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Seznam pouzitych zkratek

bp — baze

BSA — albumin z hosziho séra (bovine serum albumin)

DNA — deoxynukleova kyselina

kDa — kilodalton

LB — Lysogeny Broth

Mw — molekulova hmotnost

OspA/C — outer surface protein A nebo C

PCR - polymerazovi&etizova reakce (Polymerase chain reaction)

SDS - dodecylsiran sodny
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LITERARNI P REHLED

Uvod

Lymeskéa borelioza se na Uzertieské republiky a v celé Evrdgevi jako nejvice se
vyskytujici infelkéni onemocani prenasené klf&aty rodu Ixodes Pivodcem se stava
mikroaerofilni pohybliva spirochéta Borrelia burgliwi, ktera je fazena do idy
Spirochaetesiadu Spirochaeteles ¢eledi Spirochaetacea€l ato bakterie pétdo kladu 18

ti genomickych skupimazvanychBorrelia burgdorferisensu lato. (Rudenko et al., 2011)
V Evrope je nefasgjSim pivodcem tohoto onemoéni Borrelia afzelii Borrelia garinii
aBorrelia burgdorferisensu stricto. Postihuje nejendlovéka, ale i hlodavce, ptaky, psy a
mnoho dalSich druhzvitat. Lymesk& boreliéza je svym vyskytem jiz SegtkastjSim
onemocgnim, nez je onemo¢ni kli%ova encefalitida, jejimz vektorem je, stejjako u
Lymeskeé boreliozy, kligt (Bolehovska et al., 2009)

Do roku 2011 byl znam pouze gend@urrelie burgdorferisensu stricto kmen B31. Z&stupci
rodu Borrelie burgdorferimaji nejslozijsi genom ze vSech doposud znamych bakterii.
Chromozom kmenu B31 zahrnuje 1 Mb linearni chromozoSkalu linearnich a kruhovych
plasmidi, které jsou velmi dlezité v patogenezi.(Radolf D. et al., 2012) Doud013 ale
zatim nikdo neélal genetické manipulace s jinymi druhBorrelie burgdorferi nez

s kmenem B31. Je to dano tim, Ze genomy jinych Knbenélii zatim nebyly sekvenovany a
proto pa&et plasmid pritomnych v kmenu, které by mohly byt pouzity pronegtcké
manipulace, byl neznamy. ¢Bem genetickych transformaci a pasazov&drrelie
burgdorferiv in vitro podminkach dochazi ke ztratam plasimidtrata plasmitl je spojena

s poklesem infaknosti u mysSi a se zZnami v expresi protein spirochét. (Purser E. and
Norris J., 2000) Fenotypy vykazujici vysokou nebo nizkou infe&st koexistuji u
neklonovanych populaci. Se zvySujicim sétem in vitro pasazi klesa infeskost fenotyg.
Pro genetické manipulace jeildzité pracovat s populaci, ktera je uplklonalni (cela
populace obsahuje stejnou sadu plasinidHeterogenni populace nezahrnuje vSechny
plasmidy, a to i takové, které jsou nezbytné pfekinost. Z toho vyplyva, Ze heterogenni

popuace neni vhodna pro budouci genetické manigulac



1  Lymeska boreliéza

Spektrum klinickych proje¥v zpisobené infekcBorrelia burgdorferi sensu latge znamo
pod nazvem Lymeské& boreli6za. Lymeskou boreliézisapuji ti Gzce souvisejici genoveé
druhy Borrelii —B. burgdorferisensu strictoB. gariniia B. afzelit- kolektivre se uvadi jako
B. burgdorferisensu latoDruhy borélii, které zjsobuji Lymeskou boreliézu, jejich vektory
a hostitelé jsou zaznamenany v Tab. |. V Tab. Iuyeden pdet plasmid ke kazdému

kmenu.

Tab. I: Evropské druhy borélii, jejich vektory, titedé a geografické roZz&ni (gevzata
data: Wang et al., 1999b; Masuzawa, 2004)

Taxon Vektor Hostitel
B. burgdorferi s. s. . ricinus savci, ptaci
B. garinii . ricinus ptaci, drobni savci
B. afzdii . ricinus drobni savci
B. japonica . ricinus drobni savci
B. valaisiana . ricinus ptaci
B. lusitaniae . ricinus neznamy
B. finlandesis . ricinus ??
B. bissetti Ixodes pacificus  ??
B. spiedmanii . ricinus ??



Tab. II: Izolaty pro #izné druhyBorrelie (Mongodin et al., 2013)

Druh Kmen Paet Genom
plasmidia

B. burgdorferi B31 21 Kompletni
Bol26 13 Navrh
ZS7 14 Navrh
64b 18 Navrh
297 20 Kompletni
156a 20 Kompletni
WI-91-23 21 Navrh
94a 14 Navrh
JDI 20 Kompletni
CA-11.2a 12 Navrh
118a 19 Navrh
N40 17 Kompletni
72a 13 Navrh
29805 15 Navrh

B. finlandesis Svi1 10 Navrh

B. valaisiana VS116 11 Navrh

B. bissetti DN127 16 Kompletni

B. afzdii PKo 17 Kompletni
ACA-1 14 Navrh

B. garinii PBr 12 Navrh
Far04 7 Navrh

B. bavariensis PBi 11 Nekompletni

B. spielmanii Al14S 13 Navrh

kompletni sekvence pro kmen PBi nebylaiejmna

1.1 P#iznaky Lymeské Borelidzy

Lymeska boreli6za ma akutni defrvavajici faze, které jsou ragdny do ti etap. Prvni
etapa, ktera je nazyvana jakasré lokalizovana Lymeska borelidza, zahrnujeghodné
zaretlivé kozni vyrazky znamé jako erythema migranse Z&bu spirochéty ngkovany do
kiZze kousnutim nakaZenych k. Jak spirochéty migruji z mista kousnuti, prajiik
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cévami a jsou obsazené v krvi, kterou g@ Srz celé ¢lo. Druhym stadiem je roz&na
nakaza. V tomto stadiu spirochéty opousti krevtapigi do fiznych tkani a orgdnnapg.
klouby, srdce, nebo nervovy systém, kde mohou ¥ittivalé infekce. Teti stadium, tzv.
chronicka infekce, je ngjgSim stadiem nemoci s chronickou artritidou, neareldzou a
koZznimi problémy. V Evrop je nejvice koZnich projév zpisobeno Borrelii afzelii
neuroborrelidzy se ifitaji k Borrelii garinii. Arthritidy a karditidy jsou v Evrop mére
casté. Zpisobuje jeBorrelia burgdorferj ktera na rozdil od jinych zemi, jako je Severni

Amerika, neni v Evroptak rozSfena.(Rosa et al., 2005)

2  GenomBorrelie burgdorferi

Kompletni genomova sekvence plasmidu byla definaydouze u jednoho kmerorrelie
burgdorferi sensu stricto — B31. Genom kmenu B31 se sklad#@arhiho chromozomu o
910 725 kilobazich (kbp) a 12 linearnich a 9 krylubv plasmid o celkové velikosti
610 694kbp. (Hinnebusch, et al., 1993)yaBhé kmenyBorrelie burgdorferimaji odlisny
pocet plasmid. NejwtSi obsah plasmidnese kmen B31. Obsahuje 21 plasimidulezité
ovSem nejsou vSechny plasmidy. Existuji plasmidgrékse ztrati, ale infekcégtrvava. To

je dano plasmidy, které jsouildzité pro infekci. (Fraser et al., 1997)

