné 3D struktury BACDPKS. Vysledny protein byl centrifugovan k odstranéni
ptipadnych precipitatd, supernetant byl odebran a byla zmétena jeho koncentrace pomoci eseje
Bradfordové. Vysledny rekombinantni .BACDPKS5 o koncentraci 0,305 mg byl uskladnén pro
dalsi pouziti pti -20 °C.

4.5 Imunizace - ziskani protilatek

.BACDPKS5 o koncentraci 0,305mg byl nafedén v PBS a smichan byl spolecné
s kompletnim Freundovym adjuvans pfi prvni imunizaci, nekompletnim Freundovym adjuvans
u ostatnich imunizaci, pro zvySeni imunogenity a intraperitonedlné¢ podan 3 mySim ve 4
imunizacnich davkach. Ziskané krevni sérum ze vSech mysi bylo testovano pomoci Western
blotu za pouZiti sekundarni protilatky znacené HRP a chemiluminiscen¢ni detekce substratem
Clarity ECL (Bio-Rad) (Obrazek 13). Byly detekovéany specifické signaly odpovidajici
pfitomnosti polyklonalnich protilatek reagujicich na rekombinantni BdCDPKS. Sila
vyslednych signalt pozitivné korelovala s pouZitymi koncentracemi séra. Nejsiln€j$i imunitni
odpovéd’ se vyvinula u mysi 2, kterd vykazovala signdl i pfi zfedéni primarni protilatky

1:20 000.
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Obrazek 15: Imunizace mysi: imunochemicka detekce polyklonalnich protilitek proti
BdCDPKS za pouziti sekundarni protilatky Goat Anti-Mouse IgG Antibody, Peroxidase
Conjugated, H+L. Testovani imunniho séra na pfitomnost polyklonélnich protilatek proti
rekombinantnimu BACDPKS. Imunni sérum z kazdé mysi bylo fedéno 1:5000, 1:10 000 a
1:20 000 pro stanoveni nejsilngj$i imunitni reakce. M = Ladder (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Thermo scientific); 1 = mys 1; 2 = mys 2; 3 = mys$ 3. Hvézdickou je oznacena
kontrola bez primarni protilatky. Sipkou je oznaten prominentni signal BACDPKS5 (81kDa).
Sekundarni protilatka Goat Anti-Mouse IgG Antibody, Peroxidase Conjugated, H+L (1:3 000);

Chemiluminescence (Clarity ECL, ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad).
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Obrazek 16: Imunizace mysi: 4 — 20% Tris/Glycine SDS-PAGE BdCDPKS. Vizualizace
TGX Stain-free gelu jako loading kontroly. M = Ladder (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Thermo scientific); 1 — 10 = BACDPKS. Sipkou je oznaten prominentni signal
BdCDPKS5 (81kDa). Free technologie (TGX Stain-Free™, ChemiDoc MP Imaging System,
Bio-Rad).
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5 Diskuze

Tato prace se vénuje piipravé rekombinantniho proteinu BACDPKS. CDPKS patii do
rodiny kalcium dependentnich protein kindz (CDPKs), které se podileji na pfenosu vapnikem
zprostiedkovanych odpovédi u vSech sledovanych zastupcti kmene Apicomplexa a jsou dilezité
pro vyvojovy cyklus parazita (Sharma et al., 2021). Jejich zésadni role v biologii Apicomplexa
poukazuje na dulezitost popsani jednotlivych kinaz také u babesii, a naznacCuje potencial
jednotlivych kinaz jakozto terapeutického cile pro specifické inhibitory. Na zéklad¢ vysledkt
z Elsworth et al. (2023) muze zatim o BACDPKS fici, ze se zda byt neesencialni pro krevni
stadia parazita. Pfesnd funkce BACDPKS5 zatim neni jasna, ale u orthologl této kinazy byla
potvrzena Ucast pii egressu u P. falciparum a C. parvum (Zhang et al., 2015; Dvorin et al.,
2010). Nase predbézné vysledky ukazuji, ze by mohla byt dalezitd pro klistéci stddia (Ana
Maria Filipe, Gstni sdéleni, dosud nepublikovano). Proto bylo hlavnim cilem moji bakalarské
prace vytvofit rekombinantni protein BACDPKS, aby mohla byt dale zkouména jeji funkce
a struktura.

