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Tick-transmitted parasites of the genus Babesia represent an important worldwide
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ubiquitin affinity to purify volumes of B. microti proteasome suitable for substrate specifity
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conventional protein crystalography. The overal goal of the long term laboratory project is to
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1. Uvod
1.1 Babesia

Babesie jsou jednobunééni parazité napadajici erytrocyty obratlovct a jejich primarnim
a zarovenl definitivnim vektorem jsou klistatoviti (Ixodidae) (Homer et al., 2000).
Onemocnéni zpusobené babesiemi se oznaCuje jako babesiosa. Postihuje zejména
hospodaiska zvitata a fadi se se mezi jejich nejbéznéjsi krevni choroby (Hunfeld et al., 2008).
Ur¢ité druhy babesii ale napadaji i ¢lovéka. Pripady lidské babesiosy jsou zaznamenavany
v Evrop¢ i v USA (Schnittger et al., 2012), kde americké Stredisko pro kontrolu a prevenci
nemoci (CDC) povazuje babesiosu od roku 2011 za ,,emerging disease* (Leiby, 2011).

1.1.1 Fylogeneze babesii

V soucasné dobé existuje vice nez 100 druhti babesii (Schnittger et al., 2012). Babesie
patii do fadu Piroplasmida, kmene Apikomplexa (Vytrusovci) a skupiny Alveolata (Hunfeld
et al., 2008). Kmen Apikomplexa je skupina prvokii parazitujich v buiikdch nebo télnich
dutinach zivocicht a jejich charakteristickym znakem je pfitomnost apikalniho komplexu,
souboru organel zprostfedkujicich prinik do hostitelské buiiky. Tito endoparazi¢ zahrnuji
pivodce zavaznych onemocnéni cloveéka a hospodaiskych zvifat, jako je napftiklad
Plasmodium spp. (malérie), Toxoplasma gondii (toxoplazméza), Babesia spp. (babesiosa),
Cryptosporidium spp. (kryptrosporidiéza) a dalsi (Vannier et al., 2015). Piroplasmida a
Plasmodium spp. (Obr. 1) (Arisue and Hashimoto, 2015; Schreeg et al., 2016) sdili podobnost
napiiklad v asexualnim rozmnozovani v erytrocytech hostitele a sexualnim mnozeni ve stievé
definitivniho hostitele z kmene ¢lenovci (Arthropoda; Smith et al., 2002).

Na rozdil od komdary prendsenych plasmodii jsou babesie pfenaseny klistaty rodu
Ixodes. Dalsi odlisnosti je, ze Plasmodium falciparum mé synchronizovany vyvoj stadii
v hostitelskych erytrocytech, zatimco Babesia spp. se vyznacuje asynchronnim cyklem.
Vzhledem k relativné kratké evolucni vzdalenosti mezi plasmodii a babesiemi (Obr. 1) je
zjevné, ze strategie uplatiované pii 1écbé malarie mohou byt efektivni i pti dosud chybé&jici
selektivni 1é¢bé babesiosy (Khare et al., 2016; Li et al., 2012).
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Obr. 1: Fylogeneticka pozice Babesia spp. a P. falciparum ve skupiné Alveolata (Arisue and
Hashimoto, 2015).

1.1.2  Zivotni cyklus

Zivotni cyklus babesii je charakteristicky stiidanim hostitelti (Yabsley and Shock,
2013). Sklada se ze tii fazi: sporogonie (asexudlni rozmnozovani v klistécich slinnych
zlazach), merogonie (asexudlni rozmnozovani v erytrocytech obratlovce) a gamogonie
(sexudlni rozmnozovani ve stfevé klistéte). K prenosu babesii dochazi prostfednictvim sani
klistéte na obratlovci (mezihostiteli) (Vannier et al., 2015). Infekce zacina invazi sporozoiti,
které jsou transportované do hostitele sekreci slin béhem sani klistéte. Babesie se nasledné
asexudlné mnozi pouze v erytrocytech, na rozdil od jinych druhii patficich do tadu
Piroplasmida (Jalovecka et al., 2019). Po né€kolika asexualnich cyklech dochazi k vytvoreni
gametocytll (Obr. 2), které jsou nasaty klisté¢tem (Hildebrandt et al., 2013; Vannier et al.,
2015). Ve streve klistéte pak probihd gamogonie: gametocyty se méni na gamety a jejich fuzi
vznika zygota (Schnittger et al., 2012). Zygota penetruje do stievnich bunék, kde dochazi
k meidze a k produkci kinet. Tyto kinety se uvoliiuji do hemolymfy a infikuji rizné tkané
(Obr. 2: ovaria, slinné zlazy a dalsi), kde se dale nepohlavné rozmnozuji (Kjemtrup and
Conrad, 2000). Sporogonie za¢ina po migraci kinet do slinnych zl4z (Vannier and Krause,
2009), ve kterych dochazi k produkci sporozoitl, které jsou schopné invaze hostitelskych
erytrocytt (Jalovecka et al., 2018a).
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Obr. 2: Zivotni cyklus B. divergens a B. microti. Hlavnim rozdilem mezi A — B. divergens (upraveno
(Hajdusek et al., 2013)) a B — B. microti (Jalovecka et al., 2017) je schopnost transovarialniho pfenosu
(infikovana samice pfenese parazitarni organismus na dal$i generace — tzv. horizontalni pfenos). Tento
zplsob pfenosu byl z téchto dvou druht potvrzen pro B. divergens (Bonnet et al., 2007).

Relativné komplikovany zivotni cyklus babesii (Obr. 2) je detailné popsan jen u
nékolika nejzndméjsich druhtli, zatimco u vétSiny zbyvajicich chybi popis nékterych fazi
zivotniho cyklu a neni objasnéna role alternativnich vektort a hostiteli (Yabsley and Shock,
2013).

1.1.3  Clovék jako nahodny hostitel

Clové&k neni pfirozenym, ale ndhodnym hostitelem babesii, pficemz jen nékteré druhy
(napt. B. microti, B. divergens) jsou schopné infikovat ¢lovéka (Vannier, 2008). Jednotlivé
druhy se li$i v mife virulence, patogenité¢ a dalSich faktorech. Mezi pfi€iny, které vedou
k Cetn€jsimu vyskytu lidské babesiosy, se fadi kontakt lidi s rozsahlej$im prostfedim, ve
kterém se vyskytuji klist'ata, zvySené pocty jedinct v klistécich populacich a dalsi (Yabsley
and Shock, 2013).

Kromé¢ infikovani ¢loveéka pii sani klistéte dochazi k ptrenosu lidské babesiosy také
podanim krevnich transfuzi. Ackoliv v celosvétovém meétitku je tomuto zpusobu Sifeni
prikladand mald pozornost, velmi Casto se tento druh pfenosu objevuje v endemickych
oblastech zejména u lidi se snizenou obranyschopnosti z divodu stafi nebo nemoci
(Hildebrandt et al., 2007). Ptipad dal$iho alternativniho pfenosu B. microti, z matky na
novorozence (transplacentarni infikovani), byl popsan v Americe (Joseph et al., 2012) a
nasledné potvrzen pfi uspéSném transplacentarnim infikovani BALB/c mysi (Bednarska et al.,
2015).