3  Plasmidy

Linearni plasmidy a chromozomy byly u prokaryotméné do roku 1993. V tomto roce byly
nalezeny ve spirochétach borélii. (Hinnebusch).etl893) PlasmidyBorrelie burgdorferise
liSi svou stabilitou. Plasmidy jsowasto ztraceny dhem in vitro kultivace Borrelie
burgdorferi Ztrata vijSich variabilnich proteiin vede ke ztr&t virulence borélie. Bsledky
ztraty plasmid pro st Borrelie burgdorferiin vivo se ale liSi. Bkteré plasmidy koduji
funkce, které jsou idezité pro peziti v girozeném hostiteli, zatimco jiné plasmidy jsou
ztraceny bez vlivu na infeéki cyklus.(Rosa et al., 2005)

Ztrata plasmid u B. burgdorferisensu stricto Zjsobujicich Lymeské onemaari ma za
nasledek vznik heterogenni populace spirochéty setprojevi na proteinovém sloZeni. Na
ztratu plasmid ma vliv genetickd manipulace a nasledné studiekaif (Grimm et al. 2003)
Studie Joyea E. Pursera a Stevena J. Norrise z2080Q, ktera se zaffila na stanoveni
klont u Borrelie burgdorferikmenu B31, izolovanych poép pasazich in vitro ukazala, ze
pouze 3 klony z 19 klanobsahovaly piny piet vS8ech 21 zkoumanych plasrinid™i této
studii bylo zjiS€no, Ze plasmidy cp26, cp32-1, cp32-2, cp32-4, dp3Bp32-7, cp32-8,
cp32-9, Ipl7, 1p28-3, Ip36, Ip38 a Ip54, bylyitpmny u vSech 19 zkoumanych izdiat
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Druha skupina plasmidcp9, cp32-3, Ip21, 1p28-2, 1p28-4 a Ip56 nebylalmmedna za
infekci. Fi absenci 28 — kb plasmidu, [p28-1, al&itgmnosti 25 — kb plasmidu, [p25,
fenotyp laboratornich zkdt nebo kligat vykazoval sedni infeknost. Linearni plasmidy
Ip25 a Ip28-1 jsou tedy plasmidy pelbné pro fetrvavajici infekci u mysi. To znamena, Ze
tyto plasmidy se do zk&aé miry zapojuji do interakce borélii se svymi fieBt(Casjens et
al. 2012) Plasmidy cp26, Ip54 a cp32 maji do¢mBamiry konzervované struktury a jsou
piitomny u vSech studovanych izal§Casjens et al. 2012) Jsou tedy velmi stabilni a
neztraci do P genetickych manipulacich. Kruhovy plasmid cp26dk@ jeden
hostiteli. Tento gen jetdezitym faktorem virulence nutny pro vytkeni infekce u savca
stava se velmiiezitym v Usili rozvoje vakciny v oblasti lidsképai Lymeské boreliozy.
(Rhodes et al., 201®Jlasmid Ip54 kdduje \Wjsi povrchoveé proteiny OspA a OspB a mnoho
dalSich proteif.. Bylo zjiS€no, Ze gkteré z nich jsouilezité v grenosu infekce z kliste na
hlodavce.Clenové rodiny kruhovych plasmidcp32 jsou fitomny ve vsech izolatecB.
burgdorferia nesou geny kodujici celdadu proteifi. Genom B31 obsahujed®end rodiny
cp32. Z této rodiny se stal stabilnim plasmidemzeoplasmid cp32-9. Uloha linearniho
plasmidu lp17, ktery reguluje expresi genu OspQpladmidu cp26, je zatim v patogenezi
nejasna. (Rhodes et al. 2013)

Linearni chromozom nesou i ostatiénové rodu borélie. Ten je svou velikosti podobny
chromozomu kmene B31Chromozomy ostatnich drihborélii se vyrazé neliSi od
chromozomu B31 a tim se stavaji ppn¢ evolwné stabilni. DruhyB. garini, B. afzelii, B.
bavariensis, B. finlandensis, B. valaisiana, B. ilp&nii a B. bissettijsou v podstait
kolinearni s chromozomerB. burgdorferiB31. Mezi g¢mito druhy je pouze velmi maly

pocet rozdihi tykajici se obsahu chromozomalnich @ygi€Casjens et al. 2012)

4  Evropské druhy borrelii
4.1 Borrelia afzdlii

Borrelia afzelii je povazovana za druh borélie homolognBddrelii burgdorferi. Bylo
provedeno osekvenovani celého genomu a tdeth tidskych izolatech a jeden na dita
izolatu z Evropy. V Nmecku byl izolovan kmen PKo. Tento izolat byl ziskédroce 1993
od pacienta s Lymeskou borreli6zou z kozni |ézee ke nechézela erythema migrans.
(Canica M., 1993) Dalsi izolat, ACA-1, byl izolovae Svédsku z lidského acrodermatitis
chronica atrophicans.(Casjens et al. 2011) Kmen 3By izolovan vCeské republice

z klistéte Ixodes ricinus.(Kopecky et al. 2000) Stejnjako ostatni druhy borélii, obsahuji
11



vSechny zmiéné izolaty linearni chromozom s linearnimi a krujrov plasmidy. Kmen
PKo nese 17 plasmid z toho 9 linearnich a 8 kruhovych. ACA-1 obsaljéearnich a 5
kruhovych plasmidl.

4.2 Borrédiafinlandensis

Borrelia finlandensisje nejblize pibuznd k Borrelii burgdoreri sensu stricto, ale
z genetického hlediska se liSi. 1zolat SV1 byl @a@in z klistte Ixodes ricinusve Finsku.
Jeho genomova sekvence obsahuje 1 281 782 bpaarireekruhoveé plasmidy. V roce 2011
bylo predstaveno 10 plasmiidale pro plasmid cp32-6 prozatim neni hotovy clunom.
(Casjens et al., 2010)

4.3 Geny nezbytné pro infeknost

Geny zodpowdné za infekci, geny pncA, VIsE a adeC, jsou obsa¥e vSech evropskych
druzich borelii. Tyto geny jsou tiznych druli borélii presentovany na jiném plasmidu, viz
Tab. Ill — Tab. V. Mezi geny vSak existuje homokgzcehoz se da vyvodit, Ze gen VISE
nachazejici se na plasmidu Ip28-1 u kmene B31 bod®logni ke genu VISE, ktery lezi na
plasmidu Ip17 u kmene PKo. Borrelie burgdorferikmenu B31 jsouit linearni plasmidy,
Ip25, 1p28-1 a Ip36, relativnnestabilni Bhem fGstu v kultde a zarove jsou potebné pro
vytvoreni trvalych infekci v sa¥m hostiteli.

