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Anotace:

The incidence of tick — borne diseases has drastically increased over the past few years.
Control of tick — borne pathogens, especially spirochetes from B. bugdorferi sensu lato
complex, is complicated due to a lack of vaccines against them. The emergence of bacterial
strains to well established and widely used antibiotics has become a serious public — health
concern. Analysis of new classes of antimicrobial peptides became the subject of new
investigation due to their efficacy against disease — causing pathogens. Among possible
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to study the effect of whole bee venom on Lyme borreliosis spirochetes. The minimum
concentration of the venom that possesed the inhibitory effect on borrelia growth was
identified. The gene enconding melittin was isolated from bee venom gland and recombinant
melittin was produced in bacterial expression system. The effect of recombinant melittin

on live borrelia culture was studied.
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1. Uvod

Zastupci rodu Apis se hojné vyskytuji po celém svété a jsou znamy zejména
z hlediska produkce medu, vosku a diilezitou roli, kterou hraji pii rozmnozovani nékterych
druhti rostlin. Méné znamym produktem téchto zivocicht je jed, zejména jeho hlavni slozka
melitin (z feckého meli, melitos, med), ktery je toxicky, avSak ma mirné antibakterialni
a fungicidni uc€inky. Ztohoto divodu je dilezit¢ zkoumat ucinky tohoto produktu
na bakteriich, které ohrozuji zdravi ¢lovéka a pomoci tak k ziskani vice informaci o jiném

zpusobu 1écby nékterych bakteridlnich onemocnéni.

1.1.  Apis mellifera

1.1.1. Taxonomie v¢ely medonosné

Tab. I: Taxonomie v¢ely medonosné (Ptidal A., 2001).

Kmen Arthropoda (¢lenovci)
Trida Insecta (hmyz)

Rad Hymenoptera (blanokfidli)
Podrad Apocrita (Stihlopasi)
Nadceled’ Apoidea (v¢ely)

Celed’ Apidae (véeloviti)

Rod Apis

1.1.2. Vdiela medonosna
Vcela medonosna je blanokiidli hmyz, ktery Zzije ve spolecenstvech. Jeji télo se

sklada z hlavy, hrudi a zadecku.

Drobné zzeni umoziiuje pohyb hlavy, na které se nachazi dvé slozené oci
po strandch a 3 jednoduché o¢i na temeni. Na hlavé vcely se také vyskytuji
2 ¢lankovana tykadla, na nichz se nachazi zejména smyslové organy, které umoznuji vcele

vnimat hmatova a ¢ichova podrazdéni.

Hrud’ ma dilezitou funkci jako nosi¢ kiidel a nohou. Hrud’ dospélého jedince se
skladd ze 4 clankd (pfedohrud’, stfedohrud’, zadohrud® a pfesunuty krouzek).
Charakteristickym znakem jsou 3 pary nohou, které slouzi k pohybu, sbéru a ukladani pylu,
k fetizkovani mezi véelami a ke sbéru voskovych Supinek. V¢ela ma 2 pary blanitych kiidel,

kde ptedni kiidla jsou vétsi nez zadni a na jejichZ povrchu se vyskytuji chloupky.



V zadecku jsou uloZeny zazivaci organy, cévni a nervova soustava, vyméSovaci
soustava, medovy vacek, vzduiné vaky a jedova Zlaza. Zihadlo je na konci duté, napojené
na jedovy vacek. Na konci zihadla je hacek, ktery znemoziuje vytazeni Zihadla z rany.
Pfi bodnuti se spolu szihadlem vytrhne i jedovy vacek a vcela nasledné umira

(Ozdian, 2013).

Ve véelim spolecenstvu se nachazi 3 typy vcel — matka, délnice a trubec. Matka
je jedina v celém ulu, kterd dokaze klast vajicka a pafit se s trubci. Od délnice se lisi
velikosti a tvarem zadecku, ktery je veden do $picky. Ve Spicce zadeCku se nachazi samici
1 sam¢i pohlavni bunky, kterymi matka reguluje pocet jedinct v ulu. Délnice je typ vcely,
kterd se 1i8i od matky absenci pohlavnich orgdnt. Na rozdil od matky ma vyvinutou
voskotvornou a hltanovou zlazu. Hltanova Zlaza slouzi u mladych vcel k tvorbé mateii
kasicky a u starSich jedinct k pfeméné pylu na med. Trubec je véeli samecek, ktery se lihne
z neoplozenych vajicek. Jeho télo je oproti matce i délnici SirSi. Pfevazné zije jen v letnich

mésicich. Jeho funkci je oplozeni matky, po oplozeni umira (Vesely et al., 2013).

1.2. Jedova Zlaza véely medonosné

Jedova zlaza ma trubicovity tvar, na konci vidlicovit¢ rozvétvujici. Je dlouha
10 — 25 mm a jeji pfi€ny pramér v dobé ¢innosti se pohybuje okolo 130 pm. Jedova Zlaza
funguje vcelam jiz od vylihnuti z bunky a usti pfimo do jedového vacku, kde se vytvoieny
jed shromazd’uje. Jedovy vacek je tvofen prusvitnou chitinovou blankou a slouzi jako
zasobnik sekretu jedové zlazy. V obdobi 2 — 3 tydnu Zivota, kdy je vacek naplnén, obsahuje
Vv priméru 0,26 mg jedu. Tvorba jedu zalezi na mnoZstvi piijaté bilkovinné potravy, ¢im vice

bilkovin, tim vic jedu a naopak (Titéra, 2006; Vesely et al., 2013).

Jedova 7zldza 1 jedovy vacek jsou soucasti zihadlového aparatu, ktery slouZzi
k od¢erpavani jedu zvacku a do kterého tusti jeSté alkalicka neboli Dufourova Zzlaza,
jejiz sekret je dilezity pro dobrou funkei zihadla (Titéra, 2006; Vesely et al., 2013). Jedovou
zlazu maji ve véelim spolecenstvi délnice i kralovna, lisi se ale velikosti. Kralovna ma delsi

jedovou zlazu, ktera produkuje vice jedu (Vesely et al., 2013).
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Obr. 1: Jedoveé tstroji v€ely medonosné (Aniruddha M., 2013).

1.3. V¢eli jed

Veeli jed je bezbarva kapalina, charakteristické viing, hotkokyselé chuti, jejiz hlavni
slozkou je melitin (peptid z 26 aminokyselin). Tato slozka tvoii 50 - 60 % jedu. Vyznamnou
slozkou v¢eliho jedu jsou také vysokomolekuldrni peptidy, predev§im enzymy fosfolipaza
A2, ktera ¢ini 12 % jedu, hyaluronidaza (2 %), lysofolipaza (1 %), kysela fosfomonoesteraza
(1 %) a a-glucosidaza (0,6 %). Dalsimi slozkami jedu jsou apamin(18 aminokyselin, 2 %),
ktery pusobi na nervovou soustavu, minimin (2 %), quinin, secapin, procamin, adolapin,
terpiamin (1 %), proteazovy inhibitor a peptidy s méné nez 5 aminokyselinami v fetézci

a volné aminokyseliny.

Fyziologicky aktivni latky jako jsou aminy, histaminy, dopamin, noradrenalin tvofi
1 % suSiny vceliho jedu. Pomérné vysoky obsah (0,5 %) vykazuje kyselina madselna

(Titéra, 2006).

Je zajimavé, ze mnozstvi i kvalita vceliho jedu je u riznych jedinci vceliho
spolecenstva, zejména u kralovny a délnice riznd. Tomuto jevu pfispiva i zména ro¢niho
obdobi (Kato, 1994). Vliv jedu krdlovny je mnohem menSi na ostatni Zzivocichy
(napf. mysi) nez jed délnice. Naopak na ostatni jedince rodu Apis je pisobeni jedu kralovny
mnohem vétsi nez jedu délnice. Rozdil ucinku veeliho jedu se vyskytuje také mezi mladou
kralovnou a kralovnou, kterd po dlouhou dobu fidi spolecenstvi lu. Jed starsi kralovny je
15 krat méné letalni nez krdlovny mladé (Schmidt, 1995). Jed kralovny se stava v podstaté
inaktivnim po 1 — 2 roku zivota. Rozdil mezi témito jedy byl rozeznan pii pitvé jedové
soustavy, kdy byl u mladych kraloven zaznamenan vacek plny bezbarvého, prihledného
jedu. Naopak u starSich kraloven obsahoval vacek viskdézni jed tmavé hnédé barvy.

