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Souhrn

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala izolaci a purifikaci rekombinantniho
antigenu OspA spirochety Borrelia burgdorferi a vyhodnocenim protilatkové odpovédi
po experimentalni vakcinaci laboratornich mysi.

V teoretické cCasti jsem se vénovala popisu onemocnéni zvaného lymska
borelioza, a to mikrobiologii etiologické agens B. burgdorferi a jejim Osp antigentim,
patogenezi, ptiznakim, diagnostice, prevenci, 1€cb¢é a epidemiologii. Zminila jsem i
problematiku vyvoje vakcin proti tomuto onemocnéni. V dalSi Casti reSerSe jsem
popsala piipravu a izolaci rekombinantnich proteint, a to pfedevs§im pomoci His-tagu.
Posledni ¢ast teoretického tvodu jsem vénovala tématu piitomnosti endotoxinu
Vv roztocich rekombinantnich proteint a jeho odstranéni.

V praktické Césti jsem se zaobirala izolaci a purifikaci rekombinantniho
proteinu OspA pomoci HisPur Ni-NTA a Ni-NTA agardzy, zakoncentrovanim roztoku
proteinu a odstranénim endotoxinu. Po vakcinaci experimentalnich mysi jsem provedla
vyhodnoceni protilatkové odpovédi pomoci ELISA testl. Celkem bylo vakcinovano
sedm skupin experimentalnich mysi po péti jedincich. Kazda skupina byla imunizovana
jinym druhem vakciny, a to vakcinou skladajici se z volného OspA v roztoku, OspA
navazaného na lipozomy, OspA navazaného na lipozomy s adjuvans MT02, OspA
navazaného na lipozomy s MTO03, OspA navazané¢ho na lipozomy s MTO05, OspA
navazaného na lipozomy s MT06 a OspA navazaného na lipozomy s MTO7.

Celkové nejvyssimi hodnotami koncentrace stanovovanych imunoglobulini se
vyznacovala skupina experimentalnich mysi ockovana rekombinantnim anigenem OspA

navazanym na lipozomy s MTO06.



Summary

In my diploma thesis, | have focused on isolation and purification of the
recombinant antigen OspA of Borrelia burgdorferi spirochete and with assessment of
antibody response after experimental vaccination of laboratory mice.

In the theoretical part, | have focused on describing an illness called Lyme
disease, namely microbiology of the etiological B. burgdorferi agent and its Osp
antigens, pathogenesis, symptoms, diagnostics, prevention, treatment and epidemiology.
I have also included the issues connected to developing vaccines against this illness. In
the next part of my research, | have described preparation and isolation of recombinant
proteins, especially using His-tag. | have dedicated the last part of the theoretical
introduction to the topic of endotoxin in recombinant protein solution and of its
removal.

In the practical part, | have focused on the isolation and purification of the
recombinant OspA protein using HisPur Ni-NTA and Ni-NTA agarose, on
concentrating the protein solution and removing the endotoxin. After the vaccination of
the experimental mice, | have performed an assessment of the antibody response using
ELISA tests. In total, seven groups of five individuals of experimental mice was
vaccinated. Each group was immunized with a different type of vaccine, these being a
vaccine composed of a free OspA in a solution, OspA bound on liposomes, OspA
bound on liposomes with MT02 adjuvant, OspA bound to liposomes with MT03, OspA
bound on liposomes with MT05, OspA bound on liposomes with MT06 and OspA
bound on liposomes with MTO7.

In total, the highest values of determined iminoglubulines concentration
appeared with the group of mice vaccinated by the OspA recombinant antigen bound to

liposomes with MTO6.
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1. Uvod

Lymské borelioza je onemocnéni zpusobené spirochetami druhového
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Jedna se o nejcastéji se vyskytujici chorobu
pfenasenou Clenovcei. V humanni mediciné dosud neni k dispozici zadna vakcina, ktera
by poskytla dostatecnou ochranu proti lymské boreliéze. Jedinou moznou prevenci
dosud zGistava vyhnuti se kontantu s ptenase¢em B. burgdorferi, klistétem.