Pro zaklonovani aplifikovaného genu kodujictho BACDPKS byl zvolen bakteridlni
smeérovy klonovaci vektor pET100/DTOPO®, pro indukovatelnou expresi proteinu
s 6xHis- Tag na N-konci, jelikoZ nese velmi silny promotor T7 pro vysokou miru exprese
proteinu a zaroven obsahuje lac operator pro pfidanou regulaci bazalni exprese (Terol et al.,
2021). Klonovaci vektory pET jsou standartné pouzivany pro expresi rekombinantnich CDPKs
u jinych Apicomplexa napiiklad u P. vivax (Chot et al., 2010) nebo C. parvum (Su et al. 2022;
Zhang et al., 2021). Jako buiiky pro produkci plasmidu byly zvoleny kompetentni buitky NEB®
5-alpha Competent E. coli, s nimiZ ma naSe laboratoi Molekularni biologie klist'at, PaU BC
AVCR dobré zkusenosti pti produkci riiznych plasmidi. Tyto buiiky jsou konstruovany s deleci
v repara¢nich genech zapojenych do opravy DNA, jejichZz absence jim umoziiuje byt vice
ochotnymi k pfijeti cizi DNA a snizuje vyskyt nechténych rekombina¢nich udalosti, které by
mohly zménit nebo narusit integritu plazmidové DNA (Phue et al., 2008).

Pro expresi BACDPKS byly zvoleny expresni buiiky One Shot™ BL21 Star™ (DE3)
Chemically Competent E. coli, které jsou dodavany jako soucast pouzit¢ého Champion™
pET100 Directional TOPO™ expresniho kitu pro produkci rekombinantnich proteint (Thermo
Fisher). Byly pouzity napiiklad pro expresi CDPKS5 u 7. gondii (Zhang et al., 2014) nebo
CDPK3 u P, falciparum (Andresen et al., 2017). Jejich vyhodou je nizka produkce endogennich
proteinil, vysoka uroven proteinové exprese diky ptitomnosti fagové T7 RNA polymerazy a na

rozdil od kmene NEB® 5-alpha nejsou senzitivni k ristovym podminkédm jako je napiiklad
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vysokéd koncentrace glukozy (Rosano et al., 2019; Phue et al., 2008). K indukci exprese
kaskadového systému T7 RNA polymerazy, ktery ndsledné transkribuje cilovy gen regulovany
T7 promotorem je potieba dereprese laktézového operonu nemetabolizovanym analogem
laktozy isopropyl-B-D-thiogalaktosidem (Donovan et al., 1996). Tento systém nam umoznoval
plnou kontrolu nad indukci syntézy proteinii s vysokou selektivitou.

Vyhodou exprese proteinii v E. coli jsou nizké naklady na kultivaci, rychly rist a vysoka
mira exprese cilového proteinu. Nevyhodou je nemoznost posttraslacni modifikace, Casta
tvorba inkluznich télisek, neucinna translokace proteini nebo metabolickd zatéz, kterd mize
byt Casto zplisobena prave pritomnosti T7 promotoru (Lozano Terol et al., 2021). Nadprodukce
proteint v cytoplazmé E. coli je Casto doprovazena jejich nespravnym skladanim a segregaci
do nerozpustnych agregatti znamych jako inkluzni téliska, ktera obsahuji rekombinantni protein
o vysokeé Cistoté, jsou ale biologicky neaktivnimi. A¢koli tvorba inkluznich télisek miize zna¢né
zjednodusit purifikaci proteintl, neni zaruceno, ze refolding navréati jejich biologickou aktivitu
(Yamaguchi et al., 2012; Baneyx, 1999). Pravdépodobnost tvorby inkluznich télisek se zvySuje
pouzitim silného promotoru, vysoké koncentrace induktoru ¢i pouziti vysoké kultivaéni teploty
(Baneyx & Mujacic, 2004).

Pii pilotni expresi bylo simulovano nékolik podminek pro zjiSténi optiméalni podminky
pro large scale expresi. Snazili jsme se o vybér dvou podminek, z nichz jedna povede k expresi
solubilniho proteinu a druhé k expresi proteinu do inkluznich télisek. Pro vznik solubilniho
rekombinantniho proteinu byla vybrana Ton; 0,1mM IPTG, 17°C a pro expresi do inkluznich
télisek podminka T1; 0,1mM IPTG, 37°C. Obé tyto podminky byly vybrany na zdklad€ Western
blot analyzy peletu z pilotni exprese, jelikoz vykazovaly nejvétsi mnozstvi exprimované
BdCDPKS5 v ramci své kultivacni teploty (Obrazek 8). Solubilni protein jsme se snazili vytvofit
zvolenim podminek pii sniZzené teploté i koncentrace IPTG, ale netspéSné. Protomor T7 je
ztejmé piili§ silny na to, aby nedoslo k tvorbé inkluznich télisek. Exprese pii 37°C se téz
ukazala jako nevhodna pro large scale expresi, jelikoz doslo k vytvofeni jen malého mnoZzstvi
rekombinantniho proteinu, zfejmée v disledku kratké expresni doby. Jako dal§i podminka byla
vybrana Ton; 0,ImM IPTG; 37°C u které jsme diky silnému promotoru, vysoké teploté a dlouhé
dobé exprese predpokladali, ze vznikly protein bude exprimovan do inkluznich téliscich.
Stejnym zpiisobem byla provedena large scale exprese CDPK5 u 7. gondii v Zhang et al. (2014),
kde vznikly protein byl téz ve formé inkluznich télisek.