U vétsiny starSich kraloven byl jed zabarveny dohnéda az cerna a kvili svému pevnému

3



skupenstvi nemohl byt shromazd’ovan ani rozpoustén ve vodé (Schmidt, 1995).
Zatimco jedova zlaza délnic v dob¢ jejich vylihnuti neobsahuje jed, nové narozena kralovna

jiz jed produkuje (Roat et al., 2006).

1.3.1. Biologické ucinky sloZek véeliho jedu: aplikace v 1ékarstvi

Po celé staleti byl vceli jed, med a pyl pouzivan k I€¢katskym ucelim. Apitherapie
neboli “véeli terapie” (z latinského Apis — vcela) je 1ékarska metoda vyuZzivajici véeli
produkty. Tato terapie byla pouzivana jiz ve Starovékém Egypté jako homeopaticky 1ék
na artritidu. V soucasné dobé vceli jed nebo terapie pomoci v¢eliho zihadla upoutala
pozornost 1ékaiti jako potencidlni homeopaticky 1ék na velkou fadu nemoci

(Bogdanov, 2015).

Tab. II: Apiterapie pomoci v€eliho jedu (Bogdanov, 2015).

Nemoci Typ nemoci, detail
Artritida e Artritida, revmaticka artritida
e osteoartritida
Ztuhlost ramenniho kloubu e Akupunktura véelim jedem
Nemoci centralni a periferni e Skler6za
nervove soustavy e Demence

e  Ochrnuti po mozkové mrtvici
e Zanét ganglii

e Svalova disfunkce

e Parkinsonova choroba

e Mpyopathie

Srdce, krevni ob&éh e Hypertenze

e Arteroskleroza
e Angina pectoris
e Srde¢ni arytmie

Nemoci ktize e FEkzémy, dermatida

e Furunkul6za

e [écCba jizev

e plesatost

Ostatni choroby e astma, bronchitida

e rakovina

e endokrinologie, urologie
e viedy, zanét stfev




1.4.  Melitin
Melitin je polypeptid obsahujici 26 aminokyselinovych zbytkl. Je to cytotoxicka
komponenta v¢eliho jedu, jenz tvoti 50 — 60% z jeho celkového mnozstvi (Terwilliger and

Eisenberg, 1982).

Mnozstvi melitinu v jedu je rozdilné¢ behem cyklu zivota vcely. U vceli d€lnice
nejdiive syntéza melitinu pomalu stoupa, nasledné vSak dojde k poklesu. Je dokazano,
ze produkce melitinu je nejvyssi mezi 1 — 2 tydnem po vylihnuti. Obsah melitinu se také
méni v prubchu letnich mésicii. U veel star§ich nez jeden tyden je obsah melitinu v jedu nizsi

V poloviné srpna nez u v¢el stejného véku zacatkem ¢ervna (Owen and Pfaff, 1995).

Biologicky aktivni peptid melitin ma& né€kolik velmi dilezitych funkci: snizuje
povrchové napéti bunécnych membran, ma protizanétlivé €inky ve velmi malém mnozstvi,
zvySuje propustnost kapilar a snizuje krevni tlak a krevni srdzlivost, ma vliv na centralni
nervovy systém, ma imunostimula¢ni a imunosupresivni funkce a stimuluje hladké svalstvo.
Ma inhibi¢ni G¢inek na rast mikroorganismu véetné gram - pozitivnich i gram - negativnich
bakterii, protozoa a virli, podili se na apoptdze rakovinnych bun€k a inhibici ristu bunék
(Luis F. Leandro, 2014). Melitinem mohou byt 1éCeny nékteré nadory, naptiklad ledvin,
plic, jater nebo mocového méchyie. Genova terapie melitinem muze byt pouzita jako novy
zpusob 1é¢by pro nékteré druhy rakoviny, jako leukémie nebo rakovina prostaty a rakovina
mlécné zlazy (Orsoli¢, 2012). Melitin mize eliminovat virus HIV, zatimco neposkodi ostatni

buiiky (Hood et al., 2013).

Vyssi davka melitinu vSak plsobi hemolyticky a zanétlivé. Ackoliv ve formé
tetrameru nebo monomeru je melitin sluCitelny s vodou, narusuje pfirodni i syntetickou
lipidovou dvojvrstvu buiiky. Pravdépodobné v disledku naruSeni membrany buiiky, melitin
zvysuje aktivitu fosfolipazy A2 a ovliviiuje zivé bunky. Melitin ma potencionalni aktivitu

Vv lyze bunék (Terwilliger and Eisenberg, 1982).

V roce 1997 Lubke a Garon publikovali studii, kde ukazali, ze melitin ma inhibi¢ni
efekt na spirochéty Lymské boreliozy (LB) jiz v malych koncentracich (Lubke and Garon,
1997). Nicméné dalsi studie zabyvajici se stejnym tématem doposud nebyly publikovany.
Kwviili kazdorocnimu naristu piipadi onemocnéni Lymskou borelidézou a prozatimni absenci
vakciny, je obzvlast dilezité studovat ucinky piirodnich latek, jako je melitin na spirochéty
a jiné bakterie scilem najit terapeutické ucinné slouceniny, které by mohly slouzit

k rozsifeni spektra klinicky uzite¢nych antimikrobialnich ¢inidel.



1.5. Lymska borelioza a jeji ptivodci

Lymska borelioza je jedno z nejcastéj$ich onemocnéni prenasené klistaty a to jak
ve svété, tak i v Ceské Republice, kterd svym geografickym reliéfem a mirnym klimatem
vytvaii idedlni podminky pro hojny vyskyt klistat. NejcastéjSim pienasSecem
pivodce Lymské boreliozy, spirochét komplexu B. bugdorferi sensu lato (s. 1) v Ceské

Republice je klisté obecné Ixodes ricinus.

Prvni oficidlni zdznam o Lymské borelioze pochdzi zméstecka Old Lyme

(Connecticut, USA), podle kterého tato nemoc byla pojmenovana (Bartingk a kol., 1996).

Onemocnéni zpusobené spirochétami B. bugdorferi s. I. probihd u vétSiny ptipada
abortivné, u 5 — 20 % se klinicky projevi kozni problémy, ale 1 zavazné postiZzeni zejména
kolennich kloubti tzv. Lymska artritida, kterd se projevuje v pozdnim stadiu onemocnéni.
Dalsimi klinickymi pfiznaky jsou poruchy nervové soustavy a perifernich nervi.
Vzacné mize Lymska borelioza zplsobovat i poruchy jinych organt, napiiklad srdce

a zpusobit tzv. Lymeskou karditidu (Krbkova, 2007).

1.5.1. Borelie

Borelie patfi do tfidy Spirochaetes. Jsou to mikroaerofilni spirochéty, které se
vyznacuji spirdlovité¢ vinutym télem o délce az 30 upum, primérem 0,2 pm.
Borrelia burgdorferi je povazovana za ,,diderm* nebo dvou — membranovou bakterii spise
nez gram — negativni ani gram — pozitivni bakterii (Samuels and Radolf, 2010).
Pohyb borelii zajist'uji bi¢iky vycnivajici z bazédlnich diskti (7 — 11) na obou koncich borelie.
Jejich funkci je obtaceni téla borelie pod vnéjs$i bunécnou sténou. DalSim zpiisobem pohybu
borelie je smr$tovani a natahovani nebo rotace kolem osy (Bartinék et al., 1996).
Tyto pohyby umoziuji pfesun borelie do mist jejiho nejcastéjSiho vyskytu — viskdézniho
prostfedi mezibunécné hmoty. Borelie maji schopnost vstupovat do bunék, jako jsou

fibroblasty, makrofagy a dendritické bunky a v nich dale ptezivat (Kiupka et al., 2008).

Vzhledem k netplnosti metabolické vybavy jsou borelie zavislé na svém hostiteli.
Postradaji enzymy dilezité pro syntézu aminokyselin, mastnych kyselin a nukleotidi, které
ziskavaji z téla hostitele, proto nemohou zit ve vnéj$§im prostiedi (Kifupka et al., 2008).
Borelie nejvice rostou pfi teplot¢ 30 — 34 °C a jejich generacni doba je 12 a vice hodin
(Bednaft, 1999). Genom borelie je piedstaven linedrnim chromozomem, obsahuje také vétsi
pocet plazmidl, které nesou geny pro tvorbu proteinti vnéj§i membrany. Diky schopnosti

vymény plazmidu s jinymi bakteriemi se borelie ptizplisobuje prostiedi (Bartiin¢k, 1996).



Tyto bakterie jsou jednobunééné a dé€li se pficnym nebo podélnym zaskrcovanim,
které¢ zprosttedkovava riast cytoplazmatické membrany. Vyjimkou jsou intracelularné

perzistujici borelie, které se zaSkrcovanim nedéli (Bartlingk et al, 1996).