Ve své diplomové praci se budu zabyvat izolaci a purifikaci rekombinantniho
antigenu OspA, ktery je antigenem B. burgdorferi. Nasledné¢ budu vyhodnocovat
imunitni odpovédi po vakcinaci experimentdlnich mysi timto rekombinantnim
antigenem OspA. Vysledky experimentalni ¢asti této diplomové prace by mély pomoci
odhalit nejvhodnéjsi slozeni vakciny, kterd by v budoucnosti mohla byt vyuzita pro

imunizaci ve veterinarni, nebo také v humanni mediciné€.



2. Cile prace

e Shromazdéni dostupnych literarnich zdroji

e Zpracovani reSerSe na dané téma

e Izolace a purifikace rekombinantniho antigenu OspA spirochety Borrelia
burgdorferi pomoci chromatografickych metod

e Vyhodnoceni protildtkové odpovédi po vakcinaci experimentalnich mysi



3. Literarni prehled

3.1 Lymska borelioza

Lymska borelioza je nejcastéji se vyskytujici nemoc, kterou prenaseji ¢lenovci,
v ramci Evropy a Spojenych stati americkych. Typické ptiznaky této choroby byly
poprvé popsany jiz na konci 19. stoleti (Kiupka et al., 2011).

Steere et al. (1978) popisuji vyskyt lymské artritidy, tehdy nového zanétlivého
onemocnéni kloubtl, vyskytujici se na jihovychodé statu Connecticut nejméné od roku
1972. Epidemiologickou analyzou bylo zjisténo, ze vétSina pacienti zila v husté
zalesnénych oblastech a nejvice novych piipadi bylo zaznamendno béhem Iléta a
¢asného podzimu, coz je v korelaci s vyskytem klistat. U 25 % pacientd se pted
nastupem artritidy objevila kozni léze erythema chronicum migrans, ktera byla
v Evropé jiz diive davana do souvislosti s kousnutim klistéte. Steere et al. (1978)
sledovali pacienty, u kterych se objevila lymska artritida, erythema chornicum migrans
nebo oba ptiznaky najednou. U téchto pacientd pozorovali také dalsi ptiznaky, a to
malatnost, inavu, zimnici, horecku bolesti hlavy nebo ztuhly krk. Né&ktefi z pacientl si
také vzpomnéli na kousnuti klistéte pred objevenim ptiznaki. Byla vyslovena hypotéza,
ze vSechny pfiznaky jsou projevy jedné nemoci, kterd je pfenaSena klistaty, a to
predevsim druhem Ixodes scapularis (Steere et al. 1978).

K objevu etiologické agens lymské borelidzy doSlo az na pocatku 80. let
20. stoleti, kdy Burgorfer et al., (1982) izolovali spirochety vazajici imunoglobuliny
pacientl zotavujicich se z tohoto onemocnéni. Zaroven pozorovali vyvoj kozni 1éze
pfipominajici erythemu chronicum migrans u kralikt, na nichZ byla infikovana klistata

Ixodes dammini krmena.

3.1.1 Borrelia burgdorferi

Rod Borrelia nalezi do kmene spirochety (Spirochaetes). Podle stavby bunécné
stény se jedna o gramnegativni bakterie (Sedlacek, 2007). Vsechny rody kmene
spirochety sdileji typické morfologické vlastnosti, a to vicevrstevny vnéjsi plast’ nebo
vnéjSi membranu, protoplazmaticky valec skladajici se z peptidoglykanové vrstvy,
cytoplazmy a cytoplazmatické membrany, a periplazmatické biciky, které jsou umistény

mezi vnéj$im plastém a protoplazmatickym valcem (viz Obrazek ¢. 1) (Johnson et al.,



1984). Dalsimi pro ¢lovéka patogennimi spirochetami jsou bakterie rodu Leptospira, a
to L. interrogans zpusobujici leptospirézu a Treponema, konkrétné T. pallidum,

etiologicka agens syfilidy (Nester et al., 1995).

