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1. Uvod

Borrelia burdorgferi s. |. je komplex spirochét zahrnujici 14 diutKolik z nich je

ptivodcem onemocmi u lidi neni dosudipsré znamo (9, 61).

Za nefastjSi pivodce onemoami Lymska boreliéza jsou povazovany tytodruhy:
Borrelia burgdorferi sensu stricto (s.s.B. garinii a B. afzdlii. U wtSiny pacieni

s neuroborelidzou byla prokazaBagarinii, u druhuB. burgdorferi s.s. se fedpoklada
Ze zpmsobuje hlava arthritidu a B. afzelii byla izolovana ze vzotkpacient

s dermatitidami (6). Nicmé&nvSechny iti jmenované druhy jsou schopné Hamit
kazdé ze jmenovanych onemeéohi mnohe jiné, jako n&fklad acrodermatitidu, z&n
rohovky a poruchy vighi, ¢asté je rovi&Z dvoijité vini (1). A. R. Pachner v jedné své
praci nikoliv ndhodou nazyvaipodce Lymské borelidzy ,velkym imitdtoremtiznych
lidskych nemoci (7).

V USA byly z pacient izolovany spirochéty Lymské borelidzy, jez jsolnzeovany do
genetické skupiny DN127, znamé dnes pod &zmian B. bissettii (17). U mysi
C3H/HeN byly schopny vyvolatifznaky onemoaini i spirochéty druhB. lusitaniae.
Infekce c¢lovéka timto kmenem byla potvrzenaed rekolika lety v Portugalsku u
pacientky s chronickou kozni lézi (8). S onemtmém Lymské boreliézy byva také
spojovan druhB. valaisiana. Poslednim objevenym druhemugpbujicim Lymskou
borelidzu jeB. spielmanii (shrnuto v 18).

B. burgdorferi je patogen fenaseny nélovéka kli¥aty. U nas se n&pstji nakazime
od kliS&te Ixodes ricinus. V Euroasii je hlavnim jgnaSéem |. persulcatus, v Severni

Americel. pacificus al. scapularis (5).



2. Literarni prehled

2.1. Struktura spirochét Lymské boreliozy

Borelie z druhového komplexBorrelia burgdorferi s. |. pati mezi spirochéty fad
Soirochaetales, tiida Spirochaetae) (51). Jsou to gram-negativni, dvoumembranové
bakterie, které Ziji jako extracelularni patogershrquto v 5). V§Si burgécna
membrana obklopuje protoplasmaticky cylindritoy cytoplasmou a viiiti buré¢nou
protoplasmatickym cylindrem. Bk borelie se podolinjako jiné bakterialni kiky
sklada z bazalnihéliska, h&ku a nejdelSéast je tvéena vlaknem obsahujicim flagelin
FlaB. Resné umishi a funkce druhého strukturniho proteintiki, FlaA, dosud neni
jasné (2, 3, 4). Borelie maji vysoce specializovamisob pohybu. Na rozdil od
ostatnich spirochét, jejichz diky rotuji ve spirale, liky borelii kmitaji v plochych
vinach. Svazky Wika rotuji v proticiidném sniru a zmisobuji kolem dla buiky
vinéni, které zafic¢inuje pohyb biiky vpred. Tento zfisob pohybu jim umailje
pohybovat se i ve viskéznim présdi, coZ je velice uzitma schopnost pro pohyb v
raiznych tkanich (2, 3, 5). Bik neni pro spirochétuutezity jen jako prostedek

umoziujici pohyb, ale projjcuje ji i charakteristicky tvar ploché viny (3).

Jednotlivé druhy v rdmci rodBorrelia se navzajem liSi v délce, ve vzdalenosti Zavit
jejich pravidelnosti a ptiu periplasmatickych bika. Rozsah délek je od @8m u B.
coriaceae do 20 az 3Qum u B. burgdorferi s. s., ktera je ze vSech diubkarove
nejuzsi. Pimér této bakterie je jen asi 0,2 - Qudn. Velikost bugk vSak mize byt
rizna v zavislosti na hostiteli/préstli ve kterém se bakterie momenalmnozi

(shrnuto v 4).

2.2. Proteiny vrejSi membrany borelii

VSechny dosud zkoumané izolaty boreliitegdy obsahovaly velké mnozZstvi protiin
na vreéjSi membran. Tyto proteiny jsou mistem interakce mezi spir@achéa jejim
hostitelem. Mira produkce mnohych z nich je zavsegodminkach wjsiho prostedi,
zejména na tepléta specifickych podtiech gijatych od hostitele. Variabilitou exprese



téchto proteir se je borelie schopna vyhybat imunitni odfmbwhostitele i kolonizovat
jeho hizné tkaw (shrnuto v 55) .

U borelii kultivovanychin vitro se nejhojgji vyskytuji membranové proteiny OspA a
OspB (,Outer surface protein® A a B). OspA (31 kDa) spolu s OspB (34 kDa)
kodovan dvojici gein na 49-kb linearnim plasmidu. Oba geny jsou trabhsk@ny

v jedné transkrigni jednotce (shrnuto v 11). Geny kodujici OspA apl®s
pravdEpodobré vznikly genovou mutaci z jediného genu, protobel jg 53% identické
a z63% jsou si podobné (12). Struktura prvnihdch,nOspA, byla analyzovana
pomoci rentgenoveé difrakce krystaproteinu v komplexu s fragmenty specifickych
mysSich protilatek. Vznikla struktura byla tema 21 po sabjdoucimi antiparalelnimi
B-listy, spojenymi kratkymi smiykami. Na C-konci se nachazel jedinshelix, coz by
mohlo byt dilezZitou ¢asti molekuly pro vyvoj globalni vakciny proti Lyké&sborelioze
(11). Pr&¢ proti C-konci jsou totiz sifovany ochranné protilatky napadeného

organismu (23).

Struktura druhého ze ziivanych proteifi, OspB, byla podrobena vyzkumu aZz o sedm
let pozdaji. Proteiny OspB a OspA jsou si ve své striiktwv mnohém podobné.
Molekula OspB se sklada z 12 antiparalelnfctettzci nasledovanych, stejnjako

v pripact OspA, jedinyma-helixem. OspB je ovSem velice préniivy protein. U
raznych izolat se liSi v aminokyselinové sekvenci i v antigeredktivite. U nekterych
kmeni jsou &Zné i formy se zkracenym C-koncenieftoze je tedy OspB steéjjako
OspA schopny vyvolat imunitni reakci u mysi, proveyvakciny neni nejvhodisi
(23).

Funkce OspA a OspB pro zivotni cyklus borelie byksté&né objasgna teprve
nedavno. Ukazalo se, Ze tato dvojice povrchovyditemi neni nezbytna pro infekci
mySi, coz dokazaly pokusy s mutantnimi kmeny boretieré tyto membranove
proteiny neprodukovaly. AvSakfipsani kli¥at na mysich infikovanych mutantnimi
kmeny, nebyly spirochéty pozorovany véesech kligat, zéehoz se d4 usuzovat, Ze
tloha OspA a OspB je nezastupitelifékmlonizaci a peziti borelii ve sew klistéte, a

je tedy nezbytna pro jejich Zivotni cyklus (12).

Borelie tvai OspA ve stvech nenasatého kE&. V sajicim kliti se naopak



produkce OspA sniZzuje a prudce se zvySuje expmeseo proteinu vi§Si membrany,
OspC. Tento je pak produkovan borelii az do raaé fafekce obratlovce. Zjistilo se,
Ze tato zmina exprese je zavisla na teglgirostedi, neb6 OspC se exprimuje a#ip

teplotach podobnych teplotéla savce (13, 16).

Experimenty provahé na mySich ale nazhgi, Ze mnoZstvi exprimovaného proteinu
OspC neni zavisléipmo na teplat, ale na alternativnim sigma faktoru RpoS, jehoz
piitomnost posi&je pro spugni exprese genaspC i pri teplo€ pouhych 23°C (14).
Hladina RpoS je regulovana malou nekddujici RNA Bgy, ktera je schopna reagovat
na znény teploty. U mutantnich kmérBorrelia burgdorferi, kterym chylla tato RNA
byla hladina RpoS a tim i OspC regulovana pH aitd@nburek (36).