1.1.3.1 Babesia microti

Lidska babesiosa zplisobend B. microti je v Severni Americe nejcastéj$i chorobou

ziskanou ptes krevni transfuze (Yabsley and Shock, 2013). Infekce zptisobené B. microti jsou

ve vétsing pripadi asymptomatické (Krause et al., 2003), ale mohou skoncit imrtim zejména



u imunodeficientnich (se snizenou funkci nékteré ze slozek imunitniho systému) a starSich
pacientt (5-10 % pacient; Yabsley and Shock, 2013). Mezi pfiznaky patii vyrazka, horecka,
zimnice, poceni, bolest hlavy, kloubii a svaltl, kasel a zvraceni (Yabsley and Shock, 2013).
Klinické symptomy mohou pretrvavat po dobu nékolika tydnii az mésict, velmi ziidka vice
nez rok (Yabsley and Shock, 2013).
1.1.3.2 Babesia divergens

Nejcastejsim zoonotickym (zoondza = nemoc pienasejici se volné mezi lidmi a zvitaty)
druhem v Evropé je B. divergens. Infekce B. divergens se vyznacuje 1-3 tydny dlouhou
inkubacni dobou (Yabsley and Shock, 2013), po které se stav pacienta rapidn¢ zhorSuje. Velmi
béznym znakem této faze je hemoglobinurie (vysoky obsah hemoglobinu v moc¢i; Telford and
Spielman, 1993). Dalsi pfiznaky infekce, mezi néz patii zloutenka, horecka (40-41 °C),
poceni, tfes, bolest hlavy ¢i zvraceni, jsou snadno zaménitelné za symptomy malarie
(Gorenflot et al., 1998). U 42% pacientd dochézi k systémovému selhani do 4 az 7 dnli po
zacatku hemoglobinurie (Kjemtrup and Conrad, 2000). Pii podani krevni transfuze mtze byt
umrtnost zna¢n¢ snizena (Zintl et al., 2003).

1.1.3.3 Lécba babesiosy

K 1é¢bé lidské babesiosy se vyuziva riznych kombinaci antibiotik a antimalarik (Rozej-
Bielicka et al., 2015). Pacientiim s mirnymi pfiznaky je ptfedepisovana kombinace atovaquonu
s azithromycinem nebo klindamycinu s quininem po dobu 1 tydne (Hildebrandt et al., 2013).
Oba postupy maji srovnatelnou lécivou efektivitu (Vannier et al., 2015). Pfi 1écbe
imunodeficientnich pacientl se pouziva klindamycin s quininem nebo se quinin nahradi méné
toxickym derivatem quinidenem (Vannier et al., 2008). V soucasné dob¢ proti babesiose
neexistuje specificky 1€k. V zajmu lidské i veterinarni mediciny je proto nalézt selektivni 1€k
schopny eliminace parazita s miniméalnimi vedlej$imi G¢inky na hostitele (AbouLaila et al.,
2010).

1.2 Proteasom

268 proteasom je proteinovy komplex slozeny ze dvou podjednotek: 19S rozpoznéavaci
podjednotky a 20S katalytického jadra. Proteasom se nachdzi v cytoplazmé a v jadie vSech
bun¢k (Bhattacharyya et al., 2014). Podili se na regulaci fady bunécnych procest, jako je
napiiklad rozklad nepotfebnych proteinti nebo degradace Spatné slozenych bilkovin. Proteiny
urcené k degradaci jsou konjugovany s jednim nebo vice fetézci ubiquitinu (Pickart, 2004).
Polyubiquitinované proteiny jsou nasledné rozpoznané a zpracované 19S podjednotkou
proteasomu: struktura proteinll je rozvolnéna regula¢nimi proteiny, ubiquitin je odstranén

deubiquitindzami a zpétné recyklovan buiikou k dal§imu pouziti (Obr. 3) (Burns et al., 2010).



Takto zpracované proteiny vstupuji do katalytického 20S jadra, kde jsou degradovany na
kratké peptidové useky. 20S jadro proteasomu je tvotené 2 3 prstenci vimezetenymi mezi 2 o

prstence (Obr. 3). Kazdy prstenec je slozeny ze 7 podjednotek (Bibo-Verdugo et al., 2017).
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Obr. 3: Draha proteinové degradace 26S proteasomu. Proteiny uréené k degradaci jsou
oznaceny nékolika molekulami ubiquitinu a nasledné rychle degradovany 26S proteasomem, za
spotfeby ATP. 26S proteasom se sklada z 19S regulacni podjednotky, ktera je zodpovédna za
rozpoznani substratu, rozbaleni proteinu a deubiquitinaci, a z 20S jadra, které obsahuje katalyticky
aktivni podjednotky (Almond and Cohen, 2002)
1.2.1 Katalytické jadro proteasomu
Katalyticky aktivni podjednotky B1, B2 a B5 zodpoveédné za proteolytickou degradaci
ubiqitinem oznacenych proteinli jsou soucasti 20S jadra proteasomu. Kazda z nich ma
odliSnou aktivitu na zaklad¢ substratové specifity: 1 podjednotka je oznaCovana jako
caspase-like proteaza, B2 jako trypsin-like protedza a B5 jako chemotrypsin-like protedza
(Bibo-Verdugo et al., 2017).
1.3 Proteasom jako terapeuticky cil
Cilend inhibice proteasomu je selektivni terapeutickou strategii pti 1é¢bé rakoviny a
autoimunitnich chorob (Li et al., 2012; Reynolds et al., 2007). Princip uc¢inku je akumulace
abnormdlnich proteinli (Spatné syntetizované nebo Spatné sbalené, potencialné toxickeé,
mutované ¢i poskozené), které jsou obecné eliminovany drahou proteinové degradace
(Obr. 3) (Basler et al., 2015). Proto pfi inhibici proteasomu dojde k toxickému nahromadéni
téchto abnormalnich proteinii vedoucimu k apoptoze buiky (Goldberg, 2012).
1.3.1 Onkologicka terapie
Inhibice chymotrypsin-like aktivity savciho proteasomu je efektivni strategii pro terapie
nadorovych onemocnéni. Pro 1é¢bu mnohocetného myelomu jsou schvélené americkym
narodnim Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration, FDA) ti
inhibitory: carfilzomib (Kim and Crews, 2013), bortezomib (Kane et al., 2006) a ixazomib

(Muz et al., 2016). Carfilzomib je odvozeny od epoxyketonu a véaze se ireverzibiln¢.



Bortezomib a ixazomib jsou odvozené od kyseliny borité a vazou se reverzibilné. ONX-0914
je inhibitorem, ktery je selektivni pro 5 podjednotku imunoproteasomu a jeho pasobeni je
signifikantni pfi 1é€b¢ autoimunitnich onemocnéni (Muchamuel et al., 2009).

1.3.2 Inhibice proteasomu paraziti

Mezi revoluéni objevy v oblasti parazitologie patii recentni vyvoj inhibitorti
proteasomu, které selektivné eliminuji parazitarni organismy, se zna¢n¢ sniZzenou toxicitou
vici hostitelskym bunkam (Bibo-Verdugo et al., 2017). Tento typ inhibice se ukézal jako
velmi efektivni u malarie (Li et al., 2016), leishmaniosy, Chagasovy choroby a spavé nemoci
(Khare et al., 2016).

Soucasnym trendem pro pouziti parazitdrnich proteasomu jako terapeutickych cili v
medicinskych aplikacich je tfadové (10 — 1000x) zvySeni selektivity nové testovanych
inhibitori (tzv. terapeutického okna — intervalu mezi tu¢inkem na parazitarni versus hostitelsky
proteasom). U P. falciparum byla definovana struktura aktivnich mist pomoci substratového
profilovani katalytickych podjednotek 20S jadra proteasomu hostitele a parazita pomoci
specifickych peptidyl-susbtratovych knihoven (,,substrate profiling*) a vysledné substratové
preference byly pouzity pro designovani selektivnich inhibitord (Li et al., 2016). Tyto nové
ziskané inhibitory jsou efektivni proti P. falciparum, a to i u artemisin-rezistentnich kmeni
(Li et al., 2016). Pro leishmaniosu, Chagasovu chorobu a spavou nemoc byl popsan inhibitor
proteasomu GNF6702, ktery je selektivni vic¢i proteasomu téchto parazitd, a to
nekompetitivnim mechanismem, ktery neinhibuje sav¢i komplex a je velmi dobie tolerovan u
mySich BALB/c modelt (Khare et al., 2016). Tyto poznatky dokumentuji strategii selektivni
inhibice parazitarniho proteasomu jako velmi slibny terapeuticky nastroj pro 1écbu zdvaznych
onemocnéni (Khare et al., 2016).