Obrazek & 1: Rez spirochetou Borrelia burgdorferi zobrazeny pomoci transmisni

elektronové mikroskopie. 1: vnitini membrana, 2: vné&j$i membrana, 3: periplazmaticky

prostor s biciky (foto: Radko Novotny, LF UPOL, archiv skolitele).

Komplex Borrelia burgdorferi sensu lato je skupina bakterii ¢itajici 18 druhu.
Vétsina druhi borelii se vyskytuje pouze na daném tizemi. Pro 11 druhu, a to B. afzelii,
B. bavariensis, B. garinii, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmanii, B. tanukii,
B. turdi, B. valaisiana a B. yangtze, je typickym vyskytem pouze Evropa anebo Asie. U
druhti B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. carolinensis a B. kurtenbachii
se predpokladal vyskyt pouze na tUzemi Spojenych stath americkych, avSak
B. carolinensis se spolu s B. bissettii a B. burgdorferi sensu stricto vyskytuje nejen
v USA, ale také v Evropé. Z celkového poctu 18 druhti borelii je ¢loveék bézn¢ infikovan
ttemi druhy zpisobujicich lymskou boreliézu, a to B. burgorferi s. s., B. afzelii a
B. garinii. Donedavna se mélo za to, Ze v USA zpisobuje lymskou boreliézu pouze
B. burgdorferi s. s. (Rudenko et al., 2011), avsak v posledni dobé zde byly objeveny
dalsi druhy B. burgdorferi s. I. zptuisobujici toto onemocnéni, a to B. mayonii (Pritt et al.,
2016) a druh podobny B. bissettii (Rudenko et al. 2016).

Buiiky borelii se vyznacuji tenkym spirdlovitym tvarem o délce 4 — 30 um a
Sitce 0,2 um. Na bunice se nachazi 4 — 15 zavita vzdalenych od sebe 2 um. Typickym
znakem zastupct komplexu B. burgdorferi s. . je 5 — 12 bi¢iki umoziujicich pohyb,
ktery vznika natahovanim a smr§tovanim téla nebo rotaci kolem podélné osy. Biciky se

vypinaji z bazalnich diski v cytoplazmatické membrané, nachézeji se pod vnéjsi
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bunéénou sténou a obtaci télo borelie po celé jeho délce (Hulinska, 2013a). Borrelia
burgorferi je schopna se pohybovat jak v malo viskdznich, tak ve vysoce viskoznich
médiich gelovité konzistence, kterd zastavuji pohyb vétSiny bakterii. Behem pohybu
dochazi k asymetrickému pohybu dvou skupin bi¢ikii. To znamena, Ze jedna skupina
bic¢ikli se pohybuje po sméru hodinovych rucicek, zatimco druhd skupina proti sméru
hodinovych ruci¢ek (Charon et al., 2009). Nejvétsi zmérena hodnota rychlosti borelie
byla namétfena v plazmé hepatinizované lidské krve obohacené o krevni desticky, na
kterych se borelie pohybovala. Rychlost byla stanovena na 2800 um/min (Malawista et
de Boisfleury Chevance, 2008).