Pokusy na mutantnich spirochétach zbavenych g@spG v porovnani s ,wild-type"
spirochétami naziaji, Ze OspC je nezbytny protpik borelii do slinnych ZI4z kliste
(16). Role OspC v s&im hostliteli ale astava zatim neznama. V praci Stewarda a kol.
adaptaci na hostitele a nebo by boreliim uieeal vyhnout se imunitni odpédi
hostitele.

Gen kodujici OspC (21 — 25 kDa) se nachazi na kerinoplasmidu cp26. GerspC je
velice variabilni a to i v ramci jednoho druhu gvadruhovy polymorfismus), a proto je
mozné ho pouzit k definovani skupifiuznych klof (shrnuto v 5).

DalSim vyznamnym povrchovym lipoproteinem je OspBaekulovou hmotnosti 28
kDa. Gen kédujici OspD se nachazi na linearnimngtas o velikosti 38kb. Tento
plazmid borelie seasto ztrdci po opakovaném pasazoviéniitro (20) a chybi i
u mnohych izoldt z girody (21). OspD neni pravdodobr vibec gibuzny

s ostatnimi membranovymi proteiny jako OspA a OspBspiSe podobny proteinu M
Sreptococcus pyogenes, coz je povrchovy protein upfatjici se pi adhezi i v odolnosti
bakterie wic¢i fagocytoze (20).

Studie ukazaly, Ze exprese OspD s@inv zavislosti nattznych podminkach prastdi.
Napiklad @i zmeéne teploty z 23°C na 35°C se produkce OspD ve spatanizi (22).

Tato studie naziaje, Zze genyspD jsou odliSg exprimovany ve vnihim prostedi



organizmu satiho hostitele a v krevsajicim kKt

V sawim hostiteli je exprese proteinu OspD velice niz&a pokusy s OspD-
deficientnimi boreliemi potvrzuji, Zze ztrata geké@dujiciho OspD nema n&pnivy
vliv na schopnost ignosu spirochéty z kli§e na saviho hostitele a jeho néslednou
infekci. Favodni kmen se ukazal byt stéjmfekéni jako deficientni kmen neobsahujici
funkéni genospD. Tyto zawry potvrzuji i mnohé izolaty borelii zZtpody i z pacient,
které neobsahovaly gesspD, a gesto byly schopny vyvolat infekci. Produkce OspD
nema nejspis pro borélii esencialni roli, ale poépirochét udrzet se ve stvech
klistéte. U kli¥at nakaZzenych divokym kmenem bylo nalezeno ¥eveth tikrat vice
spirochét nez u klf&t nakazenych mutantnim kmenem. Vyznam pro kolehitteva
kliStéte potvrzuji i pokusy s rekombinantnim OspD, kteyy schopen vazat se na TGE

(tick gut extract) v progediin vitro (24).

Posledni z dosud objevenych ¢gich membranovych protdinjsou OspE a OspF.
Koduji je geny strukturh uspdadané za sebou v jedné transkmipjednotce. Pulzni
gelovou elektroforézou na bylo zj#sb, Ze genyospE a ospF lezi na plasmidu o
velikosti asi 45 kb. Metoda imunoprecipitacel] palmitatem zn&enych proteifi OspE
a OspF prokazala, Ze se jedna o lipoproteiny. Motalka hmotnost OspE byladena

na 19 kDa. GeonspF koduje protein s celkovou molekulovou hmotnostkP@ (25).

Povrchové lipoproteiny, jenz sdileji sekeahhomologii s OspE a OspF proteiny, se
nazyvaji Erp (OspE/F-related proteins) (proteinylgdgmné OspE/F) (34). dkteré Erp
proteiny maji schopnost vazat faktor H. To je weliZzit&na schopnost pro parazitujici
spirochétu, ktera se gebuje vyhnout imunitni odpedi hostitele. Komplement totiz
hraje dilezitou roli u¢loveéka i u zvtat v obrag proti patogefim. Télu vlastni buiky se
pied jeho dinky chrani navazanim inhibiiho plasmatického faktoru H naigypovrch.
Faktor H zpgsobuje deaktivaci C3 konvertazy a degradaci C3belign steji jako
mnoho jinych patogennich organignmsou schopny navéazat faktor H naijspovrch,

diky ¢emuZz niiZou inhibovat aktivaci komplementu.

Erp geny jsou povazovany za genovou rodinu, protoZg i@t identické sekvence
promotoru, zabiraji alelickd mista na&kalika plasmidech, kazdy o velikosti 32kb, a

koduji lipoproteiny s vysoce konzervovanou leaddypeptidovou sekvenci (35).



2.3. Glykokonjugaty spirochét

Glykosylace je jednou z ngjbr¢jSich posttranstmich modifikaci proteih. Uz
dlouhou dobu je zndmé, Ze se netyka jen eukari®ieanozna i u archei a prokaryot
(38).

Prvni bakterii, u které byl popsan kompletnilggh N-glykosylace, byl gevni patogen
Campylobacter jejuni. Schéma pitbéhu této glykosylace v porovnani dipéhem N-
glykosylace u archei a O-glykosylace u bakterizgbrazeno na obrazku 1. Zasadnim
objevem se stala skupina geugl, ktera koduje & glykosyltransferaz, a mnoho dalSich
proteini, které jsou zodpavné za glykosylaci u této bakterie. Tuto skupinaigse
poddilo exprimovat i VEscherichia coli, coz by mohlo mit velky vyznam pro dalSi
vyzkum i pimyslové vyuZziti (shrnuto v 38).

Prib¢h glykosylace u prokaryot a eukaryot se v mnohé&m Mnohé rozdily vyplyvaji
uz ze strukturnich rozdilve stavl prokaryotické a eukaryotické tky. Vzhledem

k tomu, Ze glykosylace eukaryotickych proteiprobihd v membranovych systémech
endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu, &ammta tyto membranové systémy
postradaji, nerize glykosylace probihat stejnymi mechanismy. Z nanelzkumi
vyplyva, Ze pro glykosylaci strukturnich slozZek kaoyot je vyuzivano mnohem vice
druhi monosacharidovych jednotek nez u eukaryot. ikégul O-glykany bakterie
Neisseria meningitides obsahuji DIAcTridH (2,4-diacetamido-2,4,6-tridetvexdza)
(26, 38).

Povrchové a Wikové glykoproteiny pedstavuji jedny z nejlépe prostudovanych
piikladi glykosylace prokaryotickych protdin Uz prace Brahmsha a Greenberka
z roku 1988 (27) i které byla vyuzita vazba na lektiny nazog, Ze nejméh dva
bicikové polypeptidy o velikosti 30 — 40 kDa baktefpirochaeta aurantia byly
glykosylovany. University of Montreal ve spolupr&ciBiotechnology Research Insitute
NRC v Kanad delSi dobu zkoumali 44-kDa protein &$i membrany bakterie
Serpulina hyodysenteriae. Glykosylace proteinu byla dokazana barvenim p&dleiffa.

Vysledky prace nazaji, Ze tento protein je druh®specificky antigen (19).
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Obrazek 1. Schéma N-vazané a O-vazané glykosylace hakterii Neisseria. gonorrhoeae,
Campylobacter jejuni a archei Haloferax volcanii

Bac, di-N-acetylbacillosamin; DATDH, 2,4-diacetamid,4,6-trideoxyhexoza; Dol-P, dolichyl fosfat;
GalNAc, N-acetylgalactosamin; Glc, glukdza; GlcNAN-acetylgucosamin; Hex, hexodza; HexUA,
hexuronova kyselina; UMP, uridin monofosfat; Und;PRundekaprenyl-pyrofosfat;190 Da,
necharakterizovany 190 Da sacharite\Rato z 38.

Prvnimi potvrzenymi gykoproteinforrelia burgdorferi se staly povrchové proteiny
OspA a OspB v roce 1992. Pomoci Schiffova barvetéglykosyl&nich experimerii
se podsla prokazat pitomnost N-vazanych glykan10).