4.3.1 Gen pncA

Gen pncA, ktery se nachazi na plasmidu Ip25, kédoijeotinamidasu a mutace
aminokyseliny v aktivnim mist Ztrata tohoto linearniho plasmidu v in vitrastu ¢ini
mutanty neinfe&nimi. Tato ztrata riize byt opravena znovuzavedenim genu pncA na shuttle
vector. (Jewett et al., 2007) V Tab. lll je ukdzana jakych plasmidech je presentovan gen
pncA u iznych druli borélie.

4.3.2 Gen adeC

Byl zkouméan klon B. burgdorferj kterému chy#l plasmid Ip36, ale obsahoval vSechny

ostatni plasmidy, jenZ jsou @ebné pro infe&nost. Vysledky ukézaly, Ze plasmid Ip36

nebyl nutny pro feziti spirochét ve vektoru ki&e, ale ztratou tohoto plasmidu doSlo ke
snizeni infeknosti u saviho hostitele. B obnoveni plasmidu Ip36 na mutantnim kmenu se
potvrdilo, Ze sniZeni infékosti bylo v disledku ztraty genu adeC kédujici adenin
deaminazu a lezici na plasmidu Ip36. (Jewett et2807) V Tab. IV je znazo#&no, na

jakych plasmidech je presentovan gen adetznyich druli borélie.
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4.3.3 Gen vIskE

Tim, Ze dojde ke ztrafplasmidu Ip28-1 se vyra#rsnizuje infeknost u mysi.(Casjens et al.,
2012) V blizkosti telomer tohoto plasmidu se naclgen VISE, ktery v mibéhu infekce u
sav@ podstoupi antigenni variaci. Tento krok umoZnikdpied hostitelskym imunitnim
systémem a vytud se trvala nakaza. (Ohnishi et al., 2003; Jewtedl.e2007)V Tab. V je

znazorrno, v jakych plasmidech je obsazen gen viskzaych druli borélie.

Tab. lll: Gen pncA obsazeny na plasmideinych druli borélie

Druh Kmen Plasmid obsahujici gen pncA
B. burgdorferi B31 Ip25
B. garinii PBr Ip25
B. afzdlii PKo Ip28-2
ACA-1 [p28-2
B. finlandensis Svi Ip28-2

Tab. IV: Gen adeC obsazeny na plasmidéainych druli borélie

Druh Kmen Plasmid obsahujici gen adeC
B. burgdorferi B31 Ip36
B. garinii PBr p25
B. afzdii PKo [p28-2
ACA-1 Ip38

B. finlandensis SVi1 -

Tab. V: Gen vIsE obsazeny na plasmidecnych druld borélie

Druh Kmen Plasmid obsahujici gen viIsE
B. burgdorferi B31 Ip28-1
B. garinii PBr Ip28-4
B. afzdlii PKo lpl7
ACA-1 Ip17
B. finlandensis Svi lp17
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PRAKTICKA CAST

5

Cile prace
Literarni studie k problematice.

Ur¢eni rozsahu rozdilv obsahu plasmidu kloni v rdmci jedné populace v kmenech

raznych druli borélie.
Potvrzeni primer pro detekci plasmidraznych evropskych druhborelii.

Interpretace vysledka zkuSenosti se zvolenymi metodami.
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6  Metody

6.1 Vyroba tekutého média BSK Il

Do 2000 ml Erlenmayerovy bRy se smicha 10x CMRL, Neopeptone, BSA a 850 miil

H,O a necha se michat na magnetickém michadle, dedkuss plrné nerozpusti. Poté se
piidaji ostatni slozky uvedené v Tab. VI asbpe vSe rozpusti. Po rozpesitvSech sloZzek se
upravi pH na 7,6 pomoci NaOH,itka se doplni vodou do 1000 ml a nechaidgipné

5 minut michat. Taktofjpravené medium seime gefiltrovat. Filtrace se provadi ve flow
boxu, aby seigdeSlo kontaminaci. Poslednim krokem jel@ni 30 ml krakiho séra, ktere

podporuje st borrélii a uskladmi na -20 °C.

Tab. VI: Ingredience pro vyrobu BSK I

Slozky Mnozstvi na 1000 ml [g/l]
10x CMRL 9,7
Neopeptone 5,0
BSA 50,0
Yeastolate 2,0
Hepes acid 6,0
Glukoza 5,0
Sodium citrate 0,7
Sodium pyruvat 0,8
N-acetyl glukosamine 0,4
Sodium bicarbonate 10,0

6.2 Vyroba tuhého média 1,5x BSK a 1,5 x MKP"

BSA se rozpusti v 850 ml miliQ 4@ a poté sefia zbytek chemikalii. Pouzitim NaOH se
upravi pH na 7,5 argla se milliQ HO tak, aby konény objem byl 1000 ml. Qi se vse
necha rozpustit. Médium sedfiltruje, prida se 12 ml kradiho séra a uskladni v -20 °C.
Rozdil mezi médii 1,5x BSKa 1,5x MKP je znazoran v Tab. VII.
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Tab. VII: Ingredience pro vyrobu tuhych médii

Chemikalie pro Mnozstvi na Ingredience pro 1,5x  MnoZstvi na
1,5xBSK’ 1000ml [g/1] MKP * 1000ml [g/1]

BSA 69,4 BSA 69,4
Neopeptone 6,9 Neopeptone 4,14
Hepes acid 8,3 Hepes acid 8,3
Glokoza 6,9 Glokdza 4,14
Sodium citrate 1,0 Sodium citrate 1,0
Sodium pyruvate 1,1 Sodium pyruvate 1,1
N-acetyl 0,6 N-acetyl glucosamine 0,6
glucosamine
Sodium bicarbonate 6,4 Sodium bicarbonate 6,4
Yeastolate 3,5 Yeastolate -
10x CMRL 12,7 10x CMRL 12,7

6.3 Rust borrelii v tuhém médiu 1,5x BSK a 1,5 x MKP'

6.3.1 Pcéitani v Petroff-Hausserow poéitaci komirce

Na Petroff — Hausserovu §itaci komirku se pevede 6 uharostlé kultury, ktera jefedna
v poneru 1 : 10 a pod mikroskopem temného pole (Leica DOAOLLED) se ufi potet
borelii na pdet ¢tverai. Dana hodnota se vynasalislem 1,25 x 10 Tim se ziska pet

borrelii na 1 ml.

6.3.2 Zandavani na Petriho misky (na 16reakci)

Narostla kultura se tiedi tak, aby konmy pazet borélii v médiu byl 1000 borelii/ 1 ml.
Nasledr se 200 ml 1,7 % agarozy (Seakem LE, autoklavovamylliQ H,O a skladovany
pii laboratorni teplat) rozetieje na 55 °C a smicha s 300 ml média 1,5x BB&bo 1,5x
MKP”. Do kazdé Petriho misky se napipetuje 10 ul médiichané s agar6zou a zbytek se
uchova ve vodni lazni na 55 °C. Podle toho, jakyhyidkon&ny pacet borélii, se do 50 ml
zkumavek napipetuje dané mnozstvifaminé kultury a pida 40 ml média s agar6zou. Na
dvé Petriho misky se zatuhlym médiem se&lg 20 ml gipraveného média s danou kulturou

a ogit se necha zatuhnout. Petriho misky se uchovauagixu s anaerobnim prostli ve
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34 °C. Anaerobni prosdi je vytvdeno pomoci s&ki obsahujici 2,5 % C£ Kolonie na
Petriho miskach narostowhem 3 tydh. Jakmile kolonie narostou, nasaji se jednotlivé
kolonie do 8 ml tekutého média a nechégtrve 37 °C. Po 8 — 10 dnech se ze zkumavky
s narostlou kulturou odebere 1 ml a zanda do kmyavky s 350 ul 80% glycerolu. Tyto
zkumavky se poté uchovavaji v -80 °C. Zkumavka restbou kulturou se dopini 1 ml
tekutého média a nechélgizné 3 dny st ve 34 °C.