1.3.2.1 Inhibice proteasomu babesii

Vzhledem k ptibuznosti P. falciparum a babesii byl v rdmci soucasné probihajiciho
projektu nasi laboratofe, kterého je tato bakaldiska prace soucasti, testovan vliv nékolika
komerc¢né dostupnych inhibitor proteasomu na riist a prezivani B. divergens v ex vivo kultute
bovinnich erytrocytli. Mezi tyto latky patfily: carfilzomib, bortezomib, ixazomib, ONX-0914
a epoxomicin. VSechny inhibitory prokazaly supresivni efekt na rist B. divergens (ex vivo)
v bovinnich erytrocytech. Jako nejefektivnéjsi inhibitor byl vyhodnocen carfilzomib, ktery byl
pouzit k testovani vlivu inhibice proteasomu babesii v BALB/c mysich, infikovanych B.
microti (in vivo). Byl prokazan terapeuticky ucinek a demonstrovana akumulace

polyubiquitinovanych proteint v parazitech pomoci protilatek (Jalovecka et al., 2018b).



2. Cile prace

e Optimalizace kultivace B. divergens in vitro v bovinnich erytrocytech a kultivace B.
microti in vivo v BALB/c mySich

e Izolace B. divergens z hostitelskych bovinnich ¢ervenych krvinek a izolace B. microti
z mysich erytrocytl ultracentrifugaci, mechanickou homogenizaci, ultrasonikaci a
jejich kombinacemi

e Ove¢reni aktivity katalytické PS5 podjednotky 20S jadra proteasomu paraziti B.
divergens a B. microti

e Purifikace 26S proteasomu pomoci ionexové chromatografie, separace 26S

proteasomu pomoci SDS-PAGE a vizualizace barveni stifibrem



3. Material a metody
3.1 Kaultivace

Kultivace B. divergens probihala in vitro pti neménnych podminkach: 37 °C a 5% CO»
v termoboxu Galaxy 170 S (Eppendorf). Manipulace s kulturami byla provadéna
v laminarnim boxu Airstream® Class II (BSCO) za dodrZeni zakladnich podminek sterilni
prace. Pro B. microti nebyla dosud zavedena kontinudlni dlouhodoba in vitro kultivace, proto
byl tento parazit urzovan in vivo v laboratornich mysich BALB/c (kapitola 3.1.2).

3.1.1 Parazit

B. divergens: Ve vsech experimentech byl pouzit kmen Babesia divergens 2210A G2
(Jalovecka et al., 2016).

B. microti: Ve vSech experimentech byl pouzit kmen Babesia microti (Franca)
Reichenow (ATTC® PRA-99™),

3.1.2 Laboratorni zvifata pro in vivo kultivaci B. microti

Pro udrzeni linie B. microti byly pouzivany 7-tydenni samice BALB/c mysi (Charles
River Laboratories). Po dobu trvani experimentii byly laboratorni myS$i uchovavany v
laboratorni mistnosti zvéfince PaU BC AVCR za konstantnich podminek (20 °C, 60%
vlhkost), krmeny sterilni komer¢ni smési (Velaz) a napajeny sterilni vodou. Se vSemi zvitaty
bylo zachdzeno v souladu se zdkonem ¢. 359/2012 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani,
s etickym souhlasem ¢. 112/2016 a vSechny in vivo experimenty byly schvéleny Etickou
komisi AV CR.

3.1.3 Erytrocyty pro in vitro kultivaci B. divergens

B. divergens byla kultivovana in vitro v suspenzi bovinnich erytrocytii ziskanych
z mistnich jatek. Po odebrani krve do sterilni nddoby byl obsah manudlné¢ defibrinovan
dikladnym michdnim sterilni Spachtli. Poté byla krev 3x pfecisténa v promyvacim médiu
(Tab. 1) v ptedchlazené centrifuze Multi Centrifuge 3SR (2000g, 4 °C, 10 min; Heraeus), ¢imz
byly odstranény zbyvajici fibrinové slozky a krevni sérum. Fibrinova vrstva a leukocyty (tzv.
,,buffy coat™) byly po kazdé centrifugaci odstranény pipetou z povrchu peletu. K precisténym
erytrocytim bylo pfidano promyvaci médium (Tab. 1) v odpovidajicim poméru 1 : 2 a buiiky
byly uchovéany ve 4 °C. Takto zpracovana krev byla pouzita pro kultivovani po dobu 3-6
tydni. Erytrocyty a média (Tab. 1) byly pravidelné testovany, kviili mozné kontaminaci: 10ul
erytrocytil / média bylo pipetou rozetfeno na krevni agar (Dulab), ktery byl ulozen do

termoboxu (kapitola 3.1) a pozorovan po dobu 3—5 dnd.



3.1.4 Chemikalie

Tab. 1: Média pouZita pro kultivaci B. divergens.

R Promyvaci médium Kultiva¢ni médium

Chemikalie [celkovy objem 503ml] [celkovy objem S03ml]
RPMI 1640 (Lonza, cat. no. BE12-115F) 500ml 400ml
Amphotericin B (c=250pg/ml; Sigma-Aldrich
cat. no. 1397-89-3) 0,5ml 0,5ml
Gentamicin Sulfate (c=10mg/ml; Lonza, cat.
no. 17-519L) 2,5ml 2,5ml
Fetalni bovinni sérum (inaktivace pti 56 °C po
dobu 30 min pfed pouzitim; Capricorn, cat. no. 100ml
FBS-11A)

3.1.5 Pasazovani

B. divergens: Pro udrzovani kultivacni linie B. divergens in vitro byly pouzity 24-
jamkové kultivacéni desticky (BioTech; cat. no. 92024). Do kultiva¢ni jamky byla pfipravena
suspenze 2ml kultivaéniho média (Tab. 1) spole¢né s 50ul bovinnich erytrocyti. Poté byl
pridan pelet rozmrazené krve infikované babesiemi (1 dil infikovanych erytrocytt : 1 dil 30%
glycerolu v Alservere roztoku (Sigma-Aldrich) : 1 dil fetdlniho bovinniho séra, uchovéano
v tekutém dusiku). Vysledny 2,5% hematokrit (pomér mezi objemem erytrocytii a objemem
celé krve) byl udrzovan po celou dobu kultivace B. divergens. Pti dosazeni 5—10% parazitéme
(kapitola 3.1.6) bylo z jamky odebrano 10ul infikovanych erytrocytt, které byly umistény do
nové jamky se suspenzi média a erytrocytll o stanoveném hematokritu. Pti dosazeni 5-10%
parazitéme (kapitola 3.1.6) byly babesie namnozeny do kultivaénich lahvi o obsahu 25¢m?
(VWR; cat. no. 110062-860) a 75cm? (VWR; cat. no. 110062-860), se zachovanim
stanoveného hematokritu.

B. microti: BALB/c mysi bylo intraperitonealné (i. p.) injinkovano 200ul rozmrazené
krve (2 dily infikované krve: 1 dil 30% glycerolu v Alservere roztoku (Sigma-Aldrich),
inkubovano 15 min na ledu a nésledn¢ zmrazeno v tekutém dusiku) obsahujici B. microti. Pii
dosazeni 5-10% parazitémie (kapitola 3.1.6) byla my$ uspéna i. p. injikovanim 150ul
anestezie (smés 8ml 5% Narkamonu - Spofa, 2ml 2% Rometaru - Spofa a 10ml 1xPBS) a
vykrvena. Odebrand krev byla smichana s antikoagulaénim roztokem CPD (Citrate-
phosphate-dextrose solution; Sigma-Aldrich, cat. no. C7165) v poméru 3 dily CPD: 7 dilim

krve a 250ul této smési bylo injikovano i. p. do dal$i mysi. Po dosazeni vysoké parazitémie



(>50%, obvykle 6. den po iniciaci infekce) byla stejnym postupem mysi opét odebrana krev a
vyuzita pro infekci vétsiho mnoZzstvi experimentalnich mysi.