Hlavnimi hostiteli B. bugdorferi s. |. v pfirodé jsou drobni a stiedné velcihlodavci,

pak také ptéci, plazi a velka zver.

1.5.2. Druhy borelii

Jedinci zrodu Borrelia se rozdéluji na dvé odlisné skupiny podle toho,
jaké onemocnéni zplsobuji. Do prvni skupiny patii spirochéty, které zptisobuji Lymskou
boreliozu. Do této skupiny, ktera je oznacovana jako skupina Borrelia bugdorferi sensu lato
komplex se fadi v souc¢asné dob¢ 21 druhti. Jsou to druhy B. afzelii (Canica et al., 1993),
B. americana (Rudenko et al,. 2009a), B. andersonii (Marconi et al., 1995), B. bavariensis
(Margos et al., 2009), B. bissettii (Postic et al., 1998), B.bugdorferi sensu stricto (Baranton et
al., 1992), B. californiensis (Postic et al., 2007), B. carolinensis (Rudenko et al., 2009b),
B. garinii (Baranton et al., 1992), B. japonica (Kawabata et al., 1993), B. kurtenbachii
(Margos et al., 2010), B. lusitaniae (Le Fleche et al., 1997), B. sinica (Masuzawa et al.,
2001), B. tanukii (Fukunaga et al., 1996), B. spielmanii (Richter et al., 2006), B. valaisiana
(Wang et al., 1997), B. yangtze (Chu et al., 2008), B. finlandensis (Casjens et al., 2001),

B. chilensis (Ivanova et al., 2014) a nedavno objevena B. mayonii (Pritt et al., 2016).

Nejznaméjsi druhy, které patii do toho komplexu a je u nich prokazand schopnost
zpusobit Lymskou boreliozu jsou Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii,
Borrelia garinii. Kazda ze zminénych druht borelii zpisobuje rtizné klinické piiznaky
Lymské boreliozy. Borrelia afzelii se nejvice podili na vzniku koznich onemocnéni jako je
Erythema migrans a Acrodermatitis chronica atrophicans. Borrelia garinii se projevuje
pievazné vyskytem Lymské neuroboreliozy. B burgdorferi s. s. zpisobuje pievazné artritidu,
ale také neuroboreliozu (Balmelli, 1995; Strle et al., 2006). V posledni dobé je uznan
vyznam i dalSich druhti spirochét komplexu B.burgdorferi s. 1. jako pivodct tohoto

onemocnéni.

Do druhé skupiny patii borelie, které jsou pfi¢inou navratné horecky. Vyznamni
zastupci této skupiny jsou: B. duttonii, B. hispanica, B. crocidurae, B. recurrentis,
B. corriaceae, B. lonestari, B. miymotoi, B. parkeri, B. turicatae, B. hernii, B. anserina,
B. persica (Ras et al., 1996).



2. Cil prace

1.
2.

Literarni studie k problematice.

Zjisténi minimalnich koncentraci vceliho jedu, pii které dochdzi k umrti spirochét
borelii.

Detekce a izolace genu kodujictho melitin v jedovych zlazach véely medonosné;
optimalizace laboratornich podminek pro RNA/DNA purifikaci, cDNA syntézy, PCR,
elektroforézy, klonovani a sekvenovani.

Produkce rekombinantniho peptidu (bez signalni sekvence) v prokaryotnim expresnim
systému.

Ovéteni antibakterialniho potencialu rekombinantniho melitinu a jeho vliv na mortalitu
spirochét B. burgdorferi s. I.

Interpretace vysledku.



3. Materialy a metody

3.1. Pouzité materialy a chemikalie
Tab. IlI: Seznam pouzitych primerd.
Pouzita
Primer teplo’Ea’ Sekvence primeru 5" — 3’ reference
nasedani
9]
MILmat F - 10 55 TCC GGA AGC GGG AAT TGG AG Tato prace
MILmat R - 10 55 TAACCCTGT TTQI_C CTCTTACGT Tato price
MILmat F - 6 55 CCG GAA TT.I(.BG(;AG CAGTTC Tato prace
MILmat R - 6 55 CCCTGTTGCCTCTTACGTTT Tato prace
MILmatexp101 50 CAC CAT GGG AAT TGG AGC Tato price
F AGT TCT P
M'Lmaée"plol 50 CTG TTG CCT CTT ACG TTT Tato price
TOPO “TA
M13 - F 50 GTA AAA CGA CGG CCA Cloning “Kit
(Invitrogen)
TOPO “ TA
M13 -R 50 CAG GAA ACAGCT ATG AC Cloning ® Kit
(Invitrogen)
Champion™pE
TDirectional
T7-F 50 TAATAC GAC TCACTATAG GG TOPO ®
Expressionkits
(Invitrogen)
Champion™pE
TDirectional
T7-R 50 GCT AGT TAT TGC TCA GCG G TOPO ®
Expression kiks
(Invitrogen)

Tab. IV: Seznam pouzitych kit a chemikalii.

Metoda Material SloZeni
Izolace RNA | Kit RNeasy  Protect Mini Kit (50), (Qiagen)
Stabiliza¢ni roztok | RNAlater™ RNA stabilization solution (Ambion)
c¢DNA syntéza | Kit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche)
PCR 2X premix Taq DNA polymeréza (doplnéno reakénim

pufrem), (pH 8.5), 400 uM dATP, 400 uM dGTP,
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400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl,
(Promega)

DNA agardza 1-2,5 % agaroza (Serva) v 1x TAE pufru
elektroforéza 50 XTAE pufr 200 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA
100 bp DNA
ladder Thermo Scientific GeneRuler 0,5 pg/pl
6x vzorkovy pufr | 0,25 % bromfenol blue, 0,25% xylen cyanos, 30%
glycerol, 1,2% SDS, 60 mM sodiumphosfate, 0,4
% orange G, pH 6.8
Purifikace Kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
PCR produktu
Klonovani Kit TOPO® TA Cloning® Kit forsequencing
(Invitrogen)
Kit Champion™ pET Directional TOPO ® Expression
Kits (Invitrogen)
Transormace S.0.C medium 2 % tryptone, 0,5 % yeastextract, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQ,, 20
mM glukoza
LB agar 1,5 % bacto-agar v LB mediu, pH 7.5
ampicilin Konec¢na koncentrace 50 pg/ml
LB medium 1,0 % tryptone, 0,5 % yeastextract, 1,0 % NacCl,
pH 7.0
Kompetentni One Shot top 10 chemically compenent E. coli
bunky BL21 Star (DE3), (Invitrogen)
Purifikace Kit QIA prep ® Spin Miniprepkit (Qiagen)
plazmidové
DNA
Exprese genu ImM IPTG Isopropylthio - B - galaktosid
SDS - PAGE 1x PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaH,PO,,
1,8 mM KH,PO,, pH 7.4
Vzorkovy pufr 4 x Laemmli Sample Buffer (BioRad)

Redukeni ¢inidlo

355 mM B - mercaptoethanol

marker

Spectra™ multicolor low range protein ladder
(Thermo Scientific)

10 x anodovy pufr

1 M Tris, 0,225 M HCI, pH 8.9

10 x katodovy pufr

1 M Tris, 1 M Tricin, 1 % SDS, pH 8.25

3 x gelovy pufr

3 M Tris, 1 M HCI, 0,3 % SDS, pH 8.45

Zaostrovaci gel

40 % akrylamid/Bis — akrylamid, 3 x gel pufr,
ddH,O, 10 % amonium persulfat, TEMED
(N — tetramethylethylendiamin)

Rozdé€lovaci gel

40 % akrylamid/Bis — akrylamid, 3x gel pufr,
glycerol, ddH,O, 10 % amonium persulfat,
TEMED

Barveni gelu

PageBlue™ Protein Staining Solution (MBI
Fermentas)

10




Western Blot

Blotovaci pufr

150 mM glycin, 20 % methanol, 25 mM Tris
base, pH 8.3

Methanol CH;0OH

Membréana Immobilon — P°° PVDF Transfer membrane
(Millipore)

Protilatky Anti His Ni — NTA HPR konjugat

TBS Pufr 10 mM Tris — Cl pH 7.5, 150 mM NacCl, ddH,0

TBS Tween pufr

20 mM Tris — Cl, pH 7.5, 500 mM NacCl, 0,05 %
Tween 20 (Sigma)

10x Tris - saline

9 % NaCl, 1 M Tris — CI, pH 8.0

Barvici roztok

18 mg 4 — chlor — 1 — naphthol (Sigma) v 6 ml
methanolu, 24 ml 1x Tris — saline, 60 pl 30 %
peroxid vodiku

Metoda Bradfordovo 0,01 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G — 250,
Bradforda ¢inidlo 4,7 % (w/v) ethanol, 85 % (w/v) kyselina
fosforecna

Lyza¢ni roztok 300 mM NacCl, 50 mM NaH,PO,, pH 8.0
Prutokova Redici roztok 2 % BSA, 54 mM glukéza v PBS sterilni,
cytometrie piefiltrovano ptes 0,22 um filtracni membranu

propidiumiodid

1,5 uM Cy7H341,N4 (Sigma Aldrich)

Tab. V: Seznam pouzitych pfistroji.