Izolace inkluznich télisek z indukovanych buné€k E.coli a naslednd metalochelatacni
afinitni chromatografie (IMAC) za denaturacnich podminek je zavedenym protokolem

v laboratofi Molekularni biologie klistat, PaU BC AVCR, kde byly pokusy provadény
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a v minulosti byl pouzit naptiklad pro produkci klistéci aspartové proteazy IrCD1 (Sojka et al.,
2012; Hanova et al., 2018). 6xHis-Tag je hojné pouzivanou purifika¢ni znackou diky tendenci
neovliviiovat rozpustnost, konformaci nebo biologickou aktivitu cilového proteinu a zaroven
muze byt selektivné odstranéna endopeptiddazami nebo exopeptiddzami (Mooney et al., 2015).
Histidin je navic aminokyselinou s nejsilngjsi afinitou ke kovovym ionttim. Ionty niklu slouzi
jako chelata¢ni ¢inidlo, které selektivné vaze proteiny s His-Tag, ale také dalsi aminokyseliny,
véetné cysteinu a tryptofanu. Tato vlastnost umoziuje Ni*" interakci s Sirokym spektrem
proteinil, coz je uzitecné pro zachyceni rtuznych cilovych proteinti. Ionty niklu vykazuji
v IMAC stfedni silu retence. Mohou se tak vazat na proteiny s dostate¢nou afinitou pro ¢isténi,
ale bez pfili$ silnych interakci, které by mohly vést k nespecifickému vazani nebo agregaci.
Tento rovnovazny stav mezi afinitou a selektivitou je dulezity pro dosazeni vysoké Cistoty
v ¢isténych frakcich proteint (Ueda et al., 2003).

Proteiny navézané na kolonu byly postupné vymyvany stoupajicim koncentraénim
gradientem imidazolu az do koncentrace 0,5M. Imidazol je bézné pouzivan jako elucni ¢inidlo
v metalochelatacni afinitni chromatografii (IMAC), protoze ma schopnost konkurovat
hexahistidinové purifikaéni znaéce (His-Tagu) o vazbu k nikelnatym iontim (Ni?*), kterymi je
kolona pfi IMAC naplnéna. Alternativné lze proteiny eluovat pomoci klesajiciho pH gradientu
¢1 pomoci chelataéni slou€eniny, jako je EDTA, ktera ale neselektivné eluuje vSechny proteiny
spolu s pouzitymi kovovymi ionty (Li et al., 2018; Ueda et al., 2003). Nejvetsi koncentraci
BdCDPKS5 jsme ptedpokladali v posledni fazi Elution, kdy dochazi k vymyvani nejsilnéji
navazanych proteint na kolonu. Z vysledkt bylo zfejmé, Ze v této fazi doslo k eluci BACDPKS,
ale 1 velkého mnozstvi jinych proteinti navazanych na kolonu a purifikace tak nebyla zcela
specificka. Jelikoz je ale purifikace zalozena na interakci mezi imidazolem, histidinem a ionty
niklu, mohly byt zachyceny i jiné proteiny s oblastmi bohatymi na histidin a cystein, coz mohlo
mit za nasledek snizenou selektivitu purifikace vii¢i His-tagem zna¢enym proteinim. Ackoli by
tento problém mohl byt ¢astecné obejit tandemovou purifikacni strategii s pouzitim rtiznych
afinitnich znacek a tandemovych purifikac¢nich krokti, mohlo by jejich zavedeni zvysit riziko
zmény struktury rekombinantnich proteint. Dalsi purifika¢ni kroky mohou také vést ke snizeni
vytéznosti cilovych proteint (Li et al., 2018).

Jelikoz jsme pro solubilizaci inkluznich télisek pouzili vysoké koncentrace denaturacnich
¢inidel, pfi refoldingu muselo dojit k jejich fizenému odstranéni. K refoldingu byla zvolena
postupna (step-down) dialyza, kdy dochdzelo kumélému sbalovani denaturované¢ho
purifikovaného proteinu postupnym snizovanim koncentrace denaturacniho ¢inidla. Step-down