Vyzkum glykoproteiri probiha i na likovych proteinech spiroché®y. burgdorferi.
Bicikovy protein FlaA byly charakterizovan pomoci lekivého afinoblotingu. Z i
lektinobloth vySla pozitivié reakce s lektinem SNA, ktery se vazeafd-6) vazanou
kyselinu sialovou a s lektinem GNA, ktery reagugersninalnimi manézovymi zbytky.
Vzhledem ktomu, Ze N-glykosidaza F byla schopnatpd glykany z béikového
proteinu FlaA, nizeme pedpokladat, Zze podobrako biikové glykoproteiny archei,
také protein FlaA by mohl obsahovat glykany vazsdrglykosidickou vazbou (28).
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membrany i hiiki mohou byt ve skutmosti pouze pewh navazané sérové
glykoproteiny z média BSK-H, ve kterém s& ke kultivuji boreliein vitro. Proteiny
OspA, OspB i FlaA a FlaB byly identifikovany hmosioi spektrometrii
v akrylamidovém gelu a nasletidetekovany pomoci zdenych lektiri a Schiffovym
barvenim. Zadny z vysledknepotvrzoval Hivéjsi domrénku, Ze by tyto proteiny mohly
byt glykosylované. U studovaného kmene borelii B&Eem bylo nalezenoc¢kolik
proteini s velkou molekulovou hmotnosti, které byly detekwy jako glykoproteiny.
Kontrolni pokusy s kultivénim médiem pedkladaji peswdcivé dikazy, Ze alespo
nckteré z &chto proteid z rgj pochazeji (44). Zajimavé vysledky rasn poskytla
analyza 6 genofn riznych spirochét, ktera vyldila, Ze by Borrelia burgdorferi
obsahovala oligosacharyltransferazu STT3 (pglBig zySe zmhované skupiny gen
pgl, dilezitych pro glykosylaci protein(N. Rudenko, osobni &kkni).

2.4. Adaptace spirochét Lymské borelidzy na hostike

Borelie jsou bakterie primaknparazitujici na povrchu kiky, ale gilezitostrg jsou
schopné vnitrobutné invaze, pokud extracelularni ptesti z&ne byt Filis
nehostinné, napkvali piitomnosti antibiotik. Proto fiZeme ve spolmé kultue borelii
a Kklisgcich burk najit Zivotaschopné spirochéty i po dvou tydnegaisobeni

penicilinu, zatimca@ista monokultura borelii neni schopna takové poétsnpiiezit (31).

Zivotni cyklus borelie zahrnujeipnasee (klis€) a hostitele (obratlovce). Cyklus
pienosu z&na u neinfikovaného kli&e sajiciho krev na infikovaném hostiteli. To je
obvykle maly savec, ale mohou to byt i ptaci nebpni obratlovci. U nas jsou
rezervoary borélii mySicer&vinna, mysice lesni (39), mySice temnopéasa (40)nik
rudy (41), rejsek obecny, rejsek maly a zajic pg#l). Jakmile je kli$t nakaZzeno
spirochétami Lymské boreliézy,igtane penaséem ve vSech dalSich fazich svého

Zivota a pi kazdém nasledujicim krmeniire nakazit dalSiho hostitele (33).

Schopnost borelietpzit v odliSnych prostdich organisiin obratlovd i ¢lenovai je
umozreéna diky expresitiznych ged podle momentalnich podminek. Véesg klistéte

je nagtiklad hojré exprimovan protein OspA, alefippienosu na obratlovce je jeho
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mnozstvi snizovano (13), aby spirochélidec byla schopna opustiteto. Divodem je
glykoprotein TROSPA (Tick Receptor for Outer Sudderotein A), ktery je schopen
vazat OspA na povrchu spirochéty. Nachazi se vimeziném prostoru a na povrchu
lumen steva kliSéte. U sajiciho kli$te stoupa exprese TROSPA a &mré borelie
zvySuje syntézu OspA, takze vysledkem je pevné zémidspirochét naigtvo klistte.
Naopak pi sani klis¢te v dalSim stadiu jeho Zivotniho cyklu se hladiehto proteir

u obou organizrin opst snizi a umozni tak borelii opustiteto, dostat se do slinnych
Zlaz a nakazit dalSiho hostitele. Mira jeho pro@ujectaké zavisla na vyvojovém stadiu
klistéte. Nejhojrji je produkovan larvami a u dodpu je sotva zjistitelny. Zajimavy
byl také objev, Ze kligtreaguje produkci proteinu TROSPA n@@mnost borelii (43).
Béhem infekce saitho hostitele uz borelie éSinou OspA nevytud, protoZze jeho
piitomnost vyvolava silnou imunitni reakci. V p&gich stadiich onemo¢ni

Lymskou borelidzou byla vyjimé zjiStena jeho produkce whterych paciernit (45).

Po genosu na savho hostitele se spirochéty pékolik dni mnozi v Kzi, nasledn se
infekce roz&ii do dalSich tkani, kde iwie zpisobit zagt. Imunitni odpo¥d sawiho
organismu maiejmeé velky vliv na expresi gkterych povrchovych lipoprotein coz
bylo dokazdno srovndnim genové exprese spirocHi@&ujicich imunokompetentni a

imunodeficientni mysi (45, 46).

Pri studiu exprese 137 borelialnich lipoproteinovygdmi (exprimovanych u spirochét
kultivovanych in vitro) v imunodeficientni mySi bylo pozorovano sniZeroctp
exprimovanych gelnna 116 proteith. U imunokompetentnich mysi byla prvnich deset
dni prekvapiv exprimovana tégt neznénéna sada lipoproteinovych gignale 17. den

po infekci se jejich mnozstvi radik&lsnizilo az na necelych 40 (45).

Proteiny exprimované bezpréstirg po infekci sa¥iho hostitele mzeme rozdlit na fi
skupiny. Prvni skupina, do které figiz vySe zmhovany OspA, seipstane okamZzit
exprimovat. Druha skupina se exprimuje i nadale, ridsledkem silného set@kho
tlaku mnoZstvi proteinu postuprklesa az exprese ustane. Sem bychom mokdidia
lipoprotein OspC, ktery je veét8im mnozZstvi produkovan pouze v rané fazi infekce
savce. Teti skupinou jsou proteiny produkované jako reakagrostedi obratlo¢iho
organismu, které jsou po celou dobu infekce. Tyngapomahaji borelii vyhnout se

imunitni odpo¥di. Mezi tyto proteiny pdt zejména proteiny vazici proteoglykan
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decorin — DbpA (Decorin-binding protein A) a DbpBgcorin-binding protein B), a
dale Bbk32, pkteré proteiny ze skupiny Erp a zejména VISE (\@e€amnajor protein-
like sequence) (45, 46).
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3. Cile prace

Cilem moji prace bylo izolovat proteiny z periplagiokych bEika a vrgjSich
membran. Za pomoci afinitni chromatografie jseslanz borelii izolovat glykoproteiny
a tyto nasledd identifikovat a dale charakterizovat hmotnostniekdpmetrii,
lektinovym afinoblotingem a Schiffovo barvenim. Biah cilem této prace bylo pokusit
se charakterizovat proteinovy profil lokalniho @i Borrelia burfgdorferi CB53
izolovaného ze samickxodes ricinus v jiznich Cechéach v roce 1998 a porovnat ho

s modelovym kmenerBorrelia burgdoferi, B31.
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4. Material a metody

4.1. Kultivace borelii in vivo

SpirochétyBorrelia burgdorferi, kmen B31 nebo izolat CB53, jsem kultivovala v méd
BSK-H (Sigma-Aldrich) alesppsedm dni fi 35°C. Izolat CB53 byl laskavposkytnut
doc. J. Kopeckym (Parazitologicky Ustav BC @R, Ceské Budjovice). Kmen B31
byl ziskan od prof. Z. Hubalka (Ustav biologie dhreci AVCR, Valtice), gvodns
pochazi od Dr. Anderson (USDA, New Haven, ConnattidSA).