PCR cycler Master cycle personal(Eppendorf)
DNA/RNA UV cleaner UVC/T — M — AR
PCR box )
(Biosan)
Fotosystém na foceni gelu Kodak

Centrifuge 5415D (Eppendorf)

Centrifuge 1415R (Eppendorf)

Centrifugy Centrifuge 5415C (Eppendorf)
Universal 32R (Hettlich zentrifugen)
Elektroforéza SHUG (Sigma Aldrich)

OVL Easycast™ B2 (Thermo Scientific)

Mikroskop s kondenzorem temného pole

Leica DM 1000 LED (Leica)

Petroff — Hausserova po¢itaci komurka

Hloubka: 0,22 mm, Hausser Scientific, PA,
USA

Inkubator

Thermomixer (Eppendorf)

Sterilni box (Flow box)

ESCO Class Il BSC

Pratokovy cytometr

BD FACS Canto Il

Genie Electrophoretic Blotter

Idea Scientific Company, MN, USA

Sonikator

Bandelin Sonopuls
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3.2.  Metody

3.2.1. lzolace RNA z jedové Zlazy v¢ely medonosné

Pro izolaci RNA zjedové zlazy bylo pouzito 10 véel medonosnych - délnic
(Apis mellifera). Zlazy byly vypitvany pomoci dvou pinzet a vlozeny do roztoku RNAlater.
RNA zjedovych Zlaz byla izolovana pomoci RNeasy kitu pfesné¢ podle rekomendace
od vyrobce. RNA byla eluovana z kolony 50 ul RNAse — free H,O. Koncentrace izolované
RNA byla zmétena pomoci NanoPhotometer pii vinové délce 260/280 nm. RNA byla ihned

pouzita k dalS$im Gc¢eltim nebo skladovana na — 80 °C.

3.2.2. Syntéza jednovlaknové cDNA

Jednovlaknova ¢cDNA byla syntetizovana pomoci kitu Enhance avian HS RT-PCR-
100 (Sigma). Syntéza byla provedena podle ndvodu od vyrobce pro Two-Step RT- PCR.
V poslednim kroku byla cDNA eluovana z kolony 30 ul ddH,O. Koncentrace cDNA byla

zmeiena na pristroji NanoPhotometer pti vinové délce 260/280 nm.

3.2.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Syntetizovana cDNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci se specidlné
navrzenymi primery (2 pary), specifickymi pro v¢eli melitin. Reakce probé&hla v 0,2 ml
zkumavkach v pfistroji Master Cycler Personal (Eppendorf). Pro zjisténi ptipadné
kontaminace byla ke kazdé reakci piidana negativni kontrola, ve které byl templat nahrazen

ddH,0.

Reakéni smés (1 reakce ve 20 pl):

2X PCR Master mix (Promega).................. 10 pl
PrimerMILmat F-10/ F-6 (0,1 mM) ............ 1 ul
Primer MILmat R-10/R-6 (0,1 mM) ............ 1 ul
AdHoO o, 7 ul
cDNAtemplat (150 pg/ul)....coooeiiiiiiian.. 1pl

Program PCR
1) 94 °C....3 min, denaturace DNA
2)  94°C....30 s, denaturace
3) 55°C....30 s, nasedani primeru
4) 72°C.... 1 min, syntéza
5) 72°C.... 10 min, zavére¢na eclongace

Kroky 2 — 4 se 35 krat opakovaly
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Vysledky byly ovéieny elektroforézou na 2,5 % agarozovém gelu. Ke vzorkiim bylo
piidano 1,66 pl 6x koncentrovaného vzorkového pufru s obsahem SYBR Green barvy
pro vizualizaci DNA pod UV zafenim. Jako markér byl pouzit standard molekulovych
hmotnosti 100 bp Gene Ruler (MBI Fermentas). Elektroforéza probihala piiblizn¢ 40 minut
pfi 100 V. Vysledky byly zdokumentované pomoci pfistroje MiniLumi (DNA Bio Imaging
Systems).

3.2.4. Purifikace PCR produktu
PCR produkt byl purifikovan z gelu pomoci QIAquick ® Gel Extraction kit (Qiagen)
podle navodu od vyrobce. DNA byla eluovana z kolony 30 ul ddH,O.

3.2.5. Klonovani PCR produktu do vektoru PCR ®4- TOPO
Purifikovany produkt byl ligovan do vektoru podle navodu od vyrobce. Reakéni
smés, ktera obsahovala 4 ul purifikovaného PCR produktu, 1 ul Salt solution, 1 pl vektoru

byla promichana a inkubovana 30 minut pti pokojové teploté.

3.2.6. Transformace One Shot TOP10 E. coli kompetentnich bunék

Kompetentni bunky (50 pl) byly pomalu rozmrazeny na ledu. K bunkam byly
pfidany 2 pl z klonovaci reakce, smés byla opatrné¢ promichana a inkubovana 25 minut
na ledu. Poté byly bunky vystaveny teplotnimu Soku, a to 42 °C na 30 sekund,
pak inkubovany s S.O.C mediem pti 37 °C 1 hodinu na tfepacce. Nasledn¢ byla tato reakce
rozetfena na Petriho misky s LB agar/ampicilinem (50ug/ml). Misky byly inkubovany
ptes noc pii 37 °C. Dalsi den byly vzniklé kolonie pfeockovany do LB media s ampicilinem
(50pg/ml) a kultivovany na tfepacce pii 37 °C pies noc. Tteti den byly buiky stoCeny
(13 000x g, 15 minut) a z bunécného peletu byla purifikovana plazmidova DNA, ktera byla

eluovana z kolony 50 ul ddH,O. Poté byla zméfena koncentrace plazmidové DNA.

3.2.7. QOvéreni pritomnosti inzertu v plazmidu (screening)

Pfitomnost inzertu v plazmidu byla ovéfena metodou PCR. Pro tuto reakci byly
pouzity gen specifické primery MILmat R-10, F-10 a také vektor — specifické primery M13
forward a M13 reverse. Vysledky byly vyhodnoceny na 2,5 % agarozovém gelu. Plazmidy,
u kterych byla pifitomnost inzertu prokazana, byly osekvenovany Vv sekvenaéni servisni

laboratofi spole¢nosti BIOGEN PRAHA s. 1. 0.

13



3.2.8. Klonovani PCR produktu do expresniho vektoru Champion pET 101/D-TOPO®
Plazmidy, u kterych byla prokazana piitomnost spravné sekvence, byly podrobeny

PCR s nové€ navrzenymi specifickymi primery MILmatexp 101 F/R pro expresni vektor.

Program PCR:

1) 95°C .... 5 min, denaturace DNA

2) 94°C .... 30 s, denaturace

3) 50°C....30 s, nasedani primeru

4) 72°C .... 1 min, syntéza

5) 72°C.... 10 min, zavére¢na elongace

Kroky 2-4 se 35 krat opakovaly.

Pot¢ nasledovala elektroforéza na 1,8 % agarozovém gelu. Vysledky byly

vyhodnoceny pomoci UV svétla.

PCR produkty byly purifikovany pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
podle ptilozeného navodu. Nasledné¢ byl purifikovany produkt klonovan do expresniho
vektoru Champion pET 101/D — TOPO®. Klonovaci reakce probihala piesné podle

ptilozeného navodu od vyrobce.

Nasledné probéhla transformace bun¢k E. coli One Shot TOP 10 (bod 3.2.6.) a byla
ovéfena piitomnost inzertu v plazmidu se specifickymi primery MILmatexp 101 F/R
a s primery T7 protomor, T7 reverse na plazmidu.