3.1.6 Stanoveni parazitémie

Stanoveni parazitémie (poCet napadenych cervenych krvinek v celkovém mnozstvi
krve) bylo stanoveno metodou krevniho natéru. Podlozni sklo bylo po uschnuti obarveno
komeréni barvici sadou Diff Quick Staining Set (Siemens), kterd je zalozena na Giemsa
barveni. Preparaty byly ponotfeny do Diff-Quik Fix (10s), ndsledn¢ do Diff-Quik I (10s) a poté
ponechany v Diff-Quik II (60s). Skla byla oplachnuta vodou a 70% etanolem (odstranéni
zbytkill barvicich roztokl). Takto upraveny natér byl vizualizovan ve svételném mikroskopu
Olympus BX53F pod objektivem se zvétsenim 100x (celkové zvétSeni 1000x) a s pouzitim
imerzniho oleje. Dokumentace byla provedena kamerou Olympus DP73. Parazitémie byla
pocitana vzdy na 1000 erytrocyti.

3.1.7 Ptiprava lyzati

B. divergens: Lyzat byl ptipraven ze 120-200ml in vitro kultury B. divergens,ve které
byla stanovena 10% parazitémie (kapitola 3.1.6) s 2,5% hematokritem. K suspenzi byl pfidan
2% saponin v poméru 1:10 (fin. ¢ = 100 pul/ml; Sigma-Aldrich). Suspenze byla inkubovana pfi
4 °C po dobu 5 min a nasledné¢ 2—-3x promyta s naslednou centrifugaci (2000g, 4 °C, 10 min)
v 1x PBS (Phosphate Buffered Saline). K ziskanému peletu byl ptidan 20% glycerol v 1x PBS
v poméru 2:1 (lyzat : glycerol) a vzorek byl uskladnén pii -80 °C.

B. microti: Lyzat byl ptipraven z krve 5 mysi infikovanych B. microti, ve kterych byla
stanovena 50% parazitémie (kapitola 3.1.6). Ke krvi byl pfidan antikoagula¢ni roztok CPD v
poméru 3 dily CPD : 7 dily krve a tato smés byla centrifugovana (2000g, 4 °C, 10 min) za
ucelem promyti ¢ervenych krvinek. Dale byl postup stejny jako pro B. divergens.

3.2 Izolace proteasomu B. divergens a B. microti

K izolaci proteasomu bylo zvoleno nékolik postupti, které byly vzajemné porovnany
méfenim chymotrypsinové aktivity B5 podjednotky v enzymatickych esejich s fluorescencné
znacenym peptidickym substratem (kapitola 3.3).

3.2.1 Ultrasonikace

Ultrasonikace je u¢innd metoda pro piipravu homogennich vzorkd, kterd rychle
uvoliiuje intracelularni material z vnitiniho prostfedi bun¢k do roztoku pufru. Mechanické
smykové sily ultrazvukové homogenizace tkané slouzi k naruseni integrity bunék. Lyzat o

objemu 300ul v 20% glycerolu (kapitola 3.1.7) byl sonikovan pomoci ultrazvukového

procesoru UP200S (3x15 s, 0,5 amplituda; Hielscher). Za u¢elem zabranéni piehtivani lyzatu,
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byl vzorek po celou dobu uchovavan na ledu a zaroven byla mezi intervaly udrzovana pauza
30s.
3.2.2 Ultracentrifugace

Ultracentrifugace déli molekuly piisobenim gravitacnich sil, které jsou vétsi nez sily
difuzni. Makromolekularni latky jsou z bunék uvoliiovany fyzikalnim ptisobenim. Vysledkem
je rozdéleni vzorku do nékolika frakci. 300ul lyzatu v 20% glycerolu (kapitola 3.1.7) bylo
premisténo pipetou do silnosténné polypropylenové zkumavky (Beckman; cat. no. 347287).
Vzorek byl nésledné centrifugovan v ptistroji Optima TLX (Beckman) pti 100 000g, 4 °C po
dobu 90 min a vysledny supernatant a pelet byly oddéleny. K peletu byl pfidan aktivitni pufr
(Tab. 2) v poméru 1:1. Poté byl cely obsah homogenizovan mnohonasobnym pipetovanim
nahoru-dolt a vzorky byly pouzity pro méfeni enzymatické aktivity B5 podjednotky (kapitola
3.3).

3.2.3 Mechanicka homogenizace

Tento protokol byl pfevzat a upraven z publikace popisujici izolaci a purifikaci
proteasomu P. falciparum (Wang et al., 2015). Vzorek byl mechanicky protlacen uzkym
otvorem za vysokého tlaku pomoci 20ml injekénich stiikacek (Braun; cat. no 4606205)
s jehlami o riznych primérech (viz nize), ¢imz byla narusena integrita bun¢k. Parazité byli
smichéni s aktivitnim pufrem (Tab. 2) v poméru 3 dily lyzatu : 7 dily aktivitniho pufru. Tato
suspenze byla protladena 1x stfikackou skrz jehlu o priméru 0,55mm (Braun; cat. no
4657675) a poté 8x stiikackou skrze jehlu s diametrem 0,4mm (Braun; cat. no 4657705).
Homogenizace probihala po celou dobu na ledu a vysledny vzorek byl ihned pouzit pro
stanoveni enzymatické aktivity B5 podjednotky (kapitola 3.3).

3.3 Stanoveni aktivity

Pro detekovani enzymatické aktivity 5 podjednotky byl pouzivan fluorescenéné
znaCeny peptidovy substrat suc-LLVY-AMC (fin. ¢ = 20uM; Bachem, cat no. S-280).
Kinetické probihalo v destickovém fluorometru Infinite M200 Pro (Tecan) pfi exitacni/emisni
vinové délce 360/460 nm, v intervalu 1 min po dobu 60 min za konstatni teploty 37 °C. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit izolovany lidsky 26S proteasom (fin. ¢ = 10ul/ml; Sigma-
Aldrich). Jako negativni kontrola byla pouzita pre-inhibice (30 min) carfilzomibem (fin. ¢ =
10ul/ml; Selleckchem, cat no. S2853). Reakéni pufr obsahoval inhibitor cysteinovych protedz
E64 (fin. ¢ = 1uM; Sigma-Aldrich, cat no. 66701-25-5) k minimalizaci degradace proteinti
v priibéhu eseji a odclonéni nespecifické aktivity cysteinovych protedz — bovipainti (Mesplet
et al., 2010).
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Tab. 2: Pufry pouzivané pro méfeni aktivity vzorku.

o s Aktivitni pufr Substratovy pufr

Chemikalie [celkovy objem 1ml] [celkovy objem 1ml]
100mM HEPES (fin. ¢ = 20mM; Sigma-Aldrich) 200ul 200ul
2% SDS (dodecylsiran sodny; fin. ¢ = 0,03%; Sigma-
Aldrich) 15pl 15ul
100mM ATP (adenosintrifosfat; fin. ¢ = ImM; Sigma-
Aldrich) 10p1 10pl
ImM E64 (fin. ¢ = 1uM; Sigma-Aldrich) Tl Tl
MiliQ 7741 773ul
20mM Suc-LLVY-AMC (fin. ¢ = 20uM; Biochem) Tl

Suc-LLVY

N [s
AN
Suo
SuC-\—L\N
rozpoznani substratu,
rozbaleni proteinu
deubiquitinace

katalyticky aktivni podjednotky
degraduji proteiny na kratké
peptidové Useky

time

Obr. 4: Mechanismus detekovani enzymatické aktivity za pouziti Suc-LLVY-AMC. Po rozstipnuti
substratového fetézce peptidazou 5 podjednotky dochazi k uvolnéni AMC (aminometyl kumarin), ktery je
fluorescenéni a maze byt detekovan ve fluorometru (southbaybio.com)