4.2. I1zolace periplasmatickych hkiika, vnéjSich membran a buré¢nych cylindri

borélii

Po dosazeni nejvysSi denzity spirochét jsem booelidrifugovala po dobu 30mirtip
9000 G a 4°C. Vznikly pelet jsem @iz ¢ rozsuspendovala ve vychlazeném fosfatovem
pufru (0,13 M fosfatovy pufr, pH 7,4) a znovu cdéngovala. Promyti jsem zopakovala
jeS€ jednou. Pelet borelii jsem potékiiadrne rozsuspendovala ve 20 ml 1% roztoku
Triton X-100 ve fosfatovém pufru a inkubovala jedmodinu @i 37°C. Po inkubaci
jsem roztok centrifugovala ép po dobu 30min i 9000 G a 4°C. Supernatant
obsahujici v#Si membrany jsem odsala pipetou a uschovala prado
ultracentrifugaci. Pelet jsem rozsuspendovala vafiral fosfatového pufru a spolu se
sklergnymi kulickami (pimér 1 mm) jsem vortexovala na nejvyssi rychlost pbwdd5
sekund — tim jsem z b&nych cylind odstranila hiiky. Smeés jsem centrifugovala za
stejnych podminek jako ¥@deSlych gipadech. Supernatant obsahujictiby jsem
spolu s uschovanou frakci ggich membran ultracentrifugovalé 00 000 G po dobu
jedné hodiny p teplo& 10°C. Vznikly pelet obsahovdisté btiky nebo membrany,
které jsem rozpustila v cca 100 - lb@lestilované vody a uschovald p20°C pro

pozcEjSi pouziti.

4.3. SDS-PAGE a Western blot

Vzorky membran a Bika jsem smichala s adekvatnim mnozstvim 4x konceatréivo
redukujiciho vzorkového pufru. S jsem véla asi 3 minuty, ochladila a kratce

centrifugovala. Vzorky jsem elektroforetickglila ve dvou 12% polyakrylamidovych
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gelech, pi napsti 120 V asi 1 hodinu. Po dok&eni elektroforézy byl jeden gel obarven
v barvicim roztoku PageBlue (Coomassie BrillianudlR-250) (Fermentas) a dle
potteby z ] byly vyfezany vzorky pro analyzu hmotnostni spektrometkliS).
Paralelni gel nebyl barven a separované proteinly bgle geneseny na PVDF
(polyvinyliden fluorid) membranu metodou podle Tamd (47). RPed blotovanim jsem
gely ekvilibrovala ve 100ml blotovaciho pufru (25mMis, 192mM glycin, pH 8,3)
obsahujiciho 20% methanolugtieem této doby jsemiipravila i membranu PVDF o
pottebné velikosti nam@nim do methanolu a néaslédrdo blotovaciho pufru.
Polosuchy elektroblot probihal po dobu jedné hoghin25V.

4.4. Detekce glykoproteii pomoci zn&enych lektina

Pfi tomto barveni jsem pouzila DIG Glycan Differemittm Kit od firmy Roche.
Nejprve jsem membranu blokoval#éi pokojové teplat hodinu v blokovacim roztoku
(3% BSA v PBS nebo blokovaci roztok od firmy Apgi€n). Pro detekci
glykoproteini jsem pouzila lektiny DSA Oatura stramonium agglutinin), GNA
(Galanthus nivalis agglutinin), MAA (Maackia amurensis agglutinin), PNA Arachis
hypogea agglutinin) nebo SNA Sambucus nigra agglutinin) zn&ené digoxigeninem.
Inkubace s lektiny probihala v pufru s obsahem 1MYyCl,, CaCh, MnCl,. Poté jsem
membranu inkubovala v roztoku protilatek n#&niych proti digoxigeninu
konjugovanych s alkalickou fosfatazou. Barveni fhaln v substratovém roztoku
BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/4-nitrale tetrazolium chlorid).

4.5. Schiffovo barveni glykoproteini

Pti barveni glykoproteifi jsem pouZivala DIG Glycan Detection Kit (RochejotBiny
separované pomoci SDS-PAGE jsem imobilizovala nBPYhembranu a sacharidové
slozky glykoproteii jsem oxidovala pomoci jodistanu sodného. Vigve aldehydové
skupiny nasledhreagovaly s hydrazidem kyseliny DIG-0-3-succiendminokaproove.
Po aplikaci protilatek narénych proti digoxigeninu, konjugovanych s alkaliacko

fosfatdzou, jsem membrany barvila v roztoku BCIPINB
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4.6. Purifikace glykoproteini borelii afinitni chromatografii

Pro afinitni chromatografii jsme pouzila lektiny @mnavalin A a SNA, navazané na
CNBr-aktivovanou Sepharézu (objem 1 ml). Lektin S specificky vaze na zbytky
kyseliny sialové, lektin ConA mé SirSi specifitluemoziuje odhalit vazanou mandzu
nebo glukézu (48). Kolonu jsem nejprve ekvilibravatrojndsobnym promytim
roztokem SampleB (20mM Tris, 0,15M NaCl, 1ImM MpWgCl,, CaC}). Pak jsem
piidala 2ml roztoku SampleB spolu s p0@zorku a nechala jsem uzanou kolonu
vertikalré hodinu promichavat aby se glykoproteiny navazady lektin. Pak jsem
dvakrat promyvala kolonuég mililitry roztoku SampleB a zachytavala protéka)
roztoky — FT1 a FT2. Nakonec jsem zachycené prptéuakrat vymyla 2ml ekniho
pufru SampleB obsahujiciho 0,1M a 0,5M laktézouzarky jsem oznéla Lacl a
Lac2.

4.7. Izoelektrofokusace

.....

izolatu CB53. Suspenze &gich membran jsem centrifugovala 30 mifh @00 G a
4°C a pelet jsem rozsuspendovala v solubihba pufru (7M mdovina, 2M
thiomatovina, 4% CHAPS, 0,02M DTT, 0,8% carrier ampholyt€A 3-10).
Pro dokonalé promichéani jsem vzorek dlouho vortel®wa pak pouZzila ultrazvukovy
sonikator. Roztoky jsem oft centrifugovala fi 9000 RPM a pro IEF jsem pouZila

supernatant.

Pro isoelektrofokusaci jsem pouzila aparaturu ZSOMEF Fractionator od firmy
Invitrogen a postupovala jsem dle navodti.separaci jsem pouzivala disky s rozsahem
pH 3; 4,6; 5,4; 7 a 10 — proteiny sé&lily dle pl v komirkach v rozmeziéchto pH.
Isoelektrofokusace probihaldi mapeti 100 V po dobu 20 minut, 200 V po dobu 80
minut a nakonec 600 V po dobu 80 minut. Poté jséazzlé komrky odsala vSechen

roztok a jednotlivé frakce jsem precipitovala 20@AT (viz nize).

4.8. Precipitace proteiri
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U vzorki z afinitni chromatografie a izoelektrofokusacenjsgired dalSim pouzitim
zakoncentrovala obsaZzené proteiny sraZzenim 20%ikgsetrichloroctovou v ledoy
vychlazeném acetonu. Ke kazdému vzorku jsefidafa giblizné stejny objem
precipit&niho roztoku jako byl objem vzorku. Pak jsem neahsazet proteiny asi
hodinu fFi -20°C. Vzorky jsem poté cetrifugovala 15 mifi 000 G a 4°C. Supernatant
jsem odsala, pelet rozsuspendovala v co a&m mnozstvi leday vychlazeného
acetonu a off nechala srazet minimalril hodinu pi — 20°C. Za stejnych podminek
jsem vzorek oft centrifugovala, supernatant jsem slila a peleinjsiechala vyschnout
na vzduchu. VysuSené vzorky jsem k dalSimu powditsuspendovala v co nejmensim

mnoZstvi destilované vody.

4.9. Analyza proteini hmotnostni spektrometrii

Vzorky byly analyzovany Mgr. Petrem Konikem v Ladka¥i strukturni biologie FF
JU na hmotnostnim spektrometru vybaveném UPLC kapalu chromatografii,
nanoACQUITY-ESI-Q-ToF-PREMIER (Waters).