3.2.9. Produkce rekombinantniho proteinu

Transformované buitky BL21 Star '™ (DE3) One Shot ® byly pieockovany do 10 ml
LB média, které obsahovalo ampicilin (50 pl/ml). Vzorky byly pfes noc inkubovany
Vv ttepacim inkubdatoru na 37 °C. Dalsi den doslo k ptesazeni 500 pl bun¢k do 10 ml nového
LB/ampicilin (50 pl/ml) a kultura byla nadale inkubovana 2 hodiny pfi 37 °C. Nasledn¢ byly
buniky rozdéleny do zkumavek po 5 ml. Do jedné znich bylo pfidano IPTG (1 mM).
Jesté pred piidanim IPTG byl odebran nulty (neindukovany) vzorek. Poté bylo odebirdno
500 pl z obou kultur po dobu 6 hodin dle navodu. Buiky byly sto¢eny (13 000 g, 15 min)
a uchovany pii — 20 °C.

3.2.10. SDS - PAGE
Kbunénému peletu vSech vzorkti bylo pifidano 150 pl PBS a vzorky byly
sonikovany na piistroji Bandelin Sonoplus pti 20 kHz (6 x 10 sekund). Nasledovala
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centrifugace (13000 g, 15 min, 4 °C). Ctrnact pl supernatantu bylo smichano s 5 pl
vzorkového pufru (4x Laemmli sample buffer) a s 1 pl redukéniho Ccinidla
(B — mercaptoethanol). Nasledovala denaturace pii 95 °C, 10 minut. Po denaturaci byly

vzorky pfeneseny na led a ihned naneseny na gel.

Pied samotnou elektroforézou byly pfipraveny katodovy, anodovy pufr, gel pufr
a kryci a rozd€lovaci gel piesné podle ptilozeného ndvodu. Po naneseni vzorka a markeru
na gel probihala elektroforéza pti 45 V, po ptechodu vzorkii do rozd€lovaciho gelu bylo

napéti zvySeno az na 200 V.

Po skonceni elektroforézy nasledovalo barveni gelu pomoci PageBlue™ Protein
Staining Solution pfes noc na tfepacce. Dalsi den byl gel promyvan 3 krat 10 minut

v ddH,0. Vysledky byly vyhodnoceny pod bilym svétlem.

3.2.11. Western Blot a detekce rekombinantniho proteinu

Vzorky rozdélené SDS — PAGE byly pfeneseny na membranu podle piilozeného
navodu od vyrobce Genie blotovaciho zatfizeni. Nejprve byla membrana aktivovana
methanolem. Samotny pienos trval 1,5 hodiny pii 17 V. Po skonceni pfenosu byla

membrana navlh¢ena v blotovacim pufru a uchovavana na 4 °C.

Detekce rekombinantniho proteinu probéhla reakci santi His Ni —NTA HPR
konjugatem. Membrana s pfenesenymi vzorky byla promyvana 2 krat 10 minut v TBS pufru.
Po promyvani nasledovala inkubace 1 hodinu v blokovacim pufru (3 % BSA — TBS).
Dale byla membrana promyvana 3 krat 10 minut v TBS Tween pufru a inkubovana 1 hodinu
vTBS Tween pufru obsahujicim anti His Ni — NTA HPR protilatky. Po inkubaci
s protilatkami byla membrana znovu promyvana 3 krat 10 minut v TBS Tween pufru
a obarvena v obarvovacim roztoku. Barveni probihalo 1 — 4 minuty v tmavém prostiedi.

Reakce barveni byla zastavena promyvanim ve vodé. Membrana byla okamzité¢ vyfocena.

3.2.12. Caste¢na ,,purifikace® (rozdéleni) bunééného lyzatu na koloné
Bunéény lyzat byl rozdélen na kolon¢ Ultracel — 3k (cut — off 3,000) pomoci
centrifugace pfi 5000 rpm 1 hodinu. Dolni frakce (flow through) byla pouzita k dalSim

experimentim.

3.2.13. Stanoveni koncentrace rekombinantniho proteinu podle Bradfordovy metody
Koncentrace dolni frakce obsahujici ¢astené ,,purifikovany* rekombinantni protein
melitinu byla zméfena pomoci Bradfordovy metody, jejiz principem je adsorpcni vazba

barviva Coomassie Brilliant Blue G 250 na molekulu proteinu. Padesat ul Bradfordova
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¢inidla bylo smichano s50 pl roztoku obsahujiciho proteiny a zméfeno

na pristroji NanoPhotometer pfi vinové délce 595 nm.

3.2.14. Priprava BSK — |1 media pro kultivace borelie

Ptiprava byla provadéna podle protokolu Dr. P. Rosa (USA). Seznam pouzitych latek
potiebnych pro vyrobu 1 litru media je uveden v tabulce IV. Prvni tfi chemikalie ze seznamu
byly vuvedeném mnozstvi pii stalém michani pomalu rozpustény v 800 ml vody
na magnetické michacce. Nasledn& byly pfidany ostatni slozky. Zelatina byla rozpuiténa
ve vafici vod¢ a pfidana k ostatnim slozkdm. Po rozpusténi vSech komponenti bylo
dovedeno pH do 7.6 pomoci NaOH. Poté byl roztok po nepatrném zahtati prefiltrovan
ptes 0,22 pm filtr. Filtrace probihala ve sterilnim boxu, aby nedoslo ke kontaminaci.
Piefiltrovany roztok byl nasledné rozdélen po 50 ml do zkumavek ve sterilnich podminkach,
do kazdé zkumavky byly ptfidany 3 ml krali¢iho séra. Medium bylo uloZzeno do mrazaku

na— 20 °C.

Tab. IV: Latky pro vyrobu BSK — II.

Slozky Mnozstvi na 1000 ml (g)

10x CMRL 9,7
Neopentane 5
Yeastolate 50
Hepes acid 2
glukoce 6
Sodium pyruvate 0,8
Sodium citrate 0,7

N — acetyl glucosamine 0,4
Sodium bicerbonate 2,2
Gelatina 10

3.2.15. Kultivace borelie
Borelie byly kultivovany v kompletnim BSK — II médiu ve sterilnim prostiedi.

Pii nasazovani bakterii ze zmrazenych kultur bylo pouzito 5 — 10 pl zmrazené kultury
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na 10 ml BSK — II média bez antibiotik. Kultivace probihala pii 34 °C. Vzorky byly
pravidelng kontrolovany mikroskopii temného pole a po dosaZeni hustoty bun&k nad 107/ml

byly nekontaminované kultury pouzity pro dal$i experimenty.

3.2.16. Mikroskopie temného pole a pocitani spirochét

Dostate¢né¢ narostlé kultury borelii byly pozorovany pod mikroskopem
s kondenzorem temného pole pii zvétseni 10 x 40. Pomoci Petroff - Hausnerovy komurky
byla stanovena hustota kultury. Koncentrace byla vypocitana na zakladé primérného poctu
bakterii v uhlopficce péti vétsich ctvercti Petroff - Hasserovy komurky. Koncentrace bunék
v1 ml kultury byla spoitana pomoci vzorce A x 1,25 *10°, kde A je pramémy podet

bakterii ve vétS§im ctverci komiirky.

3.2.17. Méreni piisobeni v¢eliho jedu na borelie

Dostate¢nd narostla kultura B. afzelii byla nafedéna do koncentrace 107/ml sterilnim
BSK — Il mediem. Ve sterilnim boxu v mikro destickach bylo smichano 50 pl kultury borelie
a vceli jed vriznych koncentracich (totalni objem 50 pl). Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany pfti 34 °C (po dobu 12, 24, 48 hod). Vysledky pusobeni v¢eliho jedu/melitinu

na borelie byly vyhodnoceny pomoci pratokového cytometru.

Ke kazdému méteni byla pfipojena kontrola zivych a mrtvych bunék. Jako kontrola
mrtvych bunék byla pouzita kultura borelii inkubovana 30 min pii 56 °C. Kontrola Zivych
bunék obsahovala 50 pl ¢isté kultury borelii, ktera byla inkubovana pii 34 °C s ostatnimi
vzorky.

Témét stejny postup byl pouzit jak pii méfeni aktivity melitinu jako soucasti
nativniho vceliho jedu, tak 1 v pfipadé¢ méfeni aktivity castecné ,,purifikovaného*
rekombinantniho peptidu.

3.2.18. Pritokova cytometrie

Metoda priutokové cytometrie byla pouzita pro vyhodnoceni mortality borelii
ve vSech sledovanych vzorcich. Po inkubaci byly vzorky odstfedény 15 minut pii 10 000
rpm pomoci centrifugy. Nasledné byl odebran a dekontaminovan supernatant a odstfedéné
borelie byly smichany s 200 pl fediciho roztoku. Tato smés byla pienesena do 5 ml
zkumavek BD Falcon™, ve kterych byla méfena mortalita borelii v priittokovém cytometru.
Mortalita borelii byla sledovana na zéklad¢ intenzity fluorescence propidiumiodidu v kanalu

PE-Texas Red A 616/23 s uréenim oblasti P1 s vyskytem mrtvych bun¢k (Obr. 2, 3).
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Obr. 2, 3: Znazornéni mrtvych bunék v oblasti P1 v pritokovém cytometru a vymezeni
bunék.