6.4 Vypéstovani kultury

Do 8 ml zkumavky se napipetuje 7 ml média BSK ItoZtoku, ktery je uskladm v -80 °C,

se na Sgiku laboratorni Sgky odebere malé mnoZstvi kultury a zanda do 8 rahmkvky s
médiem. Kultura se necha inkubovat ve 34 °C. Paékultura naroste, se ze zkumavky
odebere 1 ml kultury aredi v ponéru 1 : 10. Pod mikroskopem temného pole (Leica

DM1000 LED) se poté stanovi mnozstvi zivych bonrelio pl Zzediné kultury.

6.5 lzolace genomické DNA

Pro ziskani plasmidu z békje poteba nejtiive rozrusit biky. K tomu se Bzr¢ vyuzivaji
komegni kity. Pro izolaci genomické DNA byl pouZivan Kwizard® Genomic DNA
Purification.

Narostla kultura se centrifuguje&i 000 rpm/ min po dobu 10 minuti®25 °C. Supernatant
se odstrani. Pelet se rozsuspenduje v 600 ul Nlgies Solution a fenese do 1,5 ml
eppendorfky. Nasleduje inkubacé& B0 °C po dobu 5 minut. V tomto kroku dojde k lyze
burgk. Poté se eppendorfkagmese na 2 minuty na led. K inému lyzatu se nasledin
piidaji 3 ul RNase solution a 2-5x se eppendorfiavigati. DalSim krokem je inkubacéi p
37 °C na 15 minut a pot&igani 200 ul Protein Precipitation Soluti@gimz dojde k oSéeni
burg¢cného lyzatu. Oft se eppendorka 2-5xgvrati a inkubuje na ledu po dobu 5 minut.
Nasleduje centrifugacefipl3000 rpm/ min po dobu 5 minut. Supernatant, kiarsahuje
DNA, se ffenese doisté 1,5 ml eppendorfky, ptsti se 600 ul isopropanolu majici
laboratorni teplotu a eppendorfka se pouhyevracenim oft lehce promicha. Poté se vse
centrifuguje pi 13000 rpm/ min po dobu 10 minut. Vznikly supeemd se odstrani aiga

se 600 ul 70% ethanolu. Opakovanyifeywacenim eppendorfky se pisti pelet, ktery
obsahuje DNA. Nasleduje centrifugac&# 3000 rpm/ min na 10 minut. Supernatant se
pomoci pipety opatihodebere a pelet se nechd na 10 minut stat naalalor teplot pro
aplné odstraéni ethanolu. Nakonec séiga 100 ul DNA Rehydration Solution a uskladni
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ve 4 °C. Tim dojde k rehydrataci DNA. Druhy denrsetok v eppendorfce promicha a
uchovéava fi 4 °C.

6.6 Maxipreparativni izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA byla provedena maxiprepanatmetodou pomoci komariho
kitu od spolénosti QIAGEN’ (HiSpeed Plasmid Maxi Kit). Tento kit umaitije rychlou
purifikaci plasmidové DNA. Takto purifikovana plagtava DNA neobsahuje genomovou
DNA, buni¢né proteiny a endotoxiny.

Narostla kultura o celkovém objemu 200 ml se crgtje 10 minut fi 8 000 rpm/ min. fi

20 °C. Supernatant se odleje a pelet se rozsusperdid ml pufru P1 obsahujici RNasu.
K témto buikdm se pida 10 ml lyz&niho pufru P2, vSe se promichi&@wpracenim zkumavky
a necha 5 minut inkubovat na laboratorni tepl&¥ipravi se filtr&ni stikacka, ktera se
nasadi na #kactku s vazebnou kolonou. Do tétgikacky se gida 10 ml pufru QBT a necha
se pefiltrovat. K buikam je dale idano 10 ml neutralizaiho pufru P3 a aft se vSe
promicha pevracenim zkumavky. Lyzat séefije do filtratni stikacky a necha se 10 minut
inkubovat na laboratorni teptot Poté se iefiltruje filtracni stikackou do stikacky

s vazebnou kolonou, ktera je nasazena na 50 ml akkum V tomto kroku se na filtr
v koloré navazou proteiny g&ista DNA je nasledn prefiltrovana pes vazebnou kolonu.
Nyni je na filtru navazana DNA, ktera je promyv&t@aml pufru QC. Do této skacky je
poté gidano 15 ml elaniho pufru QF, pomoci kterého se DNA uvolni do n®@ ml
zkumavky. Do této zkumavky se&iga 10,5 ml isopropanolu, promichd a 5 minut sehéec
inkubovat. Timto krokem se DNA vysrazi. VSe demisti do velké stkatky, na niz je
piipojeny filtr a gefiltruje. DNA se zachyti na filtr. Filtr se necbkapat, znova se nasadi na
malou stikacku a praisti se 2 ml etanolu. @p se filtr necha okapat a &pnasadi na
stiikatku. Pro uplné odstré&ni etanolu z kolony se proces pigieni opakuje. Takto
procistény filtr se nasadi na malouracku, prida 1 ml eléniho pufru TE a fefiltruje do

2 ml eppendorfky. Filtrat se vrati &pdo stikacky a znova pefiltruje. Vyizolované DNA se

uchovava v 4 °C. Nasledse provede PCR screening plasimid

6.7 Polymerazovaietézova reakce

Enzymaticka amplifikace plasmid byla provedena na genomické DNA s pouzitim
specifickych primei. Reakce probihala v 0,2 ml tenkasté zkumavce, vifstroji T100™
Thermal cycler od firmy BIO-RAD. SloZeni reak snesi pro PCR reakci je uvedeno v Tab.
VIII.
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6.7.1 Primery
Primery byly navrzeny v databazi NCBI tool Primegsijn a objednany byly pouze ty

primery, které dostate¢ amplifikovaly pozadovany PCR produkt in silico.irRerove
sekvence dosud nejsou tegkné a budou iedloZzené jako s@ast rukopisu. Tyto sekvence
budou az doiedloZeni rukopisu vyjmuty z této pracee® jejich zvéejnénim poskytne Dr.

Rego sekvence primepro wdecké dely osobs.