Proteinové prouzky, wgzané z SDS-PAGE gelu po elektroforetické sepatady
promytydeionizovanou vodou a dvakrat odbarveny v 40% ACN® mM (NH,).CO;s,
pH 8,0. Homogenizovany gel byl poté vysuSen ve uakurehydratovan ve 2l
roztoku O,Lig/ul trypsinu (Sigma ALdrich) v 9% ACN/100 mM (NH#4Os, pH 8,0.
Stpeni trypsinem probihaloigs noc i 37°C. Vzniklé peptidy byly nasledrpomoci
Spicek Zip Tip (Millipore) prevedeny do 2Qul 50% ACN v 0,1% kyseli&i mraverti
(FA), roztok byl zahugh na 10ul a nasled& naredén pridanim 10ul 0,1% FA.

Tryptické S€py byly separovany UPLC chromatografii na C-18 k&lgWaters) a
separovany v gradientu 3 — 60% ACN v 0,1% FA, iomény metodou ESI a m/z
hodnoty pro jednotlivé peptidy byly ziskany v Q-ToBmotnostnim spektrometru. V
piipadt potreby byla provedena MS/MS analyza.

Data byla analyzovana softwarem ProteinLynxGlobal&e2.3 (Waters). Pro
identifikaci peptidi byly pouzity databaze NCBI hypotetickych i idetkiifvanych
proteini spirochéBorrelia burgdorferi a obecna databaze SWISSPROT (obsahujici

vétSinu zndmych proteir).
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5. Vysledky

5.1. Elektroforetickd separace izolovanych periplasatickych bi¢ikia a vnéjSich

membran borelii

SDS-PAGE elektroforéza jednotlivych frakci ukazadmnoho rozdil v proteinovém
sloZeni vzork ziskanych z kmene B31 a z izolatu CB53. Vyrazrotgin 0 hmotnosti
asi 22 kDa se obarvil ve vSech frakcich obou kimeaorelii, ale u periplasmatickych
bicika kmene B31 se objevily jeStlva proteiny s molekulovou hmotnosti kolem 32 -
33 kDa, které nebyly zaznamenany u izolatu CB53gbiz 2).

kDa

116
66,2

45
35

25

18,4

Obrazek. 2. SDS-PAGE jednotlivych frakciBorrelia burgdorferi kmeny CB53 a B31
M — proteinovy standard, PF — frakce periplasmgtibkbiiki, OM — frakce vijSich membran. 1-9
vyznauje proteiny, které byly Wgzany a poslany na MS analyzu
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5.2. Glykoproteinovy profil kmene B31 a izolatu C538orrelia burgdorferi s. s.

Schiffovo barveni glykoprotein ndm odhalilo #Bkolik glykokonjugati s velkou
molekulovou hmotnosti a to zejména vegjgich membranach u obou zkoumanych
kmeni. Pouze ve frakci wjSi membrany kmene B31 je zaznamenan protein &ostli
20 kDa (viz obr. 3) Slaba reakce, pozorovana uttopeoteinu v izolatu Bika kmene

B31 bude pravpodobr zpisobena nizSi koncentraci protiirv analyzovaném

vzorku.
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Obrazek 3. Schiffovo barveni glykoproteir izolatia z Borrelia burgdorferi
M — zna&eny proteinovy standard, PF — frakce periplasmaticlbiiki, OM — frakce viijSich membran.

Pri pouziti zngeného lektinu MAA byla zaznamenéna pozitivni reakgaroteinem o
velikosti 40 kDa,ktery se objevuje ve&Sim mnozstvi u vzoik periplasmatickych
bicika v obou kmenech borelii. Slgb byl detekovan u v&Sich membran borelii
izoladtu CB53, ve frakci membran B31 se ho detekove#podélo vubec,
pravdpodobré kvili nizkému obsahu v analyzovaném vzorku. Protewrelikosti asi
20 kDa byl vyraza znaeny lektinem MAA pouze u kmene CB53 (viz obr. 4).
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Obrazek 4. Lektinovy afinobloting, lektin MAA
M — zna&eny proteinovy standard, PF — frakce periplasmgticloiiki, OM — frakce viijSich membran

Znateny lektin SNA u vSech frakci jednétmozeznaval cca 200 kDa velky protein, a
dale rekolik proteini v rozmezi velikosti od 60 az k 100 kDa. Pouze rekioizolatu
CB53, stej# jako v gipac znaeni lektinem MAA, slab reagoval protein o velikosti
20 kDa v obou frakcich (viz obr. 5).
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Obrazek 5. Lektinovy afinobloting, lektin SNA
M — zna&eny proteinovy standard, PF — frakce periplasmaticloitiki, OM — frakce vijSich membran

V ptipadt znaeného lektinu GNA bylo detekovano mnoho praieirobou frakcich
borelii izolatu CB53. Detekovatelné proteiny u k@81 jsou pouze dvajippmnost
dalSich proteith nemohu posoudit Kii nizké koncetraci protein (viz obr. 6).
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Obrazek 6. Lektinovy afinobloting, lektin GNA
M — zna&eny proteinovy standard, PF — frakce periplasmaticloitiki, OM — frakce vijSich membran

Pri pouziti zngeného lektinu DSA shodnreagovaly ve frakci Biki kmene B31 i

v obou frakcich kmene CB53 proteiny velikosti aff kDa a 120 kDa. Protein o
velikosti 30 kDa pravépodobré chybi ve frakcich Kika kmenu B31(viz Obr. 7).
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Obrazek 7. Lektinovy afinobloting, lektin DSA
M — zna&eny proteinovy standard, PF — frakce periplasmgticloiiki, OM — frakce viijSich membran

Na membra# inkubované zngenym lektinem PNA se nepaila ziskat pozitivni

reakci Zadné ze zkoumanych sloZek borelii (bezzowédokumentace).

5.3. Frakcionace vzorki metodou izoelektrofokusace

Z davoda piiliSné komplexnosti vzork ziskanych z wjSich membran, byloi¢ba
vzorek dale rozdit aby bylo mozné ietelrg rozliSit pozitivre reagujic proteiny od
nereagujicich, neglykosylovanych proteinProteiny ve vzorku wjSich membran
izolatu CB53 jsem proto dale frakcionovala metodimoelektrofokusace podle
izoelektrického bodu (pl). Ve vyslednych vzorcichybproteiny s pl v daném rozmezi
koncentrova®Si nez v fivodnim vzorku, a proto se padila detekovatiadu més
abundantnich protein SDS-PAGE elektroforéza jednotlivych frakci odlzlize
hodnota izolektrického bodwt&iny proteirii ve vzorku vijSich membran je v rozmezi
54 az 7. Vysledky detekce glykoprotein separace pomoci SDS-PAGE nam davaji
lepSi gehled o zastoupeni protéinve frakci vigjSich membran CB53 a jejicltipadné
glykosylaci. Proteiny odpovidajici pozitivnim reékc na membranach PVDF byly
vyfiznuty z SDS-PAGE gelu a poslany na analyzu hmathepektrometrii (MS). Pro



lepSi porovnani vysledkziskanych lektinoblotem vzoikmembran CB53 a vzoik
separovanych izoelektrofokusaci uvadim oba vysledkly vedle sebe.