3.4 Purifikace 26S proteasomu B. microti

3.4.1 Ionexova chromatografie

Princip purifikace je zalozeny na iontovych interakcich mezi iontoménicem a
separovanou latkou, kterd nese opac¢ny naboj. Ionty elektrostaticky navazané na povrch pevné,
nerozpustné a chemicky inertni kolony se reversibilné vymeénuji s ionty z roztoku. Sila vazby
je déna iontovou silou prostiedi a hodnotou pH. V této préci byl aplikovan upraveny protokol
pro afinitni purifikaci 26S proteasomu pomoci HiTrap DEAE-FF 5ml kolony (GE Healthcare
Life Science), ktery se pouzivd pro izolaci proteasomu P. falciparum (Li et al., 2012).
Supernatant o objemu 1ml z lyzatu B. microti, u kterého byla detekovana aktivita (Obr. 11A,
izolace pomoci kombinace ultracentrifugace a mechanické homogenizace) chymotrypsinové

B5 podjednotky proteasomu, byl smichan s aktivitnim pufrem (Tab. 2) v poméru 1:1. Tento
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vzorek byl pouzit pro ionexovou chromatografii pomoci purifikdtoru AKTA pure 25 (GE
Healthcare Life Science) pii stanoveni 0-1 M linearniho gradientu NaCl (pufr A, B - Tab. 3),
kterého bylo dosazeno pii prutoku 1ml/min. Vysledné frakce o objemu 1 ml, ve kterych byl
uvolnén proteasom — zjisténo vysokou hodnotou konduktivity (elektrickd vodivost,
odpovidajici pribyvajicimu mnozstvi soli) — byly analyzovany detekovanim enzymatické

aktivity B5 podjednotky (kapitola 3.3.) a vizualizovany SDS-PAGE (kapitola 3.4.2).

Tab. 3: Pufry pouzité pro purifikaci proteasomu ionexovou chromatografii.

Chemikalie
Pufr A 20mM TRIS, 1mM DDT, 10% glycerol, pH: 7,5-8
Pufr B 20mM TRIS, 1mM DDT, 10% glycerol, 1M NaCl, pH: 7,5-8

3.4.2 SDS-PAGE a stfibreni

Proteiny byly separovany na zakladé jejich elektroforetické pohyblivosti pomoci
metody SDS-PAGE (Polyakrylamidovéa elektroforéza). Vzorky frakci byly smichany
se vzorkovym redukujicim pufrem (Tab. 4) v daném poméru a zdenaturovany varem (95 °C,
10 min). Poté byly vzorky schlazeny, centrifugovany (12000g, 2 min) a naneseny do jamek
Criterion™ TGX Stain-Free™ gelu (Bio-Rad, cat. no 5678023) v nafedéném
elektroforetickém pufru (10x Running buffer, Bio-Rad, cat. no. 1610732). Jako velikostni
marker (,,Jadder*) byl pouzit PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, cat. no.
26616). Vzorky byly separovany v elektroforetické aparature The Criterion™ cell (Bio-Rad)
ve stejnosmérném elektrickém poli (200V po dobu 45 min — nez bromfenolovd modi ze
vzorkového pufru doséhla spodni ¢asti gelu). Poté byly proteiny v gelu vizualizovany v
imageru ChemiDoc MP (Bio-Rad), za pouziti UV stain-free technologie.

Pro lepsi detekci proteinti byla pouzita metoda stfibieni (Silver staining). Roztok
Farmer I. (Tab. 4) byl smichdn sroztokem Farmer II. (Tab. 4) v poméru 1:1. Gel byl
inkubovan smési téchto roztokli po dobu 2 min. Poté byl gel promyt destilovanou vodou
(dH»0, 30 min). Nasledovala inkubace gelu v roztoku 0,1% AgNO3, rozpusténém v dH,O (45
min, poté promyti dH20). Zvyseni kontrastu bylo dosazeno vyvoldvacim roztokem (2—5 min;
Tab. 4) a poté bylo vyvoladvani zastaveno 1% kyselinou octovou, nafedénou v destilované

vodé (10 min).
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Tab. 4: Roztoky pouzité pro metodu SDS-PAGE a stfibfeni.

Chemikalie

Vzorkovy redukujici pufr

NuPAGE™ LDS 4x Sample Buffer (Thermo Fisher
Scientific, cat. no NP000S8) s ptidanim redukujicitho DTT (fin.
¢ = 50mM)

Farmer 1.

2% K3 [Fe(Cn)s]

Farmer I1.

2% NazS>03

Vyvolavaci roztok

3% NaxCOs, 0,02% formalin
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4. Vysledky
4.1 Kultivace

Na Obr. 7 a 9 jsou rozeznatelné jednotlivé faze intra-erytrocytarniho vyvoje B.
divergens a B. microti. Na Obr. 7 je krevni roztér infikovany B. divergens, ve kterém jsou
oznacena stadia trofozoitli, merozoitlh a merozoitl, které jsou uspofadané v tetradach. Pro
porovndni jsou na Obr. 8 neinfikované bovinni erytrocyty. Na Obr. 9 je krevni roztér
infikovany B. microti, na kterém jsou viditelnd stadia trofozoit, merozoitt. Idealni interval
pasazovani (vyména média a ptidani bovinnich erytrocytl) B. divergens byl 1x za 2-3 dny pfi
kultivovani v Cerstvych erytrocytech — staii do 3 tydnti po odbéru. V krat$im intervalu nebyla
parazitémie dostate¢n¢ vysokd, naopak po 3 dnech obsahovala kultura B. divergens vysoké
procento mrtvych babesii a pfestavala se mnozit. Pfi kultivaci B. divergens v suspenzi starSich
erytrocytl (stafi del$i nez 3 tydny po odbéru) se tento interval posunul na pasdzovani 1x 3-5
dni. Pfi rozmraZeni peletu krve infikované B. divergens bylo pozorovano vyrazné prodlouzeni
doby (7-14 dni) potfebné pro dosazeni dostatecné parazitéme a nasledné kultivaci. Pro B.
microti byl optimalizovan interval pasdzovani na 67 dni. Dalsi faktory byly pfevzaty ze
zavedeného postupu, poskytnutého Skolitelem specialistou (Jalovecka et al., 2017), proto
nebyl postup kultivace B. microti dale optimalizovan. Nejvhodnéjsi parazitémie pro piipravu
lyzatu z kultury B. divergens byla 15%. Pfi odbéru krve z mysi BALB/c, infikované B. microti,
byla nejlepsi doba pti dosazeni 50% parazitémie.
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Obr. 7: Krevni roztér in vitro kultivované B. divergens v bovinnich erytrocytech. Krevni
roztér byl obarven metodou Diff-Quik a vySetfen mikroskopicky pod celkovym zvétSenim 1000x.
M = merozoit, MT = merozoiti tvofici tetradu, T = trofozoit.
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Obr. 8: Krevni roztér kontrolnich neinfikovanych bovinnich erytrocytl. Erytrocyty byly
kultivovany za stejnych podminekjako in vitro kultura B. divergens. Krevni roztér byl obarven
metodou Diff-Quik a vySetfen mikroskopicky pod celkovym zvétSenim 1000x.