4. Vysledky
4.1. Pitvani jedové Zlazy vcely

Z 10 v¢el medonosnych (Apis mellifera) byly vypitvany jedové zZlazy.

4.2. Izolace RNA a syntéza cDNA
Z vypitvanych jedovych zlaz byla izolovana celkova RNA. Koncentrace RNA byla
360 pg/ml. ZRNA byla syntetizovana ¢cDNA. Koncentrace cDNA byla 1530 upg/ml.

Pro PCR reakci byla cDNA nasledné zifedéna vodou v poméru 1:10.

43. PCR
cDNA byla pouzita jako templat pro PCR (Obr. 4). Pomoci PCR se specifickymi
primery pro zraly melitin byl ziskan PCR produkt o velikosti 92 bp. Tento PCR produkt byl

purifikovan z gelu. PCR produkt byl osekvenovan se specifickymi primery z obou konct.
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5 6 -kontr. marker

Obr. 4: Jamky 1, 2, 5, 6 - specificky PCR produkt pro zraly melitin (92 bp). Jamky 3 a 7 —
negativni kontrola. Jamka 9 — 100 bp DNA marker.

CCGGAAGCGGGAATTGGAGCAGTTCTGAAGGTATTAACCACAGGATTGCCCGC
CCTCATAAGTTGGATTAAACGTAAGAGGCAACAGGGTTA

PEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG

Obr. 5: Caste¢na nukleotidové sekvence genu melitinu a aminokyselinova sekvence proteinu
jim kodovana.

Molekulova hmotnost peptidu je 3200 Da. Peptid se sklada z 26 aminokyselin, z toho
je 5 aminokyselin bazickych (K, R), 1 kysela (D, E), 13 hydrofobnich (A, I, L, F, V, W)
a 5 polarnich (N, C, Q, S, T, Y).

Ziskana casteCna sekvence genu kodujiciho veeli melitin byla zaddna do databaze

GenBank a byla prokazana 100 % homologie s melitinem vcely medonosné (Obr. 6).
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ElDownload ~ GenBank Graphics

Apis mellifera melittin mEMNA, complete cds
Sequence ID: gb|JQ900378.1] Length: 229 Number of Matches: 1

Range 1: 128 to 219 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
171 bits(92) 2e-39 92/92(100%) 0/92(0%) Plus/Minus
Query 1 AACCCTATTGCCTCTTACGT T TAATCCAACTTATGAGGOCGGGECAATCCTGTGRTTAATA 68

, CRUTELEL TR e e e e e e e L Ce e e Eee e re eee ity
Sbjct 218 AACCCTGTTGCCTCTTACGTTTAATCCAACTTATGAGOGLGGGCAATCCTATGGTTAATA 168
e i
Sbjct 159 CCTTCAGAACTGCTCCAATTCCCGCTTCCGEA 128

Obr. 6: Porovnani sekvence genu kodujiciho véeli melitin s databazi GenBank.

4.4. Produkce rekombinantniho konstruktu
PCR produkt obdrzeny s primery na zraly melitin pro expresni vektor byl zaklonovan
do expresniho vektoru Champion pET 101/D — TOPO ® a rekombinanty s ové&fenou sekvenci

se spravnym Ctecim ramcem byly pouzity pro transformaci BL21 Star expresnich E. coli

bunék.

-kontr. -kontr. marker

Obr. 7: Ovéfeni pritomnosti inzertu v expresnim plazmidu Champion pET 101/D — TOPO ®,

*1, 3,5, 7, 9 vzorky se specifickymi primery MILmatexp 101 F, R.

2,4,6,8, 10 stejné vzorky s primery T7 promotor a T7 reverse na plazmidu.

Predkpokladand molekulova hmotnost fizniho proteinu odpovida 6530 Da. Peptid se
sklada z 59 aminokyslin, z toho je 9 bazickych (K, R), 3 kyselé (D, E), 19 hydrofobnich
(A,LLL,F,V,W)a 11 polarnich (N, C, Q, S, T, Y).
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ATGGGAATTGGAGCAGTTCTGAAGGTATTAACCACAGGATTGCCCGCCCTC
ATAAGTTGGATTAAACGTAAGAGGCAACAGaagggcgagctcaattcgaagcttgaaggtaag

cctatccttaaccctetecteggtetcgattctacgegtaccggtcatcatcaccatcaccattga

MGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQKGELNSKLEGKPILNPLLGLDSTRTGH
HHHHH.

Obr. 8: Aminokyselinova sekvence ,,fusion” proteinu s HIS Tagem na C konci.

45. Exprese rekombinantniho proteinu: Western Blot analyza
Transformované a indukované BL 21 Star E. coli byly sonikovany a nasledné pouzity
pro SDS PAGE elektroforézu. Poté byla ¢ast gelu pfenesena na membranu a metodou

Western Blot byla ovétena exprese rekombinantniho peptidu (Obr. 9).

1 2 3 M 4 5 6 WB
40 kDa
<[ 20 kDa
25 kDa
20 kDa “| 20kDa

Obr. 9: Exprese rekombinantniho proteinu: Western Blot analyza, — 1, 2, 3, 4, 5, 6 vzorky
exprese, M — marker, WB — membrana.

Hledany protein byl detekovan ve dvou velikostech (kolem 30 a 20 kDa),

coz odpovidalo pfitomnosti homodimert.
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4.6. Castetna ,purifikace“ (rozdéleni) hrubého lyzitu na koloné
Hruby lyzat byl po sonikaci rozdélen na kolon¢ Ultracel — 3k (cut — off 3,000).

Pro dalsi praci byla pouzita dolni (protekld) frakce, kterd obsahovala rekombinantni melitin.

4.7. Meéreni koncentrace ¢astené ,,purifikovaného* rekombinantniho
proteinu

Koncentrace castecné ,,purifikovaného® rekombinantniho proteinu byla zméfena
pomoci Bradfordovy metody. Bylo zjisténo, Ze frakce obsahujici hledany protein ma
koncentraci 196 pg/ml. Tato pocatecni koncentrace byla pouzita pro dalsi fedéni

Vv nasledujicich experimentech.

4.8. VIiv nativniho véeliho jedu na spirochéty B. afzelii, kmen CB 43.

Vliv véeliho jedu na borelie byl vyzkousen na kultufe CB 43 (Borelia afzelii).
Padesat pl narostelé kultury B. afzelii CB 43 (107/ml) bylo smichéno se v&elim jedem
(50 pl), v riznych koncentracich (2.0, 1.5, 1.0, 0.5, 0.25, 0.10, 0.05 mg/ml). Bylo provedeno
meéfeni v raznych inkubacnich dobéach (12, 24, 48 hodin). Vysledky byly vyhodnoceny
pomoci pratokového cytometru a ukdzaly, Ze melitin pisobi na spirochéty v zavislosti
na vzrustajici koncentraci a délce inkubace. Vysledky méfeni jsou piedstaveny Vv tabulce VII

a na obrazku 10.

Tab.VII: Vliv v¢eliho jedu na Borelia afzelii CB 43 v riznych inkubac¢nich dobach.

Koncentrace | Predpokladana Inkubace Inkubace Inkubace
jedu (mg/ ml) koncentrace 12 hodin 24 hodin 48 hodin
melitinu (% mrtvych (% mrtvych (% mrtvych
(50 %) bunék) bunék) bunék)
2 1 44,8 58,1
15 0,75 40,2 50,3
1 0,5 28,6 46,9
0,5 0,25 26,2 40,1
0,25 0,125 23,06 33,3
0,1 0,05 9,06 15,9
0,05 0,025 8,8 15,6

** hodnoty (%) naméfenych mrtvych bun€k jsou primérem 3 jednotlivych méfeni.
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Vliv véeliho jedu na spirochéty B. afzelii po 48

hodinach
70 -

60 -

50 -
B % mrtvych
40 7 spirochét
30 -
20
10 -
0 - \ ‘
2 1,5 1 0,5

0,25 0,1 0,05

mrtvé spirochéty (%)

koncentrace véeliho jedu (mg/ml)

Obr. 10: Vliv véeliho jedu na spirochéty B. afzelii.

Z tabulky VII, Obr. 10 vyplyva, Ze vliv véeliho jedu na spirochéty borelie se zvysuje
se vzrustajici koncentraci a ¢asem. Jed zabiji i pfi nejmensi vyzkousené koncentraci

0,05 mg/ml po inkubaéni dob¢ 48 hodin az na 15,6 % bunék.