B. burgdorferi se ve tkanich mize vyskytovat také ve form¢ cyst (viz Obrazek
¢. 2). Pfeména helikalni formy na cystickou byla in vitro pozorovana jako reakce na
pfitomnost antibiotik, zmény pH, piebytek metabolitl, starnuti nebo piitomnost
protilatek (Brorson et Brorson, 1998). Mezi dalsi atypické formy spirochet borelii patii
struktury ve tvaru prstence nebo smyc¢ky, vacky a masy podobné koloniim (viz Obrazek
¢. 2) (Miklossy et al., 2008). Cysty borelii maji snizenou metabolickou aktivitu, ¢imz
dochizi k mozné rezistenci vici antibiotikiim. U€innost n&kterych antibiotik totiz
vyZzaduje aktivni metabolizmus bakterie, jelikoz antibiotika cili na procesy tvorby
proteini nebo slozek bunécné stény a svym plsobenim je inhibuji. Tento fakt muize
vysvétlovat, pro¢ je lymska borelidza u nékterych pacientl Spatné 1éc¢itelnd a vedl k také
k teorii, ze diky tomu mize byt infekce docasné necinnd a mutze dojit k reaktivaci
onemocnéni po 1é¢bé antibiotiky (Brorson et Brorson, 1997). Zpétna pieména z cystické
formy do formy helikalni byla prokazana jak in vitro, tak in vivo (Miklossy et al., 2008).
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Obrazek ¢ 2: Morfologické  formy  Borrelia  burgdorferi  barvené
karboxyfluoresceinsukcinimydylesterem a zobrazené ve fluorescen¢nim mikroskopu.
A helikalni forma, B: struktura podobna koloniim, C: cystickd forma, D: piechod mezi

cystickou a helikalni formou (foto: Michal Ktupka).

Genom Borrelia burgdorferi kmene B31 (nominotypicky kmen) je tvoifen
linedrnim chromozomem o délce 910 725 part bazi, 12 linedrnimi a 9 cirkularnimi
plazmidy, coz piedstavuje dosud nejvétsi popsany pocet extrachromozomalnich
molekul DNA ze vSech bakterii. Celkova délka extrachromozomdlni DNA je
610 694 part bazi (Casjens et al., 2000). Na linearnim chromozomu se nachazi celkem
853 cCtecich ramci, které obsahuji geny kodujici zékladni sadu proteinti nutnych
k replikaci DNA, transkripci a translaci, proteiny vyznamné pro transport rozpusténych
latek a proteiny pro kontrolu a regulaci energetického metabolismu (Fraser et al., 1997).

Vétsina genli nesenych na plazmidech patfi do jedné ze 161 paralognich
genovych rodin a 107 téchto genovych rodin obsahuje alesponi jeden gen neseny na
plazmidu. Vice nez 90 % plazmidovych gent je specifickych pouze pro rod Borrelia,
coz naznacuje, ze jejich produkty jsou zodpovédné za specializované funkce. V genomu
se nachazi také 167 pseudogent. Takto velké mnozstvi mutaéné poskozenych gent je u
bakterii velice neobvyklé. Mezi plazmidy dochazi k pfestavbam, coz vede ke znaénému
zvySovani variability (Casjens et al., 2000). Plazmidy obsahuji geny kodujici povrchové

antigeny (Osp antigeny), které jsou nezbytné pro infekci hostitele. Vlivem opakované
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infekce nebo plisobeni antibiotik miize dochazet ke ztrat¢ kratkych plazmidd, a tim
padem i Osp antigeni. Dulezitou c¢asti plazmidi borelii jsou mezidruhové i
vnitrodruhové rozdilné regulacni geny (Bdr geny), jejichz produkty jsou uloZeny
V cytoplazmé a neni mozné je ovlivnit antibiotiky ani protilatkami (Hulinska, 2013a).