Obr. 9: Krevni roztér in vivo kultivované B. microti v BALB/c mysi. Krevni roztér byl obarven
metodou Diff-Quik a vySetfen mikroskopicky pod celkovym zvétSenim 1000x. M = merozoit, T =
trofozoit, E = zraly erytrocyt.
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4.2 Izolace proteasomu B. divergens a B. microti

Na Obr. 10 je graficky znazornén vysledek enzymatickych kinetickych eseji se
substratem Suc-LLVY-AMC porovnavajicich vzorky pochdzejici z izolace proteasomu B.
divergens a B. microti ultrasonikaci, mechanickou homogenizaci a ultracentrifugaci. Metoda
ultrasonikace (Obr. 10A) byla vyhodnocena jako nejefektivnéjsi, protoze relativni aktivita je
13,2 RFU/min (relativni fluorescencni jednotky za minutu) pii objemové koncentraci
100ul/ml vzorku v eseji. V porovnani izolace proteasomu B. divergens a B. microti
ultracentrifugaci (Obr. 10C) byla aktivita nejvyssi v peletu vzorku B. microti (9,5 RFU/min)
a v supernatantu vzorku B. microti (6,7 RFU/min). Aktivita téchto vzorki byla detekovana pii
objemové koncentraci 500ul/ml vzorku v eseji. Mechanickou homogenizaci peletu B.
divergens (Obr. 10B) bylo dosazeno maximalni aktivity ve vzorku 3 pfi objemové koncentraci
300ul/ml vzorku v eseji. VSechny metody byly opakované testovany a v této praci je popsan
vysledny optimalizovany postup. Napiiklad pro ultrasonikaci bylo zkouseno né&kolik
intervali: 1x15s, 2x15s, 3x15s, 4x15s a 5x15s, pfi stejné 0,5 amplitude€. Nejefektivnéjsi
zpiisob ultrasonikace byl vyhodnocen jako 3x15s. Ultracentrifugace byla provedena pfi
60 000g, 70 000g, 80 000g, 90 000g a 100 000g (4 °C, 90 min), zcehoz je 100 000g
nejvhodnéjsi pouzitd hodnota pietizeni. Postup mechanické homogenizace byl prevzat

z publikace (Wang et al., 2015) a nebyl déle optimalizovan.
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Obr. 10: Metody izolace proteasomu B. divergens. a B. microti. A) Ultrasonikace: Vzorek B.
divergens byl zméfen pfi objemové koncentraci 100ul/ml, pozitivni kontrola pfi objemové koncentraci
30ul/ml. B) Mechanicka homogenizace: VVzorky B. divergens pochazely ze stejného lyzatu a pro ucel
optimalizace byly méfené v riznych koncentracich. Vzorek B. divergens 1 byl zméfeny pfi objemové
koncentraci 100ul/ml, B. divergens 2 pfi objemové koncentraci 200ul/ml a B. divergens 3 pfi objemové
koncentraci 300ul/ml, pozitivni kontrola pfi objemové koncentraci 10ul/ml. C) Ultracentrifugace:
Vzorky B. divergens a B. microti byly zméFrené pfi koncentraci 500ul/ml, pozitivni kontrola pfi objemové
koncentraci 10ul/ml. Pfi oddélovani supernatantu a peletu jsme pelet nafedili aktivitnim pufrem (Tab. 2)
v poméru 1:1. RFU/min = relativni fluorescen¢ni jednotky/min; NK = negativni kontrola; PK = pozitivni
kontrola. Aktivita byla ve vS8ech postupech detekovana v intervalu 1 min po dobu 60 min pouZitim
fluorescenéniho substratu suc-LLVY-AMC.

4.3 Kombinace metod pro izolaci 26S proteasomu

Pro izolaci proteasomu B. divergens a B. microti bylo zvoleno nékolik kombinaci vyse
uvedenych metod (kapitola 4.2). Izolace proteasomu byla testovana kombinaci
ultracentrifugace a nasledné mechanické homogenizace (Obr. 11A), ultrasonikaci a poté

ultracentrifugaci (Obr. 11B), a kombinaci vSech tfi metod (Obr. 12). Na Obr. 11B je graficky
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znazornéna kombinace ultrasonikace a nasledné ultracentrifugace. Vzorky pted sonikaci (14,2
RFU/min) a po sonikaci (14,4 RFU/min) maji srovnatelnou aktivitu. Po ultracentrifugaci
vyrazné poklesla aktivita na 2,3 RFU/min v supernatantu B. divergens a 1,1 RFU/min v peletu
B. divergens, pti objemovych koncentracich 400 pl/ml vzorku v eseji. Mechanickou
homogenizaci a naslednou ultracentrifugaci (Obr. 11A) bylo dosazeno nejvyssi aktivity ve
vzorku B. microti pelet (9,5 RFU/min) a ve vzorku B. microti supernatant (6,7 RFU/min). Tato
aktivita byla detekovana pii objemové koncentraci 500ul/ml vzorku v eseji. Tato metoda byla

vyhodnocena jako nejefektivnéjsi pro izolaci proteasomu B. microti.
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Obr. 11: Kombinace metod izolace proteasomu B. divergens a B. microti. A) Ultracentrifugace
a poté mechanicka homogenizace: Vzorky B. divergens a B. microti byly zméfené pfi objemové
koncentraci 500 pl/ml, pozitivni kontrola pfi objemové koncentraci 10ul/ml. Pfi oddélovani supernatantu
a peletu jsme nafedéli pelet aktivitnim pufrem (Tab. 2) v poméru 1:1. B) Ultrasonikace a nasledna
ultracentrifugace: Vzorky B. divergens byly zméfené pfi objemové koncentraci 400 pl/ml, pozitivni
kontrola pfi objemové koncentraci 10ul/ml. Pfi oddélovani supernatantu peletu jsme nafedili pelet
aktivitnim pufrem (Tab. 2) v poméru 1:1. RFU/min = relativni fluorescen¢ni jednotky/min; BS = pfed
sonikaci; AS = po sonikaci; UC = ultracentrifugace; NK = negativni kontrola; PK = pozitivni kontrola.
Aktivita byla detekovana v intervalu 1 min po dobu 60 min pouzitim fluorescencniho substratu suc-
LLVY-AMC.

Na Obr. 12 je kombinace vSech tfi metod — ultrasonikace, poté ultracentrifugace a
nakonec mechanické homogenizace. Nejvyssi aktivita byla zméfena u vzorkl pred sonikaci
(14,2 RFU/min) a po sonikaci (14,4 RFU/min), pfi objemové koncentraci 400ul/ml.
V supernatantu vzorku B. divergens po mechanické homogenizaci byl detekovan pokles
aktivity na 3,3 RFU/min pfi objemové koncentraci 400ul/ml, indikujici ztratu komplexu 26S

proteasomu nebo ztratu aktivity zptisobenou jeho rozpadem.
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Obr. 12: Izolace proteasomu B. divergens pomoci ultrasonikace, ultracentrifugace a nasledné
mechanickou homogenizaci. RFU/min = relativni fluorescenéni jednotky/min; BS = pfed sonikaci;
AS = po sonikaci; UC = ultracentrifugace; MH = mechanicka homogenizace; NK = negativni kontrola;
PK = pozitivni kontrola. V8echny vzorky B. divergens byly zméfené pfi objemové koncentraci
400ul/ml, pozitivni kontrola pfi objemové koncentraci 10ul/ml. PFi oddélovani supernatantu a peletu
jsme naredili pelet aktivitnim pufrem (Tab. 2) v poméru 1:1. Aktivita byla detekovana v intervalu 1
min po dobu 60 min pouzitim fluorescenéniho substratu suc-LLVY-AMC