4.9. Ovéfeni uclinku casteéné ,,purifikovaného“ rekombinantniho melitinu
na borelie

Vliv ¢astecné ,,purifikovaného® proteinu kodujiciho melitin byl také vyzkouSen
na spirochétach B. afzelii. Frakce proteinti obsahujici rekombinantni melitin (pivodni
koncentrace 196 pg/ml) byla nafedéna (10, 8, 6, 4, 2 pg/ml) a smichana s kulturou borelie
107/ml (1:1, totalni objem vzorku 100 pl). Pisobeni rekombinantniho proteinu bylo mé&feno
po 48 hodinach inkubace pii 34 °C. Vysledky byly vyhodnoceny pritokovym cytometrem
a ukazaly, Ze Caste¢né ,,purifikovany* rekombinantni melitin pisobi na spirochéty borelie i

v malych koncentracich (Tab. VIII, Obr. 11).

Tab. VIII: Pasobeni ¢aste¢né ,,purifikovaného® rekombinantniho melitinu na spirochéty

borelie.

Koncentrace Inkubace 48 hodin

proteinu (ng/ml) (% mrtvych bunék)

10 7,05
8 3,20
4 2,20
2 1,15

*hodnoty (%) mrtvych bunék jsou primérem ze 3 jednotlivych méfeni.
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Piisobeni ¢astecné ,,purifikovaného* melitinu na

9 - spirochéty borelie
IS 8 ]
R
S
B 5 H % mrtvych
< 4 - spirochét
2 3
& 2
t O
g 17 10 8 4 2
X

koncentrace proteinu (ug/ml)

Obr. 11: Vliv c&asteéné ,,purifikovaného rekombinantniho proteinu kodujici melitin

na spirochéty borelie.

Z tabulky VIII, Obr. 11 vyplyva, ze castecné ,,purifikovany* rekombinantni melitin je

aktivni a ptisobi na spirochéty borelie i ve velmi malych koncentracich.

5. Diskuze
Lytické peptidy patii do skupiny latek, které se mohou pouzivat k zabijeni
poskozenych bunék nebo bunck napadajicich organismus. Nekolik téchto peptidd bylo

zatazeno do skupiny potencionalnich terapeutik.

Védomosti o slozeni a zpusobu ¢innosti véeliho jedu jsou znami jiz 50 let, jeho
1écebné ucinky jsou vyuzivané od pradavna, ale i pfesto zpusoby vyuziti tohoto toxinu

zUstavaji relativné neprozkoumané.

Nejvice zastoupena slozka veeliho jedu je melitin, toxicka latka, kterd je zodpovédna
za zabijeni bunék: napada lipidovou dvojvrstvu membrany bunék, plisobi jako inhibitor ristu
a ma potenciondlni aktivitu 1 v lyze bunék. Ackoliv je melitin nejvice studovany a znamy
véeli peptid, jeho vyvoj pro klinické pouziti zistava hlavné v preklinické fazi. V soucasné
dobé neni k dispozici zadny farmaceuticky produkt pouzivany clovékem. AvSak nékteré

patenty a slibné studie jsou zaméfené na bakterialni a virové infekce.

Melitin je antibakteridlni peptid (AMP). AMP jsou latky pfirozené imunity a objevuji
se prakticky vkazdém zivém organizmu, coz sv&€d¢i o jejich roli v primarni imunitni

odpovédi (Andreu and Rivas, 1998). Jsou definovany jako peptidy slozené¢ z 12 — 50
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aminokyselin, s molekulovou vahou mensi nez 10 kDa. VétSinou jsou to pozitivné nabité
peptidy s nabojem molekuly od + 2 do + 7, protoze hodnota bazickych aminokyselin
(arginin, lysin a histidin) pfesahuje hodnotu kyselych aminokyselin (aspartat, glutamat).
Zraly vceli melitin je peptid o molekulové hmotnosti 3200 Da, ma pozitivné nabity
molekulovy naboj (+ 3,91), sklada se z 26 aminokyselin a mnozstvi bazickych aminokyselin

(5) zna¢né presahuje mnozstvi aminokyselin kyselych (1).

Primérni transla¢ni produkt melitinu obsahuje signalni peptid, urCeny k exportu
z buiiky. V amfifilnim zralém peptidu je amino — terminalni oblast pfevazné hydrofobni

a karboxylova oblast hydrofilni.

Antimikrobidlni peptidy mohou zabijet Sirokou Skdlu mikroorganizmii, vcetné
gram — negativnich a gram — pozitivnich bakterii, hub, prvokt a virt. Jejich schopnost
zabijet mikroby je zalozena na kationovém néaboji molekuly a na jejich peptidové strukture.
Vzhledem K jejich pozitivnimu néboji, jsou AMP ptitahovani k aniontovym komponentam
na povrchu lipidové membrany mikroorganizmti. Objeveni AMP a jejich role v boji proti
mikrobidlnim infekcim piivedl védce k zavéru, ze AMP by mohly byt zdkladem pro novou
skupinu klinickych antimikrobialnich latek. Podle Carvalho a Machini (2013), maji AMP
vyhodné vlastnosti: jednoduchy metabolismus, nizkou mikrobidlni rezistenci,
antimikrobidlni vlastnosti, synergicky efekt pii pusobeni s jinymi antibiotickymi latkami
a Siroké spektrum Uc¢inku. Bohuzel AMP také maji své nedostatky. Hlavni piekdzkou je
vysoka cytotoxicka aktivita pro ¢lovéka a zivo€ichy. Nicméné tento problém muze byt
vyfeSen prostfednictvim uZivani rekombinantnich genetickych konstruktl nesoucich geny
AMP. Tato rekombinantni technika ¢aste¢né ,,purifikace* funkéniho melitinu byla i jedna
z cilu této studie. V této praci byl melitin s 6x His — tag rozpoznavaci sekvenci na C — konci
zaklonovan do expresniho vektoru Champion pET/101 Directional TOPO. Exprimovany
fazni protein, ktery ma molekulovou hmotnost kolem 6530 Da, byl detekovdn pomoci
metody Western Blot. Vliv rekombinantniho melitinu na spirochéty borelii byl studovan
in vitro Vv pilotnich experimentech a srovnan s plsobenim nativniho véeliho jedu,
Vv némz slozka ptirodniho melitinu ¢ini témét 50 %.

Jiz dtive bylo prokazano, ze piirodni melitin vykazuje silné antimikrobialni
vlastnosti, ale mé také hemolytickou aktivitu a vyrazné alergické ucinky. Nicméné, bylo
zjisténo, Ze lyza normalnich bunck zpisobend vcelim melitinem muze byt blokovana,
a to pridanim galaktosaminu, glukosaminu nebo B — lactoglubulinu do bunétné reakce.

Aminoskupiny se zdaji byt dulezité¢ pro blokaci melitinem zprostiedkovanou lyzu, protoze
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glukosa, galaktosa a N — acetyl derivaty neprokazuji zadnou inhibici (Killion and Dunn,
1986). Tudiz skute¢nost, ze hemolyticka aktivita melitinu maze byt zastavena, jesté jednou
zdlraziiuje potencial melitinu v jeho uplatnéni proti riznym patogeniim a tim i samotny

vyznam aktuélniho projektu.

Dtive jiz byly popsané antimikrobidlni ucinky apitoxinu produkovaného vcelou
medonosnou a jeho hlavnich komponenti, fosfolipazy A2 a melitinu proti pivodcim
zubniho kazu, Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis,
Lactobacillus casei a Enterococcus faecalis (Leandro et al., 2015). Melitin byl nejsilng;si
slozkou apitoxinu (jedu), protoze vykazoval velmi slibnou MIC hodnotu, od 4 do 40 ug/ml
(4 pg/ml pro L. casei, 10 pg/ml pro S. salivarius, S. sanguinis, S. sobrinus and S. mitis,
6 ug/ml pro E. faecalis a 40 pg/ml pro S. mutans) a tim byla dokéazana jeho potencionalni
aplikace proti oralnim patogenim. V této praci melitin zabijel bakterialni bunky i v tak malé

koncentraci jako 2 pg/ml.

V dal§i praci Alia et al. (2013) byly zkoumany MIC hodnoty melitinu proti
gram — pozitivni S. aureus (ATCC 11632) a Listeria monocytogenes (ATCC 19111)
a gram — negativni Salmonella enterica (ATCC 7001) a Yersinia kristensenii (ATCC 33639).
Bylo zjisténo, Ze nejmensi koncentrace melitinu (12,5 pg/ml) plsobi na L. monocytogenes,

25 pg/ml je MIC pro S. aureus, 100 pg/ml pro S. enterica a 200 ug/ml pro Y. kristensenii.