Obréazek 8. SDS-PAGE vzork z izoelektrofokusace

M — proteinovy standard, 2 — 12 v obrazku &nproteiny poslané na MS analyziisla oznauijici
jednotlivé vzorky pedstavuji rozsah pH podle pouZitych digtti izoelektrofokusaci. Vzorky Mgzané
Z tohoto gelu jsou dale v textu oZpaany krong ¢isla pismenem ,a“
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Obréazek 9. Jodistanova oxidace glykoproteit vzorcich z izoelektrofokusace
M — zna&eny proteinovy standard, 3 — 10 rozsah pH podl&ipmh diski pii izoelektrofokusaci izolatu
CB53
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Obrazek 10. Detekce glykoproteifi pomoci zn&enych lektini ve vzorcich z izoelektrofokusace,
lektin MAA

M — zn&eny proteinovy standard, 3 — 10 rozsah pH podl€ipmh diski pii izoelektrofokusaci, OM —
vnéjSi membrany izolatu CB53
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Obrazek 11. Detekce glykoproteifi pomoci zn&enych lektini ve vzorcich z izolektrofokusace,
lektin SNA

M — zna&eny proteinovy standard, 3 — 10 rozsah pH podlgipmh diski pii izoelektrofokusaci, OM —
vnéjSi membrany izolatu CB53
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Obrazek 12. Detekce glykoproteif pomoci zn&enych lektini ve vzorcich z iolektrofokusace, lektin

GNA
M — zna&eny proteinovy standard, 3 — 10 rozsah pH podl&ipgh diski pti izoelektrofokusaci, OM —
vnéjSi membrany izolatu CB53
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Obrazek 13. Detekce glykoproteifi pomoci zn&enych lektini ve vzorcich z izoelektrofokusace,
lektin DSA

M — zna&eny proteinovy standard, 3 — 10 rozsah pH podl&ipgh diski pti izoelektrofokusaci, OM —
vnéjSi membréany izolatu CB53
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Obrazek 14. Detekce glykoproteifi pomoci zn&enych lektini ve vzorcich z izoelektrofokusace,
lektin PNA
M — zna&eny proteinovy standard, 3 — 10 rozsah pH podl&ipgh diski pti izoelektrofokusaci

5.4. Afinitni chromatografie vnéjSich membran izolatu CB53 Borrelia burgdorferi

S. S.

Jako prvni jsem provedla afinitni chromatografii k@loné obsahujici lektin ConA.
Barveni proteifi pomoci Coomassie Brilliant Blue vzdrlseparovanych pomoci SDS-
PAGE ale neodhalilo fftomnost purifikovanych protein ziejm¢ kvali nizké
koncentraci protein ve vzorku. Poté jsem tentyz pokus zopakovala erial
obsahujici lektin SNA. Néasledna separace jednatlivyzorki pomoci SDS-PAGE
odhalila jediny protein o molekulové hmotnosti 2D&kve frakci M1, tedy ve vzorku
ziskaném po aplikaci 0,1 M laktézy (obr. 15). feproteinovy prouzek jsem figla a

také poslala na MS analyzu.
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Obrazek. 15. SDS-PAGE frakci ziskanych z afinitnitromatografie vyuzivajici lektin SNA

Afinitni chromatografii byla podrobena frakce&&ich membramorrelia burgdorferi kmene CB53. M —
proteinovy standard, F1 — prvni promyvani vzorkovfmifrem, F2 — druhé promyvani vzorkovym
pufrem, M1 — prvni vymyvani vzorkovym pufrem s 0,1lsktézou. Purifikovany protein vgzany
z tohoto gelu je dale v textu ozfmwan la.

5.5. Analyza proteini hmotnostni spektrometrii (MS)

Pro identifikaci proteif, které poskytovaly pozitivni reakcéi godistanové oxidaci a
pii reakcich s lektiny, bylyifslusné prouzky Mgzany a poslany na analyzu hmotnostni
spektrometrii. Pro analyzu byly pouzity vzroky zipezmatickych biika a vrgjSich
membran z obou kmén(Obr. 2), vzorky z izoelektrofokusace (Obr. 8 g && afinitni
chromatografie (Obr. 15). Vzorky protéinkteré jsou ozn#né na Obrazku 2 nebyly
identifikovany.

29



Obrézek 16. SDS-PAGE vzork z izoelektrofokusace

M — Proteinovy standard, 1 — 14 v obrazkudrmaoteiny poslané na MS analyzu, 3 — 10 nad olendizk
zn&i rozsah pH podle pouzitych diski izoelektrofokusaci. Vzorky Mgzané z tohoto gelu jsou déle
v textu oznaovany krong ¢isla pismenem ,b"

Podle ziskanych MS spekter bylo mozno identifikovatrek la (viz tab. 1) z afinitni
chromatografie jako OspC. Identifikovany peptiggstavoval pokryti 6,73% (viz Obr.
17). V spektrech ziskanych uvzorku 2a (viz tabidgntifikovaném jako FlaB, bylo

nalezeno 47.02% z celkové aminokyselinové sekvéolaeto proteinu (viz Obr. 19).

Vzorek 8a (viz tab. 1) byl identifikovan jako Osp@hkryti aminokyselinové sekvence
dosahovalo v tomtoifpad29.67%(viz obr.21).

Tab. 1. Vysledky k vzorkim z afinitni chromatografie a izoelektrofokusace
(Obrazek 8 a 15)

Cislo Identifikovany | Pokryti
vzorku protein (%)
la| OspC 6,7
2a|FlaB 47,03
8a|OspC 29,67
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MKKNTLSAILMTLFLFISC NNSGKDGNASANSADESVKGPNLAEISKKITESNA
VVLAVK EVETLLASIDELAK AIGQKIESNGGLNADGNQNGSLISGAYSISKLIK
QKLSILNSEALKEKIDAAKKCSEAFTDKLKNEHASLGKKDATDDDAKKAIL KT
NVDKTKGADELIKLSGSLESLSKAAQAILANSVKELTSPVVAESPKKP

Obrazek 17. Aminokyselinova sekvence proteinu Osp@GenBank ABQ42951.1) identifikovaném

ve vzorku la (viz Tab. 1)

Zvyrazrény Usek pedstavuje fragment proteinu, ktery byl identifikavé MS spektru. Potencialni N-
glykosylani mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.

EVETLLASIDELAK

Precursor mass 765.9101, charge 2
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Obrazek 18. Spektrum MS identifikovaného peptidu varku 1a

T
0 1000 594
M+H

MIINH NTSAINASRNNGINAA NLSKTQEKLSSGYRINRASDDAAGMGVSGK |
NAQIRGLSQASRNTSKAINFIQTTEGNLNEVEK VLVRMKELAVQSG NGTYSD

ADRGSIQIEIEQLTDEINRIADQAQYNOMHMLS NKSASQNVRTAEELGMQP
AKINTPASLSGSQASWTLR VHVGANQDEAIAVNIYAANVANLFSGEGAQTAQ

AAPVQEGVQQEGAQQPAPATAPSQGGVNSPVVTTTVDANTSLAKIENAIRMI

SDQRANLGAFONRLESIK NSTEYAIENLK ASYAQIKDATMTDEVVAATTNSIL
TQSAMAMIAQANQVPQYVLSLLR

Obrazek 19. Aminokyselinova sekvence proteinu FlaBGenBank AAC66541.1) indentifikovaném
ve vzorku 2a (viz Tab. 1)

Zvyrazrené Useky pedstavuji fragmenty protein které byly identifikovany v MS spektrech vzorku.
Potencialni N-glykosykni mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.
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Precursor mass 894.9566, charge 2 Precursor mass 618.3077, charge 3

FonA——H+—+HA—+ w ++ 1R - bmax Fe+H 1 ——+e- Y‘|—|_IENLK_|DMED(
bt w e | yvax IK—HE LH v Le 71— B — ymax
[ A O T R A L] \|I|\‘\|I|‘I| {1 A L R I B |
N N N N L 1;%.18;;\29 L I O L L
— 100 = N T O A N A — 100 O B
2 Phatab bbb ey bbby £ I L L T L L I O A R |
§ \:\}I:}:\:I::I:II}I::II:IlII é I :\}\:II}I: |:|=:| [
g 1 bl gty tabals I b il [ B
e ® Pl b ey gl 1480.7338 s ] b b b e
5 \:\:|::=\:|::|1092%:i54 IW‘T | 5 1 g bbb b
~ 50 [N ey y [ [ v 5y 1 L T T S | R 1 A L I R B B |
& Pl by vepat o =3 1y 1 6874028 1 1y |
b D g posssors|ip o 1 R
noog (R [N L s 1 byl T T I I I T T T |
& phatbgb b g b g gy 1N LN % Ly gt L L I T T O A A |
E ‘H::'II::IH::I“:”I E |\|| \I|||||.||I|
= n.m.l_,_l_h L N - ’ . 2 0 Al A I T - . ’ .
0 1000 2000 2331 0 1000 2000 2262
M+H M+H