4.4 Purifikace 26S proteasomu B. microti
Proteasom B. microti byl purifikovan metodou ionexové chromatografie za pouziti
0—1M linearniho gradientu NaCl, kterého bylo dosazeno pfi pritoku 1ml/min (Obr. 13, zelena
ktivka). Spolu se zvySujicim se NaCl gradientem se zvySovala konduktivita (elektricka
vodivost). Modra ktivka znazoriiuje absorbanci pii vlnové délce 280nm, odpovidajici
koncentraci proteinii ve sbiranych frakcich na zakladé jejich extinkEnich koeficienti. Ve
vyznacenych frakcich: (E1, ES, E8, E9, E11, E12, F1, F7, F§8 a F9) o objemu 1ml byla
stanovena enzymaticka aktivita (Obr. 14) a poté byly vzorky separovany SDS-PAGE a

vizualizovany pomoci Stain-free technologie (Bio-Rad) a barveny stiibrem.
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Obr. 13: Purifikace 26S proteasomu B. microti pomoci 0-1M linearniho gradientu NaCl (pufr A,
B - Tab. 3). Intenzita absorbance byla méfena v mAU (mili-absorbance units). Méfeni probéhlo pfi
vinové délce 280nm. Ve vyznacenych frakcich: E1, E5, E8, E9, E11, E12, F1, F7, F8 a F9 (Zluty
obdélnik) byla detekovana enzymaticka aktivita a tyto vzorky byly dale pouzity pro separaci SDS-
PAGE a naslednou vizualizaci barvenim stfibrem

Na Obr. 14 je aktivita 26S proteasomu B. microti po aplikovani ionexové chromatografie.
Nejvyssi aktivita byla naméfena ve frakei E1 (1 RFU/min). Ve vzorcich E5 (0,5 RFU/min) a
F7 (0,4 RFU/min) byla také detekovana aktivita. V ostatnich frakcich nebyla pozorovana
enzymatickd aktivita nebo byla velmi nizkéd (0,1 RFU/min). Pfi vizualizaci vysledného gelu
pomoci TGX Stainfree technologie (Bio-Rad) nebyl dokumentovan zadny protein
v analyzovanych frakcich (pouze velikostni marker), proto bylo nasledné zvoleno citlivéjsi
barveni stiibrem (Obr. 15), kter¢ zviditelnilo dvojité proteinové bandy o velikosti ~ 35kDa ve
frakcich F1 a F9 a slabé proteinové bandy o o velikostech ~ 120kDa a ~ 90kDa. Tyto
proteinové bandy pravdépodobné znazornuji jednotlivé podjednotky komplexu proteasomu,

které byly pfi denaturaci varem separovany.
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Obr. 14: Detekce enzymatické aktivity katalytickych podjednotek 26S proteasomu B. microti
po aplikovani ionexové chromatografie. Aktivita byla zméfena ve vybranych frakcich (E1, E5,
E8, E9, E11, E12, F1, F7, F8 a F9 — oznaceni jednotlivych frakci, které byly ziskany ionexovou
chromatografii), pfi objemové koncentraci 500ul/ml a pozitivni kontrola pfi objemové koncentraci
10wl/ml. RFU/min = relativni fluorescencni jednotky/min, NK = negativni kontrola, PK = pozitivni
kontrola
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Obr. 15: TGX Stain-Free (Bio-Rad) SDS-PA
a F9 (oznaceni jednotlivych frakci) byly ziskany ionexovou chromatografii a obarveny stfibrem
(Silver staining). Ve frakcich F1 a F9 jsou viditelné dvoijité proteinové bandy o velikosti ~ 35kDa, ve
frakcich E1 a E5 lze pozorovat slabé bandy o velikostech ~ 120kDa a ~ 90kDa, které
pravdépodobné znazorfiuji jednotlivé podjednotky.
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5. Diskuze

Kultivace B. divergens in vitro v bovinnich erytrocytech je zavedenou metodou, ktera
je pouzivana jiz fadu let (Chauvin et al., 2002). B. divergens je mozné udrzovat nejen v in
vitro, ale 1 in vivo v piskomilech (Meriones unquiculatus; Lewis and Williams, 1979) a
v krysach (Rattus rattus; Phillips, 1984). Tato infekce laboratornich zvitfat ale neprobiha
kontinudln¢ a dlouhodobé (vyvinuti akutni a fatdlni formy babesiosy; Lewis and Williams,
1979). Infikovani piskomilt (Meriones unguiculatus) B. divergens in vivo bylo testovano
Skolitelem specialistou (Jalovecka et al., 2017). V krvi testovanych laboratornich zvitat byly
pozorovany odliSnosti v rastovych kiivkach; v ¢asti laboratornich zvifat byla maximalni
parazitémie dosazena béhem 1 tydne po infekci, ale ptiblizné u jedné tfetiny byla vybudovana
rezistence a nebyly infikovany B. divergens. Kultivace B. microti in vitro byla ovéfena
v kultute erytrocyt kiecika (Bautista and Kreier, 1979; Shikano et al., 1995), avSak ani tato
metoda nebyla kontinualni a dlouhodoba. Uspé&sné in vivo infekce B. microti bylo dosazeno u
makaka (Macaca mulatta; Ruebush et al., 1981), piskomild (Meriones unquiculatus; Gray et
al., 2002), ktec¢ik (Meriones unguiculatus; Cullen and Levine, 1987; Ike et al., 2005) a mysi
(BALB/c; Ruebush and Hanson, 1979), které se ukézaly byt nejvnimavé;jsi, proto byly zvoleny
pro nase experimenty.

Kultivace B. divergens in vitro byla optimalizovdna na pasazovani 1x za 2-3 dny
v Cerstvych bovinnich erytrocytech (staii do 3 tydni po odbéru). V kratSim intervalu nebyla
parazitémie dostatecné vysoka (2-5%), naopak po 3 dnech se proliferace paraziti zastavila a
kultura obsahovala mrtvé babesie. Pro B. microti byl interval pasazovani (1x ze 67 dni)
v BALB/c mySich pifevzat zjiz zoptimalizovaného postupu, poskytnutého Skolitelem
specialistou (Jalovecka et al., 2017). Pro pfipravu lyzatu B. divergens byla stanovena
nejvhodnéjsi 15% parazitéme, u B. microti tomu tak bylo pfi dosazeni 50% parazitémie.
Morfologické rozdily mezi B. divergens a B. microti byly pozorovany ve svételném
mikroskopu po Giemsa barveni skel (kapitola 3.1.6). U B. divergens, patiici do skupiny
Babesia sensu stricto, jsou stadia trofozoit kulatého nebo ovalného tvaru a jsou velmi dobie
rozpoznatelna. Pro B. divergens jsou také typicka stadia merozoitll, usporadanych v tetradach
(tzv. Maltézsky kitiz). Na druhou stranu u B. microti, kteréd je fylogeneticky fazena na bazi
radu Piroplasmida do skupiny Babesia microti-like (Jalovecka et al., 2019), byla tato uskupeni
tetrad pozorovana vyjimecné pti dosazeni vysoké paraztémie (>50%).

Soucasna 1écba lidské babesiosy je zalozena na kombinaci antibiotik a antimalarik,
napiiklad atovaquonu a azithromycinu, kterd ale muze vést k recidivité nebo rezistenci
parazita vici lékiim zejména u dlouhodobé 1é¢by (Vannier et al., 2015). U pacientd se

zavaznou babesiosou se doporucuje alternativni 1é¢ba kombinaci klindamycinu s quininem,
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ktera vSak nikdy nebyla klinicky testovana (Vannier et al., 2008). Proto je v zjmu lidské
mediciny nalézt specificky a selektivni 1€k pro babesiosu, zalozeny na molekularni stukture
proteasomu (Simon et al., 2017; Vannier et al., 2015).

Nizkomolekularni slouceniny, které selektivné inhibuji 26S proteasom parazita a
zaroven zUstavaji inertni vic¢i hostitelskym bunikdm, ptedstavuji novou strategii 1écby
parazitarnich onemocnéni — malarie (Li et al., 2016), leishmaniosy, Chagasovy choroby a
spavé nemoci (Khare et al., 2016). Kombinace inhibice cilené na 26S proteasom P. falciparum
s artemisinem, muze vést k dysfunkci protein-recyklacnich systému parazitarni buiiky, kterym
je naptiklad ubiquitinova degradac¢ni drdha, a je G€inna i proti bézné 1€cbé odolnym kmeniim
P. falciparum (Bridgford et al., 2018).