Vlivem melitinu na spirochéty borelii se zabyvali i Lubke a Garon. Ve své publikaci
zroku 1997 uvadi, Ze inhibi¢ni vliv melitinu se projevil na spirochétaich B. bugdorferi
ve velmi kratkém case od pfidani melitinu do kultury, vytvofenim puchyikli a bublin
na povrchu spirochét. V této studii byla zkouméana minimalni koncentrace melitinu,
ktera pusobila na zmény pohyblivosti spirochét. Bylo dokazano, Ze koncentrace melitinu
100 pg/ml znehybni prakticky vSechny bunky béhem 1 minuty po piidani. Snizovanim
koncentrace se zvySovala pohyblivost spirochét, pti koncentraci 10 ug/ml byla melitinem
ovlivnéna motilita 20 %. Autofi této studie neprokazali piesny zpiisob pusobeni melitinu
na spirochéty borelii, ale dokazali, Ze strukturalni celistvost povrchové membrany spirochét
borelie je velmi ovlivnéna pfidanim melitinu in vitro. Také zména pohyblivosti spirochét

byla detekovana velmi brzy po pfidani melitinu.

V této praci jsme zkoumali vliv véeliho jedu (melitinu) a rekombinantniho ¢aste¢né
,mpurifikovaného* melitinu v riznych koncentracich na umrtnost spirochét B. afzelii

kmen CB 43. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci pritokového cytometru, ktery uréil
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mnozstvi (%) mrtvych a zivych spirochét. Bylo zjiSténo, Ze nejvyssi pouzitd koncentrace
jedu (2 mg/ml) zabila béhem 48 hodin 58 % spirochét, nejmensi koncentrace 50 pg/ml,
(coz odpovida 25 ug/ml nativniho melitinu) zabila 16 % spirochét béhem 48 hodin.
V piipad¢ pouziti rekombinantniho melitinu eliminace vice nez 7 % spirochét byla
porovnana 1 pii koncentraci 10 mg/ml za stejnou dobu plsobeni. Pfi nejmensim,
antimikrobidlni potencidl rekombinantniho melitinu je srovnatelny, pokud ne vyssi,
nez nativniho melitinu jako soucasti véeliho jedu. Uz diive néktefi autofi (Rios and Recio,
2005; Gibbons, 2008) ur¢ili méfitko (minimalni inhibi¢ni koncentraci) pro stanoveni
antimikrobidlniho potencidlu riznych latek. Tito autofi uvadéji, ze MIC hodnoty nizsi
nez 100,0 pg/ml jsou povazovany za velice slibné pii hledani novych anti — infekénich
agens. Ztoho vyplyva, Ze na zakladé obdrzenych hodnot se melitin muze pocitat

za potencialni u¢innou latku proti spirochétam borelii.

Rekombinantni technika purifikace funkéniho melitinu by umoznila lepsi piistup
pro studium a produkci potenciondlniho 1éku. Exprese rekombinantniho melitinu byla
nedavno popsana v literatufe (Gui — Mei Kong et al.,, 2012; Shi et al., 2004).
V obou pfipadech byl rekombinantni melitin vy¢istén z rozpustnych frakci lyzatu E. coli.
Navic bylo dokazéno, ze rekombinantni melitin ziskany v bakterialnim expresnim systému
byl aktivni a inhiboval rst gram — pozitivni patogenni bakterie Streptococcus pyogenes
(Buhrman et al., 2013).

V této préaci byl také provadén prvni pilotni experiment s cilem testovani vlivu
ziskaného fuzniho proteinu melitinu na spirochéty Lymské boreliozy. Pro tento ucel byl
pouzit bakterialni systém (E. coli). Bylo zaznamenano, ze vétSina indukovaného proteinu
Vv rozpustné frakci byla pfedstavena jako protein s vétsi velikosti reprezentujici homodimery.
JiZ bylo fe¢eno (Buhman et al., 2013), ze melitin je vysoce bazicky peptid, ktery pokud je
konstruovany s ,,hexahistidin” tag mize zménit elektrostatické interakce a tim znemoznit
naruseni tvorby komplexti. To vysvétluje pritomnost homodimerd. Navic, stejny diivod byl
prezentovan jako argument pro neucinnost purifikace peptidu pomoci niklové
chromatografie. To je divod pro¢ byla vtéto praci v pilotnim experimentu provadéna
Castecna ,,purifikace” (odseparovani) rekombinantniho proteinu pomoci celulozové

membrany (30 kDa cut — off).

S ohledem na toxicky ucinek melitinu na bakterialni buiiky byla testovana rychlost
rastu kultur E. coli s nebo bez pfidani IPTG k posouzeni, zda 6x His — melitin ovliviuje rast

E. coli. Jak bylo prokazano diive, indukce jinych rekombinantnich proteinti pomoci IPTG
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v E. coli vykazovala minimalni pisobeni na rychlost ristu bunék (Miroux and Walker,
1996). S touto skutecnosti se ztotoznuji i poznatky této prace. Produkovany fazni protein
nezpusobuje vyznamnou inhibici ristu bakterialnich bun€k, coz naznacuje, ze 6x His fuzni
melitin nemlze vytvaret pory v bunéénych membranach, jelikoz nebyla pozorovana smrt

bunék E. coli.

Vsechny vysledky této prace tykajici se plisobeni melitinu na spirochéty Lymské
boreliozy souhlasi s jiz diive prokdzanymi vlastnostmi tohoto peptidu. Ale tato prace
na rozdil od diive publikovanych ukazuje, Zze rekombinantni melitin ma antimikrobialni
ucinky proti nejrozsifenéjSimu druhu spirochéty komplexu B. burgdorferi sensu lato

vV Evropé i v koncentracich 10 krat nizSich nez diive zkoumané.

Zavérem, tato prace se zabyvala latkou s potenciondlnim vyuzitim v novych
baktericidnich testech. Bylo dokazéno, ze melitin plisobi proti boreliim. Protoze tyto
vysledky ucinnosti rekombinantniho melitinu proti spirochétdm jsou prvni tohoto druhu,
neni srovnani s doposud publikovanymi studiemi mozné. Jsou za potiebi dalsi experimenty,
které¢ by zkoumaly toxicky efekt rekombinantniho melitinu na bunky. Nasledujicim krokem
Vv pokradovani tohoto studia bude optimalizace exprese rekombinantniho melitinu

Vv bakterialnim expresnim systému a jeho purifikace.
Cile budouci prace v tomto sméru budou:

e Optimalizovat stav purifikace rekombinantniho proteinu.

e Odstfihnout fuzni ¢ast proteinu.

e Zjistit minimalni koncentraci rekombinantniho melitinu, kterd bude zabijet
spirochéty borelii na ptikladu tfech hlavnich patogennich kmenti v Evropg,
B. bugdorferi s. s., B. garinii a B. afzelii.

e Zkontrolovat toxicky efekt melitinu na krevnich bunkach cloveka

v minimalnich koncentracich ptisobicich na borelie.
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6. Zavér

Bylo prokazano, ze véeli jed pusobi na spirochéty borelie z komplexu B. bugdorferi
s. |. v zavislosti na vzrustajici koncentraci a ¢asu a to i v koncentracich vyrazné nizsich,
nez jsou diive zkoumané (5 — 10 pg/ml). K objasnéni puisobeni véeliho jedu byla vybrana

B. afzelii CB 43 na zékladé jejiho zvyseného vyskytu v Ceské Republice.

S pouzitim nové navrhnutych PCR primert v této praci, byl amplifikovan a izolovan

z jedové zlazy véel medonosnych (Apis mellifera) gen kddujici melitin.

Expresi rekombinanntiho konstruktu v bakteridlnim expresnim systému se podaftilo

produkovat rekombinantni fizni melitin, ktery zachoval antimikrobialni aktivitu.

V této praci byl poprvé studovan vliv casteéné ,,purifikovaného* rekombinantniho
melitinu na spirochéty borelie. Bylo prokazano, Ze frakce proteinti obsahujici rekombinantni

melitin ptisobi na spirochéty borelii ve velmi malé koncentraci (2 ug/ml).

Véeli jed a jeho nejvice zastoupena slozka melitin mé antibakterialni ucinky, ale také
pusobi na membrany krevnich bun¢k. OvSem v takto malych koncentracich by mohl byt
ucinek melitinu na krevni bunky zanedbatelny. Proto je dilezit¢ zabyvat se touto

problematikou z hlediska vyvoje vakciny.
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