6.7.2 Podminky PCR reakce
Tab. VIII: SloZeni reakni snesi pro PCR reakci

Chemikalie Objem [ul]
Voda 12,9
Pufr 2,0
10mM dNTP’s 2,0
20mM FW primer 1,0
20mM RF primer 1,0
Templat 1,0
Polymeraza 0,1

VSechny PCR reakce byly provany za standardnich podminek:
Pouzitim polymerazy HotStart:

Denaturace 96°C 5 min

Denaturace 95°C 45s tyto kroky @e Gpakuji
Nasedani primér 55°C 45 s

Elongace 72°C 1 min

Finalni elongace 72°C 10 min
16°Cw

Pouzitim polymerazy OneTaq:

Denaturace 95°C 45s
Nasedani primér 55°C 45 s tyto kroky se 30x ogéaku
Elongace 72°C 1 min

Finalni elongace 72°C 10 min
16°Cwo
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6.8 Elektroforéza

Bylo pouzito 2 ul nanaSeciho pufru (6x Orange DN#adling Dye, Thermo Scientific) s 5x
koncentrovanym barvivem SYBR Green (SYBR Green ugclBic acid atain) a imano

k 10 ul PCR produktu. Ten byl naslédmozdilen elektroforetickou separaci v1 %
agarézovém gelu. Separace byla prémadpomoci aparatury Liberty 120 High-Speed Gel
Systém pi napsti 250V @iblizné 15 — 20 minut. Vysledny produkt byl vizualizovaodpUV

transiluminatoru a fotograficky zdokumentovan.

6.9 Klonovani DNA

6.9.1 Ligace

Adaptory (tzv. kratké useky DNA) se pomoci enzyngazy napojuji na restréki mista.
Tyto Useky DNA slouZi jako templat pro nasednutmeri. K ligaci fragmeni DNA se
pouziva enzym T4 DNA ligaza, kterd pochézi z T4tbadfaga.

6.9.1.1 Postup Ligace

Ligacni pufr a ligaza se necha na ledu a pGEM — T Eatdr se kratce zcentrifuguje. Do
0,5 ml eppendorfky sefipravi liga&ni snEs, viz tab. IX a vSe se necha inkuboviEsnoc na
4 °C. V gipac urychleni reakce je mozno reakci inkubovat 1 —odlily na laboratorni
teplo€. Do 1,5 ml eppendorfky seiga 25 pl kompetentnich b&kE. coli. (C 2987, ziskana
z laboratde New England BioLabs). Do této eppendorfky se petpje 2 ul ligandu. Tato
reakce se necha stat 30 minut na ledu. Nasledujsformace tepelnym Sokem. Reakce se
na 45sec inkubujeip42 °C a ihned poté se reakce umisti na 2 minatyed. V dalSim
kroku se do reakcefipla 250 ml SOC media o laboratorni teplatnecha se inkubovatip
37 °C a 220 rpm po dobu 1 hodiny rrapace. V kultiva&ni misce se na povrch tuhého
media tvdeného LB a carbenicilinem nanese 40 pl subtratGak-(Thermo Fisher
Scientific), pomoci sterilni skl€éné klicky se rovnonirné rozete a nechaijblizné 15 minut
stat na laboratorni tepbtPoté se fida 50 pl nebo 100 pl suspenzni kultury a&toge
pomoci sterilni kliky rozete. Takto pipravené kultivani misky nechame inkubovat dnem
vzhiru pri 37 °C po dobu alespal6 hodin.
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Tab. IX: SloZeni ligani snesi pro reakci

Slozky Objem [ul]
2x Rapid ligaéni pufr 2,0
T4 DNA ligaza 1,0
pGEM — T Easy Vector 1,0
PCR produkt 3,0
Celkem 6 ul

6.10 Kultivace E. coli

Pro kultivaci E. coli se pouzivaji Zzivha média. Tato média zajj§ bchem kultivace

optimalni podminky. Praist E. colije dilezité médium Lysogeny Broth (dale jen LB).

6.10.1Izolace a rist kolonii E. coli
Kolonie bilé barvy obsahuji plasmid, ktery se blbmovat. Do 15 ml zkumavky seiga 5
ml média LB. Spikou o velikosti 10 pl se sebere bila kolonie adav®Zi spoléné se

Spickou do 15 ml zkumavky s médiem. Zkumavky se inkupigs noc fi 37 °C a 220 rpm.

6.11 Mini preparativni izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA byla provedena miniprepardtmetodou pomoci kom@&riho kitu

od spolénosti QIAGEN® (QIAprefy Spin Miniprep Kit).

Bunky obsahujici dany plasmid se nechajésp noc kultivovat v LB médiu, poté séip
laboratorni teplat po dobu 5 minut centrifugujitp8 000 rpm/ min a odstrani se supernatant.
Nasledr se bugcny pelet rozsuspenduje ve 2aDpufru P1, ktery obsahuje RNasu. Tim
dojde k rozloZzeni molekuly RNA. Poté sigda 250ul lyzaéniho pufru P2, pomoci kterého
dochazi k lyze buik. Lyzat se pevracenim zkumavky promicha. DalSim krokemijdgmi
350 ul neutraliz&niho pufru N3, ktery vysrazi baené zbytky. Poté se zkumavka mich4,
dokud neni roztok bezbarvy. Nasleduje centrifuggitel3 000 rpm/ min po dobu deseti
minut. Tento krok je nezbytny pro ra#dni frakci. Vznikly supernatant obsahuje
pozadovany plasmid, kteryigvedeme na kolonu dodavanou s kitem a centrifugaijem
Iminutu @i 13 000 rpm/ min. DNA se zachyti na kotgrktera se promyje 75@ pufru PE
obsahujici etanol. Pomoci etanolu dojde k odstrianezadoucich protain Opst nasleduje
centrifugace trvajici 1minutuiipl3 000 rpm/ min. Pro Uplné odstegi etanolu z kolony se

proces centrifugace opakuje. Do kolony #ed 50ul pufru EB. Kolona se nasadi na 1,5 ml
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eppendorfku, necha se stat 1 min na labortornotepl centrifuguje 1 minip 13 000 rpm/

min. Plasmid se timto agobem vymyje z kolony.

6.12 Restrikéni analyza

Restrikni analyza se provede pomoci pufru a enzymu Ec®®&I0,5 ml eppendorfky se
smichaji vSechny slozky reakce, viz Tab. X a vS@eghd inkubovat 1 hodinu ve 3C.
Poté se provede elektroforéza na 1 % gélagypsti 110 V.

Tab. X: SloZeni reakce pro restiik analyzu

Slozky Objem [u]

Pufr EcoR I. 2
Enzym EcoR I. 0,5
DNA 3
H,0 14,0
Celkem 20,5

6.13 Sekvenovani
Timto procesem se&tou nukleotidové baze v molekule DNA. Sekvenovamipsuziva ke
stanoveni piadi nukleotid v molekule DNA. Primery se bedi v pongru 1 : 200 s milli-Q

H,O. SlozZeni reakce pro sekvenovani je ukazano vXib.

Tab. XII: SloZeni reakce pro sekvenovani

Slozky Objem [ul]
5 uM T7 primer 5,0
5 UM SP6 primer 5,0
Templat 5,0

6.14 SDS - page

Bunéény pelet se centrifugujefip8000 rpm po dobu 10 minut ve 20 °C. Supernatent s
odlije a zbyly pelet se promyje v 5 ml HN — pufr@entrifuguje 10 minutif 8000 rpm/ min
ve 20 °C. Tento krok se j&32x opakuje a nakonec se k Btnému peletu fdda 600 pl HN-
Pufru. PouZitim Quant — ti SYPRQ@ufru, ktery se smicha s barvou Qfilfitotein Reagent
(Life technologies) v postu 1 : 200 se vifstroji Qubit™ stanovi koncentrace protéine
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2 pl vzorku. Do vzorku s HN — pufrem sdidd 5 pl Loading Dye Laemelli buffer
(BIORAD). Nasleds se vzorek okeje na 100 °C po dobu 10 minut. MnoZstvi vzorku
nanaseného na SDS — page gel se odviji od stankeanéntrace proteinve vzorku.