Protoze jsou Babesia spp. evolu¢né blizce ptibuzné s Plasmodium spp. (Arisue and
Hashimoto, 2015), lze ptedpokladat, ze cilena inhibice 26S proteasomu babesii skryva
potencidl pro chybégjici specifickou 1é€bu babesiosy. To prokazaly pivodni experimenty
s epoxomicinem, ktery ma inhibicni G€inky na proliferaci Babesia bovis, Theileria equi v in
vitro kulturdch a B. microti in vivo v BALB/c mysich (AbouLaila et al., 2010). V nasi
laboratofi byl poté ovéfen terapeuticky ucinek inhibitorti proteasomu pomoci epoxyketonil
(carfilzomib, ONX-0914, epoxomicin) a derivatl kyseliny borité (bortezomib, ixazomib) na
kultury B. divergens in vitro v bovinnich erytrocytech a B. microti in vivo v BALB/c mysich
(Jalovecka et al., 2018b), ktery mize byt vyuzit pro chybéjici selektivni 1é¢bu babesiosy.

Z moznych postuptl izolace proteasomu, které jsou pouzivany pro P. falciparum, se
pro babesie jevila jako nejucinnéjsi mechanickd homogenizace jehlami o riiznych primérech
(Wang et al., 2015). Tento postup byl ale efektivni az po zméné slozeni lyzacnich a
purifikacnich pufri. Ackoliv izolace proteasomu ultrasonikaci je za optimalizovanych
podminek jako samostatnd metoda efektivni (Obr. 10A), v kombinaci s ultracentrifugaci (Obr.
11B) vede ke snizeni enzymatické aktivity proteasomu B. divergens. Samostatna
ultracentrifugace muize vést k ziskani aktivniho proteasomu zejména u B. microti, neni vSak
prilis efektivni pfi ziskavani enzymatické aktivity proteasomu v supernatantu (Obr. 10C), coz
je podminka pro purifikaci proteasomu ionexovou chromatografii. Proto byla pouzivana v
kombinaci s mechanickou homogenizaci (Obr. 11A) a s ultrasonikaci (Obr. 11B). Zatimco
prvni kombinace vede ke zvyseni aktivity proteasomu B. microti, druhd kombinace vede ke
snizeni enzymatické aktivity proteasomu B. divergens. To se potvrdilo i pii kombinaci vSech
tii postupit (Obr. 12), kterd k GspésSné izolaci aktivniho proteasomu babesii také nevedla.
Shrnout ziskané poznatky Ize tak, Ze pro izolaci aktivniho proteasomu B. divergens z kultury
bovinnich erytrocytl je nejefektivnéjsi mechanickd homogenizace (Obr. 10B), izolace

proteasomu B. microti z krve BALB/c mysi je nejefektivnéjsi pfi kombinaci mechanické
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izolace s ultracentrifugaci (Obr. 11A). Alternativni postup pouzivany pro izolaci proteasomu
P. falciparum — opakované chlazeni peletu paraziti v tekutém dusiku a zahtfivani na
pokojovou teplotu (LaMonte et al., 2017) — byl testovan, ale jevil se jako neefektivni (neni
soucasti prezentovanych vysledki).

Ze trech postupti purifikace proteasomu P. falciparum - imunoprecipitace pomoci
protilatek (Mata-Cantero et al., 2014; Wu et al., 2016), afinitni purifikace pomoci kombinace
UBL (ubiquitin—binding domain) a UIM (ubiquitin—interacting motif) domén (Wang et al.,
2015) a ionexové chromatografie pomoci HiTrap DEAE-FF kolony (Li et al., 2012), byla pro
purifikaci babesidlniho proteasomu zvolena tfeti moznost. Tato metoda byla vybrana, protoze
je nejjednodussi, nejSetrnéjsi ke komplexu proteasomu a je nejrychlejsi. Vysledné frakce se
suc-LLVY-AMC enzymatickou aktivitou (Obr. 14) byly analyzovany pomoci redukujici
SDS-PAGE a obarveny stfibrem (Obr. 15). Ackoliv byl gel béhem manipulace poSkozen, 1ze
ve frakcich El, E5, F1 a F9 pozorovat proteinové bandy odpovidajici denaturovanému
komplexu 26 proteasomu (porovnani s identickym protokolem pro P. falciparum,
Trichomonas vaginalis a Schistosoma mansoni). Vzhledem k okolnostem bude zvoleny postup
purifikace babesidlniho proteasomu dale optimalizovan zvySenim pocateCniho mnozstvi
paraziti a identifikaci pozorovanych bandti, odpovidajicich podjednotkdm 26S proteasomu po
tepelné denaturaci. To bude potvrzeno pfimo hmotnostni spektrometrii (Mass-spectrometry,
MS) nebo neptimo pomoci Western blotu a protilatek, které rozpoznavaji podjednotky 26S
proteasomu. Aktivni proteasom lze ovéfit i pomoci afinitniho znaceni tzv. aktivitnimi prébami
(BMV037 nebo MV151; Li et al., 2016) nebo in-gel aktivitni eseji se substratem suc-LLVY-
AMC (Wang et al., 2015).

Hlavnim cilem probihajiciho projektu nasi laboratofe je navrzeni, produkce a testovani
novych inhibitori selektivnich k proteasomu babesii, které mohou byt dale testovany jako
specificka terapeutika k 1écbé babesiosy v ramci projektd aplikovaného vyzkumu ve
spolupraci s farmaceutickym primyslem. Na Obr. 16 je zndzornén celkovy postup, ktery se
pouziva pro zvysSeni selektivity novych inhibitorti proteasomu P. falciparum. Po ziskéni
substratové specifity a proteinové struktury aktivnich mist katalytickych podjednotek
parazitarniho a hostitelského proteasomu, budou porovnanim téchto dat navrzeny a otestovany
selektivni inhibitory proteasomu babesii. Zaroven, vzhledem k blizké piibuznosti fadu
Piroplasmida a P. falciparum, budou testovany nové generace inhibitori proteasomu P.
falciparum, které byly vyvinuty nasimi kolegy na Skaggs School of Pharmacy and

Pharmaceutical Sciences, University of California San Diego.
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Obr. 16: Zjednodusené schéma celkového cile dlouhodobého projektu laboratofre. Specificka
IéCiva pro babesiosu, zaloZena na selektivni inhibici proteasomu.
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6. Zavér

Kultivace B. divergens in vitro v bovinnich erytrocytech a B. microti in vivo
v laboratornich BALB/c mysich a stanoveni vhodné parazitémie pro izolaci proteasomu byla
optimalizovdna. Nejvhodnéjsi parazitémie pro piipravu lyzatu z kultury B. divergens byla
15%. Pti odbéru krve z mysi BALB/c infikované B. microti byla nejlepsi doba pfti dosazeni
50% parazitémie. Pro izolaci 26S proteasomu B. divergens a B. microti byly porovnany rizné
metody izolace: ultracentrifugace, mechanickd homogenizace, ultrasonikace a jejich
kombinace. Podaftilo se zavést a optimalizovat postup pro izolaci proteasomu a nasledn¢ overit
aktivitu katalytické B5 podjednotky 26S proteasomu za pouziti fluorescenéné znaceného
peptidového substratu Suc-LLVY-AMC. Déle byl vyizolovany 26S proteasom purifikovan
pomoci ionexové chromatografie a vysledek byl analyzovan pomoci SDS-PAGE a pro lepsi
vizualizaci obarven stiibrem. Vysledky maji vyznam v ramci dlouhodobého projektu
laboratote, protoze zanamenaji dalezity posun pro navrhovani novych inhibitort selektivnich
k proteasomu babesii, které mohou byt dale testovany jako specifickd terapeutika k 1é¢bé

babesiosy.
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