refolding zahrnuje fedéni denatura¢niho c¢inidla v intervalech dostate¢né dlouhych pro
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stabilizaci proteinu, tak, aby postupné mohl obnovit svou spravnou prostorovou strukturu
(Yamaguchi & Miyazaki, 2014). Postupné snizovani koncentrace denaturacniho c¢inidla
zabranuje nezadoucim efektiim, jako je agregace proteinli nebo nespravné skladani, které by
mohlo nastat pii rychlém snizovani koncentrace, jako je tomu casto u one-step dialyzy
(Yamaguchi & Miyazaki, 2014; Li et al., 2004). Pro refolding byl pouzit f-merkaptoetanol,
ktery stépi disulfidové miistky v denaturovanych proteinech, pomaha otevfit strukturu proteinu
a umoziuje, aby se protein po odstranéni denaturacniho ¢inidla pfirozené slozil do své spravné,
biologicky aktivni konformace. Koncentrace pouzitého denatura¢niho ¢inidla, 8M mocoviny,
diky postupnimu fedéni pufru B obsahujiciho moc€ovinu, pufrem C bez mocoviny, snizila jeji
koncentraci az na nulovou hodnotu (Tabulka VI).

Refoldovany protein byl pouzit jako antigen pro imunizaci. Spolecné s kompletnim
a nekompletnim Freundovym adjuvans, pro zvySeni imunogenity, byl intraperitonealné podan
3 mySim celkové ve 4 imunizacich. Mys 2, kterd vykazoval nejsilnéj$i imunitni odpovéd’, byla
vybrana pro tvorbu monoklonalnich protilatek spolupracujici laboratofi. Polyklonalni protilatky
vici BACDPKS budou dale vyuzivany nasi laboratofi. Obdobnym zptisobem bylo docileno
vzniku polyklonalnich protilatek proti CDPK4, CDPKS a CDPK6 u C. parvum (Zhang et al.,
2021) ¢i specifického antiséra proti CDPK4 u P. vivax (Choi et al., 2010). Jelikoz k imunizacim
slouzil denaturovany protein, neni jisté proti jakym epitopiim proteinu se protilatky vytvofily.
JelikoZ uspésnost refoldingu do spravné konformace jsme nijak nepotvrdili, mohlo dojit
k vytvoteni protilatek proti epitoptim, které u dobfe sbaleného proteinu nejsou protilatkdm
pfistupné a naopak. Zlstava tedy otdzkou zda budou afinni také k nativnimu BdCDPKS
v krevnich stadiich parazita. Polyklonalni sérum tak mtize byt v tomto piipad€ vyhodou, jelikoz
vzniklé protilatky proti vicero epitopim mohou ne zcela spravny refolding proteinu ,,0bejit™.

Mnou vytvoteny rekombinantni protein BACDPKS mize dale slouzit k biochemické
charakterizaci a zkoumani 3D proteinové struktury. Biochemickou charakterizaci nyni jiz
testujeme pomoci enzymatickych eseji MaxGLow (Promega). Dale miizeme zkoumat jeji 3D
strukturu po dalsi purifikaci a obohaceni. BACDPKS miizeme také pouzit ke zkoumani efektu
specifickych inhibitorit CDPKs, tzv. Bumped Kinase Inhibitors (BKIs) na jeji funkci a tim zjistit
co presné v cyklu babesii zajisStuje. Piiprava polyklondlnich a néasledn€¢ i monoklonalnich
protilatek ma velky smysl pro budouci pouziti v imunomikroskopii, jakoZto specifické znaceni
BdCDPKS5 a jeji lokalizace v parazitovi, pro konfokélni i elektronovou mikroskopii, ¢i pro

ovéfeni knock-out linie parazitl, kterou se v laboratoii snazime vytvofit.
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6 Zavér

Provedla jsem stru¢nou literarni reSerSi na téma charakterizace a funkce kalcium-

dependentnich proteinkindz (CDPKSs) se zaméfenim na CDPKS5 u parazit ze skupiny

Apicomplexa
Vytvotila jsem rekombinantni Babesia divergens CDPKS (BdCDPKY)
o Zaklonovala jsem gen pro BACDPKS do expresniho vektoru
o Optimalizovala jsem podminky pro large scale expresi
o Purifikovala jsem rekombinantni protein BACDPKS pomoci afinitni
chromatografie
Imunizovala jsem mysi purifikovanym a refoldovanym rekombinantnim proteinem
BdCDPKS5 pro produkcei polyklonélnich protilatek a potvrdila jsem ptitomnost

polykolnalnich protilatek v séru imunizovanych mysi
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Sekvence primeru pouzitych k osekvenovani klonu 9:

CDPKS5-k9-F.ab1 = GGATCATCCCTTCACCCCGCGGATGAAGAATGAGTCGACCGT (viz Tabulka I)
CDPK5-k9-R.abl = CTTCTCGAGCCATGGGAATTCtcactattaT TAGTCTAATGTGGCTACATCTCC (viz
Tabulka I)

CDPKS5-k9-T7F.ab1= TAATACGACTCACTATAGGG (viz Tabulka IV)

CDPK5-k9-T7R.ab1 = GCTAGTTATTGCTCAGCGG (viz Tabulka IV)
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