Pfitomnost vSech gent kodujicich dilezité proteiny pro glykolyzu v genomu
znadi, ze jako primarni zdroj energie je vyuzivana glukéza. Glykolyzou mize projit ale
také glycerol, glukosamin, maltéza nebo fruktéoza. Vhledem k malé velikosti genomu
spirochety Borrelia burgdorferi vSak nejsou tyto bakterie schopné syntetizovat
aminokyseliny, mastné kyseliny, enzymové kofaktory a nukleotidy (Fraser et al., 1997).
Z tohoto divodu je borelie nutné in vitro kultivovat v médiu s dostatkem téchto latek.
Ke kultivaci in vitro se proto pouziva tzv. Barbour-Stoener-Kellyho médium obsahujici
mimo jiné také inaktivované krali¢i sérum. Optimalni teplota kultivace in vitro se
pohybuje mezi 30 a 37 °C. Pii teploté 39 °C dochazi ke zpomalovani rastu borelii a pii
teploté vyssi nez 40 °C se rast Uplné zastavuje a borelie nejsou schopné se dale délit, a
to ani, kdyz se nasledn¢ teplota opét snizi (Barbour, 1984). Garon et al. (1989) uvadéji,
7e generacni doba rustu in vitro je 12 — 20 hodin, kdezto Hulinska (2013a) upfesiiuje
tuto dobu na 12 — 14 hodin in vitro a 6 — 12 hodin in vivo.

Hlavnim pienasecem B. burgdorferi v Evropé je klisté Ixodes ricinus (Brouqui
et al., 2004), ve Spojenych statech americkych je jako primarni pfenase¢ oznacovano
klisté Ixodes scapularis (Fiserova et al., 2008). Spirochety borelii byly také nalezeny u
hmyzu sajiciho krev, a to pfedev§im u komart rodu Aedes (Sanogo et al., 2000). Larvy
a nymfy klist'at parazituji pfevazné na malych hlodavcich a ptacich, dospéla klistata se
zivi krvi vétSich savct, jako jsou jeleni, divoké i doméci Selmy. Doba sani klist’at je
pomérné dlouhd, nékolik dni az tyden (Brouqui et al., 2004). Spirochety borelii se
dostavaji do traviciho traktu, hlavné stieva larev klistat pii sani krve nakazenych
hlodavct. Ve stievech klistéte probihd vyvoj a rast spirochet. Nasledné se spirochety
presouvaji do slinnych zlaz klistéte, odkud jsou spolu se slinami pfenaSeny do hostitele
(Fiserova et al., 2008). Klicovym faktorem uspésného pienosu borelii z vektoru do
hostitele, je vyuziti farmakologickych schopnosti slin klistéte, mezi které patii naptiklad
ovladani hemostazy, zanétlivé a imunitni odpovédi hostitele (Nuttall, 1999). Béhem
svého endozootického cyklu se musi borelie pfizplsobit velmi rozdilnym prostiedim, a
to jak zazivacimu traktu klistéte a jeho hemolymf€, tak krvi a riznym pevnym tkanim
hostitele. Pro Uspé$nou infekci hostitele je nutné vyhnout se imunitnimu systému

hostitele, mit schopnost pronikat tkanémi a piipadné na tkanové struktury adherovat.
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Vétsina téchto mechanizml je spojena s pfisn¢ regulovanou expresi a funkci

povrchovych lipoproteint (Kfupka et al., 2011).

3.1.1.1  Osp antigeny

Dulezitou soucasti téla bakterie Borrelia burgdorferi s. |. jsou povrchové
proteiny Osp (outer surface protein). Celkem existuje 6 druhtit Osp antigend, a to OspA,
OspB, OspC, OspD, OspE a OspF (Hulinska, 2013a). Vné&jsi proteinové antigeny véetné
Osp proteind jsou lipoproteiny, jejichz struktura piimo souvisi s imunogennimi
vlastnostmi (Brandt et al., 1990).