SDS — gel je pipraven pomoci 12 % SDS - gelu. Elektroforéza pgrahdi napsti 120 V po
dobu 1 hodiny v fistroji PowerPac Basi! BIORAD. Po rozdleni proteiri se gel 3x
promyje v milli-Q HO a vysledek se analyzuje pomoci roztoku Coomassie.

6.15 Western blot (Immunoblot)

Vzorky se ofteji na 100 °C po dobu 10 minut a poté se nanadi2n& SDS-page gel.
Mnozstvi nanaSeného vzorku zavisi na koncentractepfi ve vzorku. Elektroforéza
probiha pod naftim 120 V 1 hodinu v PowerPac Ba3icBIORAD. Blotujici papiry a
membrana se naiplizné 2 minuty navldi v 1x TBS + Tween 20. Poté se blotujici papiry
umisti do blotujiciho ifistroje SEMI-PHORM Hoefer Scientific Instruments: jeden dala
n¢j se @iloZzi membrana, dale gel a druhy na¢ghy blotujici papir. Reakcet pil hodiny

pii 25 V. Po peblotovani proteitn se membranatrpnese na 1 — 1,5 hodiny do 5 %
blokovaciho roztoku. Membrana se nastegiesune do uzaviratelného pykii, pida se
5% blokujici roztok, ke kterému seigé sérum z mysi, které byly infikované kmenem
CB43. Tento roztok sefedi v pordru 1 : 200 a necha 1 hodinu na laboratorni téplot
Membrana se druhy den 3x po 15 minutach promyje VBS + Tween 20 a poté sédga
sekundarni protilatka Anti-Mouse 1gG (Peroxidasenidgate) v por&ru 1 : 10 000.
Membrana se ponecha na jednu hodinu na laboratepio€ a nasledéd se 3x po
15 minutach promyje v5 % blokujicim rozotku. Vyg#& se poté vyhodnoti pomoci
ChemiDod"MP Imaging Systému (BIORAD).ifprava jednotlivych roztak pro Western

blotting jsou znazormé v Tab. XIII.
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Tab. XIII: Priprava roztok pro Western blotting (Immunoblotting)

Nazev chemikalie Pouzité chemikalie
1x TBS + Tween 20 50 ml 10x TBS
450 ml milli-Q H0
500 pl Tween 20
5% blokujici roztok 10 g suSeného miléka

150 ml 1x TBS + Tween 20

6.16 Dot blotting
V Tab. XIV a Tab. XV jsou uvedeny jednotlivé sloZaxo gipravu sondy pro dot blotting.

Tab. XIV: Komponenty proippravu zn&ené experimentalni sondy

Slozky Objem [ul]

DNA templat 2,0

Pufr (NEB) 2,5

PCR DIG Probe Dynthesis Mix 2,5

20mM F primer 2,0

20mM R primer 2,0

Smés enzymu 0,3

Voda Doplnit do 25,0
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Tab. XV: Komponenty proifjpravu nezné&ené kontrolni sondy

Slozky Objem [ul]

DNA templat 2,0

Pufr (NEB) 2,5

dNTP’s zasobni roztok 2,5

20mM FW primer 2,0

20mM RF primer 2,0

Smés enzymu 0,3

Voda Doplnit do 25,0

6.16.1Postup
Nejprve se spiitd koncentrace DNA ve vzorku. Na membranu se wodnesou tak, aby

vysledna koncentrace byla 25, 50 a 10Quhga jamkuPo naneseni vzoiknasleduje ,UV-
crosslink” DNA na membranu pomocfigtroje Stratalinker. Membréana je pot& podiny
inkubovana v 2x SSC. Nasletdse membranaipnese do 40 ml prehybridiggiho roztoku a

6 hodin se necha houpadi p5 °C. Do 1,5 ml zkumavky sedipravi 95 ul milli-Q HO a 5 ul
PCR produktu a po dobu 15 minut se necha na 100éfto roztok se potéida do 15 ml
zkumavky a smicha s 2,5 ml prehybridizého roztoku Obsah zkumavky séemisti na
membranu, ktera se umisti do hybridizia pece (ProBlot - Labnet) a nech&$ noc
hybridizovat na 55°C. Druhy den se membrana 2x poirfutach promyje v 2x SSC/0,1%
SDS a néasledn2x po 15 minutach v 0,3x SSC/0,1% SDS temperovanshn 65 °C.
Membrana se proplachne v Pufru | a poté 30 mimktje v Pufru 2. Poté se membrana 30
minut inkubuje v Anti-Dioxigenin-AP antibody a néadht se 2x po 15 minutach promyje
v Pufru 1. Membrana se promyje 5 minut v Pufru Bo&é zakapne 20 kapkami CDP-Star
piipraveného k pouziti (Roche). Poslednim krokem JeZzeni membrany mezi dv
prihledné folie ainkubace 5 minut v temnufiplaboratorni teplat Pro vyhodnoceni
vysledku se pouZije ChemiDB&MP Imaging Systém (BIORAD).i#prava vzork pro dot
blotting je znazorén v Tab. XVI.
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6.16.2P¥iprava roztoka

Tab. XVI: Friprava vzork pro dot blotting

Nazev Chemikalie
2M Tris — HCl pH 7,5 96,91 g Tris HCI (mw 121,1)
Doplnit do 250 ml dEHO
Upraveni pH na 7,5
Doplnit do 400 ml dEHO
2M Tris — HCI pH 9,5 96,91 g Tris HCI (mw 121,1)
Doplnit do 250 ml dHO
Upraveni pH na 9,5
Doplnit do 400 ml dHO
Pufr 1 — 100mM Tris — HCI pH 7,5/150mM NaCl 50 ml 2 M Tris pH 7,5/1l
30 ml 5 M NaCl
Pufr 2 300 ml Pufr 1
2 g Blocking Reagent (Roche)
Pufr 3 — 100mM Tris — HCI pH 9,5/100mM NaCl 50 ml 2 M Tris pH 9,5/1l
20 ml 5 M NacCl
Prehybridizaéni roztok 25 ml 20x SSC
0,1 g sarkosyl
200 ul 10 % SDS
69 Blocking reagent (Roche)

74 ml HO
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2x SSC/0,1% SDS

0,3x SSC/1% SDS

Anti-Dioxigenin-AP antibody

100 ml 20x SSC/1l
10 ml 10% SDS
15 ml 20x SSC/1l
10 ml 10% SDS

4,5 ul anti-digoxigenin-AP
Fab fragments (Roche)