Obr. 20. Vybrana MS spektra identifikovanych peptidi ve vzorku 2a (viz Tab.1)

MKKNTLSAILMTLFLFISC NNSGKDGNASANSADESVKGPNLAEISKKITESN

AVVLAVKEVETLLASIDELAK AIGQKIESNGGLNADGNQNGSLISGAYSISKLI
KQKLSILNSEALKEKIDAAKKCSEAFTDKLKNEHASLGKKDATDDDAKKAI LK
TNVDKTKGADELIKLSGSLESLSKAAQAILANSVK ELTSPVVAESPKKP

Obrazek 21. Aminokyselinova sekvence proteinu Osp@GenBank ABQ42951.1) identifikovaném

ve vzorku 8a (viz Tab. 1)

Zvyrazreéné Useky pedstavuji fragmenty protein které byly identifikovany v MS spektrech vzorku.
Potencialni N-glykosykni mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.
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Obrazek 22. Vybrana spektra MS identifikovanych pepida vzorku 8a (viz Tab. 1)
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Vzorek 2b (viz Tab. 2) byl identifikovan MS analyrgako FlaA s pokrytim 11,14%
(viz Obr. 23). Protein oziany 6b (viz Tab. 2) byl identifikovan jako antige@3/100 s
pokrytim 9% animokyselinové sekvence (viz Obr. 2B8jorky 7b a 13b (viz Tab. 2)
byly shodi urceny jako OspC s pokrytim 15,78% a 22,49% (Obr. 231a V
poslednim vzorkwislo 10b, identifikovaném jako BB0238, byly naleyepeptidy
predstavujici 25,39% saminokyselinové sekvence topiatteinu (Obr. 29).

Tab. 2. Vysledky k vzorkim z izoelektrofokusace (obr. 15)

Cislo Identifikovany Pokryti
vzorku protein (%)
2b|FlaA 11,14
6b| antigen p83/100 9
7b| OspC 15,78
10b| BB0238 25,39
13b| OspC 22,49

MVYMKRKAKSILFFLLSTVLFAQETDGLAEGSKRAEPGELVLDFAELAR DPSS
TRLDLTNYVDYVYSGASGIVKPEDMVVDLGIN NWSVLLTPSARLQAYVKNSV

VAPAVVKSESKRYAGDTILGVRVLFPSYSQSSAMIMPPFKIPFYSGESGNELGK
GLIDNIKTMKEIKVSVYSLGYEIDLEVLFEDMNGMEYAYSMGTLKFKGWAD LI

WSNPNYIPNISSRIIKDDVPNYPLASSKMRFKAFRVSKSHSSEQNFIFYVK DLR
VLYDKLSVSIDSDIDSESVFKVYETSGTESLRKLKAHETFKRVLKLREKISMPEG
SFONFVEKIESEKPEESSPKN

Obrazek 23 Aminokyselinova sekvence proteinu FlaAZenBank AAC67025.1) identifikovaném ve
vzorku 2b ( viz Tab. 2)

Zvyrazrené Useky pedstavuji fragmenty proteinu, které byly identifilémy v MS spektru. Potencialni N-
glykosylani mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.

AEPGELVLDFAELAR EQNFIFYVK
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Precursor mass 1629.8488, charge 1 Precursor mass 1187 6075, charge 1
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Obrazek 24. Vybrana spektra MS identifikovanych pepida vzorku 2b (viz Tab. 2)

MKKMLLIFSFFLIFLNGFPVSAREVDREKLKDFVNMDLEFVNYKGPYDSTNTYE

QIVGIGEFLARPLTNSNSNSSYYGKYFINRFIDDQDKKASVDVFESIGSKSELDSIL
NLRRILTGYLIKSFDYDRSSAELIAKVITIYNAVYR GDLDYYKGFYIEAALKSLS

KENAGLSRVYSQWAGKTQIFIPLKKDILSGNIESDIDIDSLVTDKVVAALL SENE
AGVNFARDITDIQGETHKADQDKIDIELDNIHESDSNITETIENLRDQLEKATDE

EHKKEIESQVDAKKKQKEELDKKAINLDKAQQKLDSAEDNLDVQRNTVREK IQ
EDINEINKEKNLPKPGDVSSPKVDKQLQIKESLEDLQEQLKETGDENQKREKQ
IEIKKSDEKLLKSKDDKASKDGKALDLDRELNSKASSKEKSKAKEEEITKGKSQ
KSLGDLNNDENLMMPEDQKLPEVKKLDSKEFKPVSEVEKLDKIFKSNNNVCGEL
SPLDKSSYKDIDSKEETVNKDVNLQKTKPQVKDQVTSLNEDLTTMSIDSS®VF
LEVIDPITNLGTLQLIDLNTGVRLKESTQQGIQRYGIYEREKDLVVIKMDS GKAK
LQILDKLENLK VVSESNFEINKNSSLYVDSKMILVAVRDKDSSNDWRLAKFSP
KNLDEFILSENKIMPETSESVRKNFIYLODEFK SLVILDVNTLKKVK

Obrazek 25. Aminokyselinova sekvence antigenu p8%Q (GenBank AAC67090.1) identifikovaném
ve vzorku 6b (viz Tab. 2)

Zvyrazréné Useky pedstavuji fragmenty protein které byly identifikovany v MS spektrech vzorku.

Potencialni N-glykosykani mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.
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Obrazek 26. Vybrana spektra MS identifikovanych pepida vzorku 6b (viz Tab. 2)

MKKNTLSAILMTLFLFISC NNSGKDGNASANSADESVKGPNLAEISK KITESNA

VVLAVK EVETLLASIDELAKAIGQKIESNGGLNADGNQNGSLISGAYSISKLIKQ
KLSILNSEALKEKIDAAKKCSEAFTDKLKNEHASLGKKDATDDDAKKAILK TN

VDKTKGADELIKLSGSLESLSKAAQAILANSVK ELTSPVVAESPKKP

Obrazek 27. Aminokyselinova sekvence proteinu Osp(@GenBank ABQ42951.1) identifikovaném

ve vzorku 7b (viz Tab. 2)

Zvyrazréné Useky fedstavuji fragmenty proteinkteré byly identifikovany v MS spektru. PotenaidN-
glykosylani mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.
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GPNLAEISK

Precursor mass 928.5083, charge 1
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Obrazek 28. Vybrana spektra MS identifikovanych pepidia vzorku 7b (viz Tab. 2)

MRRLFLLYILCSFVFLNLFAQGSSSYIDKQKELAIFYYEVGQRYINVGKIKKGKL
FQAKALKIYPDLKKGFDIKLAVKELDARIKDDNPKVVMLEDIKLEEIPGIV HEKIL
EINDETNAPK IEYIAQRERSKNQDKIKFQFGKFARALISRNEDLEFDSVIADKVN

VMGQFESKNDFISTLSSASSKADADELEYLSVDDYYDLKSLKISK SNDTSFAV
NVNAK KNDVTKNFPFWKERQTLIFTTEDDNNWEFLSSIN

Obrazek 29. Aminokyselinova sekvence proteinu BBO83Genbank NP_212372.1) identifikovaném

ve vzorku 10b (viz Tab. 2)

Zvyrazréné Useky pedstavuji fragmenty protein které byly identifikovany v MS spektrech vzorku.
Potencialni N-glykosykani mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.