65 ml Pufru 2
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7 Vysledky

7.1 Detekce a o¥reni obsahu plasmid a validace primeni

Genomova DNA byla izolovana maxipreparativni metodokmer PKo, SV1, ACA-1,
CB43, ZS7, ATCC a PBr. Primery vytkené pro detekci amplifikované DNA uvhit
genomu PKo a SV1, byly pouzity k detekckitpmnosti / nefitomnosti plasmid.
Genomova DNA vsSech izolétnasleds slouZzila jako pozitni kontrola pro dalSi analyzy.
K vytvoreni pozitivni kontroly PKo byla pouzita sada o 2imerech. Z celkového gtu
pouzitych primelt obsahovala pozitivni kontrola PKo 19 plastn{@®@br. 1). Kmen CB43, u
kterého byly pouzity primery PKo, ¢hcelkem 17 plasmiil z 21 detekovatelnych (Obr. 2).
Izolat SV1 zahrnoval 9 plasmidz celkového pe&tu 9 pouzitych primer (Obr. 3) U kmene
ACA-1 bylo detekovano 8 plasmidze 14 detekovatelnych plasmidVSechny PCR

produkty byly klonovany a sekvenovany k posouzekiven&ni podobnosti a to zejména

mezi izolaty CB43 a PKo.
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Obr. 1: Detekce PKo primémna izolatu PKo
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Obr. 3: Detekce SV1 primémna izolatu SV1
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Obr. 4: Detekce ACA-1 priméma izolatu ACA-1

7.2 Detekce a o¥ieni obsahu plasmid u ostatnich kmeni borélii

Cast plasmidu, ktera je amplifikovana metodou PCRirEe byt detekovéana u viech diuh
borélie. V Tab. XVII — XIX jsou uvedené jednotlivélasmidy detekované u ostatnich

evropskych drut borélii.

Tab. XVII: Obsah plasmitlPKo u ostatnich evropskych diuborélii a jejich kmet

B. burgdorferi B. afzdlii B. garinii B. finlanfensis
S.S.
Plasmidy ZS7 ACA-1 PBr ATCC Svi
PKo

Ip28 - - - - -
Ip28-2 -
Ip28-3 -
Ip28-4 -
Ip28-7 -
Ip28-8 - - - - -
lp17 v
Ip25 - v - - -

AN NN
<

(\
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p32 -
Ip34 -
Ip38 v
Ip54 v
Ip60 - -
Ip60-2 -
cp26 v
cp26+27 v
cp30 v
cp32-5 v
cp32-7 - -
cp32-9 v v
cp32-10 - v

RN NERN SRR NERN
AN NN

AN NI

AN NI

Tab. XVIII: Obsah plasmiil SV1 u ostatnich evropskych diuborélii a jejich kme

B. burgdorferi s. s. B. afzdlii B. garinii
Plasmidy ZS7 PKo ACA-1 CB43 PBr ATCC
SVi
Ip17 v - - - v v
Ip28-2 - v - v - -
Ip28-4 - - - - - -
cp32-12 - - - - - -
Ip54 v - - - - v
cp26 v v v v v v
cp32-3 - v v - v -
cp32-4 v v v v - v
cp32-7 v v v v v v
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Tab. XIX: Obsah plasmidACA-1 u ostatnich evropskych driuborélii a jejich kmet

B. burgdorferi s. s. B. afzdlii B. garinii B. finlanfensis

Plasmidy ZS7 PKo CB43 PBr ATCC Sv1
ACA-1

Ip28 - v - - v -

Ip28-2 v - - v v -

Ip28-3 -
Ip28-4 -
Ip28-7 - -
Ip28-8 -
Ip17 v - - - - -
Ip25 =
Ip32 -
Ip34 -
Ip38
Ip54
Ip60 - - - - - -
Ip60-2 - v - v v -

AR
SR

(\

N NN
AR NEENERN

7.3 PCR screening plasmid jednotlivych klonu

Kultury CB43, PKo a SV1 se nechalyst na Petriho miskach s tuhym médiem, viz Obr. 5 a
za fiblizn¢ 3 tydny po naneseni byly ziskany kolonie, viz O®yr.Obr. 10. Jednotlivé
kolonie, které byly vyizolovany se nechalist v tekutém médiu a nasledhyla ze zbytku
kultury, kterd zbyla po ffipraw glycerolové zasoby, extrahovdna genomova DNA. Kazd
genomova DNA byla testovana pomoci piné sady pldswyich primeii. PKo a CB43 klony
byly testovany s PKo plasmidovymi primery viz Oid, Obr. 12. S SV1 plasmidovymi
primery byl testovan SV1 klon, viz Obr. 13. Vyslgdicreeningu jsou uvedeny v Tab. XX.
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Tab. XX: Vysledky stanoveni obsahu plasiidjednotlivych kloti po PCR screeningu

Klon

© 00 N o o b~ W N

N N NN NDNRRPR R R R B B R B R
g N W NP O © 0N O U W N P O

PKo (B. afzdlii)
s PKo primery

CB43 B. afzdii)
s PKo primery

SV1 @B. finlandensis)
s SV1 primery

Poket plasmidi / celkovy paet plasmidi

19/19
19/19
18/19
18/19
18/19
18/19
18/19
18/19
18/19
18/19
19/19
19/19
18/19
18/19
19/19
18/19
19/19
18/19
18/19
18/19
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16/17
17/17
16/17
17/17
17/17
17/17
16/17
16/17
16/17
16/17
17/17
17/17
16/17
16/17
16/17
17/17
16/17
16/17
17/17
16/17
16/17
16/17
16/17
16/17
16/17

8/9
9/9
9/9
8/9
9/9
9/9
9/9
9/9
9/9
9/9
8/9
9/9
9/9
8/9
8/9



Obr. 5: Kultura CB43arostla na médiu 1,5x B¢

7.4 SDS - PAGE
Metoda SDS PAGE byla provedena u vzarlSV1 a CB43, viz Obr. 6, Z vysledki neni

mezi jednotlivymi izolaty vidt Zadny rozd.

Ladder 1 2 3 4 5 6

215kDa <«

75 kDa <
63 kCa <+
48 kDa <
35 kDa <+
25 kDe <+
20 kDe <+
17 kDa <+
11 kDa <+

Obr. 6: SD-PAGE vzorki CB43
Jamkaé. 1 —CB43 (1),¢. 2— CB43 (6)¢. 3—CB43 (7)¢. 4 — CB43 17), ¢. 5 - CB43 (18),
¢.6-CB43 (2)
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1 2 3 4 5 6 7 Ladder

215 kDa

75 kDa
63 kD¢
48 kDa

35 kDa

25 kDa

20 kDa

17 kDa

11 kDa

Obr. 7: SDS- PAGE vzork SV1

Jamka. 1 —SV1 (1),&. 2— SV1 (2)&. 3 — SV1 (4)¢. 4 —SV1 (6),& 5— SV1 (10),
& 6-SV1 (11),¢. 7— SV1 (12)

7.5 Immunoblotting
Vysledky zimmunoblottingu uazaly 3 antigeny, které nebylgzeznany ve vzrorcich 1 i,

viz Obr. 7 Jedna se o chyjici linearni plasmidy Ipz-3 chykgjici u vzorku 1 a Ip2-8, ktery
chybi u vzorku 7. ¥Sina antigef, které jsou rozpoznavané mySim sérem, jso¢jSi

povrchové proteiny borélii a proto je velmi pragddobné, Ze tyto proteirse vyskytovaly
pod detekovatelnym limitem a tim nemohly detekované v in vitro.
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1 2 3 4 5 6 Ladder

63 kDe

48 kDa

35 kD?