37



IEINDFTNAPK NDFISTLSSASSK

Precursor mass 1261 641, charge 1 Precursor mass 1356.6627, charge 1
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Obrazek 30. Vybrana spektra MS identifikovanych pepida vzorku 10b (viz Tab. 2)
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NVDKTKGADELIKLSGSLESLSKAAQAILANSVK ELTSPVVAESPKKP

Obrazek 31. Aminokyselinova sekvence proteinu Osp@GenBank ABQ42951.1) identifikovaném
ve vzorku 13b ( viz Tab. 2)
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Zvyrazréné Useky pedstavuji fragmenty protein které byly identifikovany v MS spektrech vzorku.
Potencialni N-glykosykani mista jsou odliSen§ervenou barvou a velikosti pisma.
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Obrazek 32. Vybrana spektra MS identifikovanych pepida vzorku 13b (viz Tab. 2)
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6. Diskuse

Ackoli se urady spirochét uz dlouhou dobieppoklada fitomnost glykosylace jejich
povrchovych proteitn, dosud byla tato modifikace fgswdCivé prokazana jen u
nékolika z nich. O #kolika spirochétach byly publikovany studie prokjaaiu
glykosylaci jejich béikovych proteiri. UZ v roce 1988 v praci Brahamsha a Greenberga
byla popsana vazba dikovych proteii bakterie Spirochaeta aurantia na lektin
Concanavalin A (27). Ogp let pozaji byla prokazana glykosylace i u dalSi spirochéty
Serpulina  hyodysenteriae (19). Enzymaticka deglykosylace poskytlaikdzy o
piitomnosti glykokonjugdit u lidského patogen@reponema pallidum (49). Dosavadni
studie o glykosylaci spirochéty Lymské boreliézyak$ejsou jednotné (10, 28, 44), a
ackoli v genomu spirochétiorrelia burgdorferi u kmene B31 nebyly nalezeny Zadné
znameé glykosyltransferazy (57), nebyla dosud vyemacmoznost, Ze by proteiny této
spirochéty mohly byt glykosylovany. Cilem této prdbylo proto podat ikazy o

glykosylaci alespid nekterych z mnoha povrchovych protéiBorrelia burgdorferi.

Jodistanovd oxidace prokazalaritpmnost velkého mnoZstvi glykokonjugatve
vzorcich. Vyraznou reakci poskytovala cealada velkych protein nad 60 kDa.
Lektinobloting opakovah detekoval protein ve velikosti asi 100 kDa. Odplayiici
protein byl analyzovan hmotnostni spektrometriicalgilo se jej identifikovat jako
antigen p83/100. V aminokyselinové sekvenci tohmtoteinu jsou if potencialni N-
glykosyla&ni mista. B pouZziti zn&enych lektiii DSA, GNA a MAA je Iépe vidt
glykosylace u vzork frakcionovanych izoelektrofokusaci. Tento protemvSem
poskytoval nejsilgjSi reakci se zr@nym lektinem SNA, coz by mohlo znamenat
piitomnost terminalni kyseliny sialové na modifikigic glykanech (52). Kyselina
sialovd, prezentovana na povrchu bakterie, je fdniprostedki, jak se vyhnout
imunitni odpo¥di sakiho hostitele. Bakterie takto totiz napodobujecsdnky. Tato
strategie byla zatim prokazana u patdgEscherichia coli K1, Neisseria meningitis, B
skupiny streptokok Pasteurella hemolytica, Haemophilus ducreyi, C. jguni i u
nepatogenni bakterieClostridium thermocellum. Tyto bakterie jsou schopné
syntetizovat kyselinu sialovou (shrnuto v 58, 5%vSem bakterie jako nap
Haemophillus influenzae nebo lidsky symbiontBacteroides thetaiomicron hojn¢

vyuZiva i moznost ziskat tento sacharid ze svélodi ¢g&hrnuto v 60), coz by mohl byt i
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piipad borelii. V podrob#Si analyze by mohlo byt zajimavé&sit zpasob glykosylace
tohoto dosud malo prozkoumaného proteinu.

DalSi protein, ktery byl vyraznrozeznavan lektiny, ma molekulovou hmotnost asi 40
kDa. Silre reagoval zejména s lektiny MAA a PNA . Takéiippd znaenych lektiri
SNA a DSA byl tento protein slabdetekovan. Oxidace jodistanem bohuZel Zadny
takovy protein nedetekovala. Pozitivni reakcecensch lektii MAA a SNA by ot
mohla znamenatifiomnost kyseliny sialové (52, 53). DiskutabilnBew je, zda je tato
kyselina sialova vysledkem glykosylace proteirspirochétou, nebo zda tento
glykokonjugat pochazi z BSK-H médiu, podébjako rekteré sialované proteiny
identifikované v praci Vancova a kol. (56).¢8ta a kol. (44). Vichto pracich byly
publikovany vysledky lektinového afinolotingu, kéerposkytly fadu pozitivnich
vysledki, ovSem pouze u glykénlokalizovanych na vnihi strag vnéjSi membrany

borélie I1ze pedpokladat, Ze nepochazi z kultimého média.

Vzhledem k pozitivni reakci dalSiho zesmého lektinu PNA bychom mohliekavat
navazanou galaktozu (1-3)N-acetylgalaktosamin neDeaglykosylaci (54). O-glykany
jiz byly studovany u &kolika druhi bakterii a ukazuje se, Ze jejich Skala je rteing
pestra, mnohem pésiSi nez u eukaryot. Glykosylace pili u bakteNeisseria
gonorrhoae, N. meningitides a u Pseudomonas aerigunosa, stejré glykosylace jinych
struktur u bakteriHelicobacter pylori a Campylobacter coli pinifadu dilezitych funkci
souvisejicich se spravnou funkci pili &ikii, kolonizaci hostitele nebo virulenci (38).
O-glykosylace u borelii by ovSem musela byt potaeeanalyzou MS nebo afinitni
chromatografii, a pak by byloaba dale studovat mechanismus a vyznam glykosylace

téchto spirochét.

Velikost tohoto detekovaného proteinu kolem 40 kiyamohla odpovidat Bikovému
proteinu FlaB, coZz potvrdila i analyza hmotnostpeldrometrii. Aminokyselinova
sekvence tohoto proteinu obsahuje 7 potencialnidtogylacnich mist, z nichz &kolik

se nachazeloipmo na identifikovanych peptidech. Glykosylace twhproteinu byla
podrobré analyzovéana v praci 8by a kol. (44). Dle zndmé molekulové hmotnosti
FlaB byly pomoci hmotnostni spektrometrie analyryvéodpovidajici proteiny
vyiezany z SDS-PAGE gelu. U tohoto proteinu glykosylagebyla potvrzena;
piitomnost modifikovanych molekul FlaB mimo zkoumanoblast molekulovych

hmotnosti ovSem nebyla sledovana. Z publikovanygblediki je ovSem patrné, Ze
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mimo zkoumané rozmezi byl shads mymi vysledky obarven protein dilgizné
velikosti 40 kDa pomoci lektinu MAA. V publikovarstudii byl studovan kmen B31 na
rozdil od mnou sledovaného izolatu CB53, coiZzen byt také zdrojem rozdilnych

vysledk.

Zajimavé vysledky byly ziskany MS analyzou proteinzolovaného afinitni
chromatografii, ktery byl den jako OspC. V aminokyselinové sekvenci toho pnote
jsou znamy 3 potencialni glykosytd mista. V MS spektrech se pditla identifikovat
jen jeden peptid odpovidajici proteinu OspC, copos&tuje pro jednozrmou
identifikaci proteir pri analyze MS. Identifikovany protein ale odpoviddlikostre
proteimim z dalSich vzork, které byly také identifikovany jako OspC (viz vkg 7, 13,
Tab. 2 a vzorek 8, Tab. 1). VSechny tyto vzorkkaig z izolatu CB53 davaly obdobné
reakce pi afinitnim barveni pomoci zdanych lektim (viz Obr. 4, 5, 9, 10, 11, 12, 14).
Zejména znéeny lektin MAA reagoval s proteinem o velikosti &0 kDa velice
vyrazre. Schopnost tohoto proteinu vazat nejlépe MAA a SiWApoukazovala agp na
piitomnost zbytku kyseliny sialové (52, 53). V sowlagmito zawry jsou i vysledky
z afinitni chromatografie, jelikoZz tento protein lbigolovan pra¢ lektinem SNA.
Glykosylace proteinu OspC nebyla doposud prokazamaérg tato prace by mohla

poskytnout pedlEzné vysledky k dalSim analyzam.
Tato prace poukazala na moZnaotitgnnost glykosylace u boreliarnich protein

izolatu CB53 spirochéB. burgdorferi. Schopnost borelii glykosylovat proteiny bude

treba dale potvrdit.
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