25 kDr
20 kDr

17 kDe

11 kDa

Obr. 8:Immunoblotting vzork CB43

<+ misto absence antigenu

Jamkas. 1 —~CB43 (1),é. 2— CB43 (6)&. 3 — CB43 (7)f. 4 — CB43 7), &. 5 - CB43 (18),
& 6—CB43 (2)

7.6 Dot blotting

Pomoci metody Dot blotting byl ékovar obsah plasmitl v SV1 izolat, viz Obr. 9, 10.
Koncentrace DNA, ve ktera byla pouzita k detekaisphidi, byla25 ng ul, 50 ng/ ul a 100
ng/ ul. Jako pozitivni kontrola slouzila maxipreparativiii® SV1. Absence plasmidu by

patrna u 15 izolatu kmene S.
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Obr. 9: Detekce plasmidp28-2 u SV1 izolatu

Jamkac. 1 — SV1 (maxiprep). 2 — SV1 (1)¢. 3—SV1 (4)¢. 4 — SV1 (11),
¢. 5—SV1 (14)¢. 6 — SV1(15)

—-“'._- R -tad

Obr. 10: Detekce plasmidp54 u SV1 izolatu

Jamkat. 1 — SV1 (maxiprep). 2 — SV1 (1)¢. 3—SV1 (4)¢. 4 — SV1 (11),
¢. 5—SV1 (14)¢. 6 — SV1(15)
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8 Diskuze

AZ do vydani kompletni genomové sekvence iZoR¥o a ACA-1B. afzeliia izolatuSV1
B. finlandensis probihalo pouze velmi malo studii se snahou ppithpodobnosti /
odliSnosti &chto evropskych kménv porovnani s dale prostudovanymi izolatorrelie
burgdorferi B31, 297 nebo N40. &vodem k tomu byl nedostatek veSkerych informaci
tykajicich se p&u plasmidi obsaZzenych v genomu a jejich sekvenci.i@wgni genoni
vySe zmignych izoladf v roce 2011, umoznilofpdlEZné navrzeni primér které pomahaji
rozpoznat jednotlivé plasmidy @chto evropskych drudhborélii. V tomto projektu jsem
byla schopna poprvé Gspe ukazat, Ze vSechny tyto primery navrzené pro pldgm
vramci PKo genomu jsou schopné amplifikovat kotdiréplasmidové PCR produkty
Borrelie afzelii. Schopnost &sSiny €chto primeti specificky detekovat plasmidy PKo-
piibuznych izolai B. afzeliiukazuje jejich uzitgnost pro budouci studie izolaB. afzelii.
Bude tak moZné stanovit obsah plasimidolati B. afzelii z gfirody nebo z klinickych
vzorki. Nespecifické (ty které amplifikovaly i plasmidpych druhi borelii) se ukazaly byti
primery pro ty nejBznéjSi plasmidy, tim je kruhovy plasmid cp26 (obsahgge pro OspC)
a linearni plasmid Ip54 (nese geny pro OspA a Bj)oTiespecifita je oboustranna.
Specifické primeryB. burgdorferis. s. kmene B31 jsou ro¥h schopny amplifikovat tyto
plasmidy u éznych evropskych kmén

Navrzené primery pro plasmid. finlandensiskmene SV1 se také ukazaly byti
specifickymi pro tento kmen. U tohoto kmenu jsmdi lschopni detekovat pouze ty
nejkeznejSi plasmidy. Je iejmé, Ze izolat SV1 se skldda z heterogenni popul@dento
vysledek byl o¥en metodou SDS-page.

Pomoci PKo a ACA-1 specifickych prinmiejsem byla schopna ukazat, Zze izdktafzelii
CB43 je daleko viceifbuzny ke kmenu PKo nez k ACA-1. Tyto primery byghopné
prokazat rozdily v obsahu plasniiagnezi klony ziskanych z izok&tborélii PKo a CB43.
Znalost rozdilt mezi jednotlivymi klony je tllezitd gedevsim pro infedni studie. Je
znamo, Ze in-vitro pasazovanim knidoorélii dochazi ke ztratdm plasmid tim k mozné
ztrag infekénosti (v zavisloti na ztraceném plasmidu). (Puesblorris, 2000) Diky tomu, Ze
disponujeme specifickymi primery pro vSechny plagmijsme vzdy schopni @it
infek¢nost studovanych kmérmdruhi borélii, nap. inokula gipraveného pro mys. To lze

Zjistit nanesenim inokula na Petriho misku a nasted screeningem jednotlivych kolonii.
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Ztrata infeknosti v disledku ztraty plasmidje takto snadno identifikovatelna. Vysledky z
imunoblotu ukazuji, Zze ztrata plasmidchize vést ke ztrétnekterych antigennich \jsich
povrchovych proteiln, které mohou hrat idezitou roli v infelkénosti. Takové porovnani
obsahu plasmid a proteinovych profii by mohlo pomoci v identifikaci gén/ proteini,
které jsou antigenni a nebyly dosud identifikovaryzhledem k nedostupnosti
sekvenovanych genam Pomoci genového knockoutu potéizeme odhalit skut@ou

funkci dalezitych vrejSich povrchovych protein

Pouziti specifickych primérpro zjiSeéni plasmidi v mistnim infeknim izolatuB. afzelii
CB43 nés piblizi k vyuzivani genetickych manipulaci na evioph kmenech. To je
dulezité, jelikoz kazda geneticka transformace, kiede k fenotypu, musi byt ze zavedené
mutace nikoli zpsobena ztratou plasmidu. Né@pmnost gkterych plasmid u jednotlivych
CB43 klom nazn#uje, Ze fivodni populace CB43 sama o 8ateni idedlni pro genetické
manipulace. Klon, ktery obsahuje vSechny plasmidyearbyt vhodny pro takovéto studie.
Pro vybrany geneticky manipulovany kmen je tedyw#dlezité stanovit obsah plasniid
protoZe u mutafitmize dojit k jejich ztrat Proto je vZdy nutné porovnat obsah plasmid

mutanfi a pouzitého rodbvského kmene.

Metoda dot-blot slouzici k prokazovani specifityinperi a potvrzeni nejtomnosti
jednotlivych plasmid, je jednim ze zjsohi, jak potvrdit nefitomnost nebo fitomnost
urciteho plasmidu. Druhou moznosti je metoda Southkloiting, ktera by mohla

poskytnout podobné vysledky.
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9 Zavér

Dostupnost genoiriaznych evropskych druhborélii zahrnujiceBorrelii afzelii a Borrelii
garinii, umoznilo porozumgt podobnosti a odliSnosti meziniito druhy. Diky tomu budou
genetické manipulace snazsi a srovnani feriiotypezi mutanty a rodovskymi kmeny nize
byt spojena s @ditou mutaci. Mize byt stanovena ztrata plasmidu a specifické fgryot

mohou byt spojené&sti plasmidu.
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