K imunodominantnim proteinim B. burgorferi patii kromé flagelinu proteiny
OspA a OspB. Geny pro tyto dva proteiny se nachazeji na jednom plazmidu a jsou
exprimovany ze stejného operonu (Fikrig et al., 1992). OspA je 31kDa monomerni
protein ukotveny v membrané prostiednictvim lipidovaného cysteinového zbytku na
N-terminalnim konci proteinu (Huang et al., 1998). OspA se v Evropé vyskytuje
Vv 7 sérotypech. Sérotyp 1 patii B. burgdorferi s. s., sérotyp 2 B. afzelii a sérotypy 3 — 7
B. garinii (Wilske et al., 1993a). Koordinace exprese Osp antigenii ma zasadni vliv na
patogenni strategii borelii (Seemanapalli et al., 2010). OspA se exprimuje predevsim
v dobé, kdy se spirochety nachdzeji ve stievé nenakrmeného klistéte, a to predevSim
proto, ze umoziuje adhezi k epitelidlnim bunkam stfev kliStéte diky receptoru pro
OspA, TROSPA, nachazejicim se na povrchu téchto bunék (Pal et al., 2004). Exprese
proteini OspA a OspB je pozitivné regulovdna sigma faktorem RpoD. Negativni
regulaci exprese OspA a OspB zajist'uje potom sigma faktor RpoS, na kterém je zavisla
exprese proteinu OspC (Caimano et al., 2005). OspC je vysoce polymorfni protein o
velikosti 22 — 23 kDa (Wang et al., 1999), ktery umoznuje piechod spirochet ze stiev do
slinnych zlaz klistéte (Ohnishi et al., 2001) diky tomu, Ze vaze plasminogen pfitomny
v krvi savce (Steere et al., 2004). Exprese OspC se dramaticky zvySuje v reakci na
pfijem potravy klistéte, ¢imz se pfipravuje na infekci hostitele. Vysoka exprese OspC je
také pozorovana v Casnych stadiich infekce savce. JelikoZz je OspC nejen silnym
imunogenem, ale také UCinnym cilem imunitniho systému savcl, je na zacatku
specifické humoralni odpovédi hostitele jeho exprese utlumena (Seemanapalli et al.,
2010). Prepnuti v expresi OspA a OspC je indukovano teplotou. OspA je exprimovan
pii teploté 24 °C, kdezto OspC pfi teploté 32 — 37 °C, tedy kdyz klisté pfijima krev a
lymfu hostitele (Wang et al., 1999).
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U spirochet kultivovanych in vitro je exprese OspA antigenu spusténa. Jejim
zastavenim muze dochéazet k naruseni integrity vnéjsi vrstvy lipoproteinti, coz mize
ohrozit pteziti borelie. V téle savce je antigen OspA fenotypicky potlacen z divodu
vyhnuti se imunitnimu systému hostitele, coz borelii umozni pretrvat v téle hostitele.
Vzhledem ke své vysoké imunogenité¢ je OspA schopen vyvolat silnou specifickou
humoralni imunitni odpovéd’ jiz v nizkych koncentracich. Pokud se v savéich tkanich
nachazeji protilatky proti antigenu OspA a krev s témito protilatkami se dostane do
kontaktu s OspA ve stievé klistéte, dojde ke zvySené expresi OspA patogenem, ¢imzZ se
borelie stava velice senzitivni vic¢i savéim protildtkdim. To muze vést k preruseni

endozootického cyklu a vymyceni borelii (Xu et al., 2010).

3.1.2 Patogeneze a priznaky

Lymskou borelidbzu zpusobuji minimalné tfi druhy komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato, a to B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii a B. afzelii. Kazdy
z téchto druhti je spojen s riznymi manifestacemi onemocnéni (Brouqui et al., 2004).
Zatimco B. burgdorferi s. s. je nejastéji spojena s artritidou, B. garinii zpisobuje
neuroboreliozu a pro B. afzelii je typickym pfiznakem chronické onemocnéni kize
zvané acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) (Liinemann et al., 2001). Kozni 1éze
zvana erythema migrans (EM) je spojena se v§emi tfemi druhy (Brouqui et al., 2004).

Lymskéa borelioza ma 3 stadia, pficemZ u riznych pacienti se nemusi
vyskytovat ptiznaky vSech fazi. Je mozné také zaznamenat riizné projevy onemocnéni
V riznych ¢astech svéta. Jedné se piedevsim o rozdil mezi ptiznaky pozorované v USA

od téch v Evrop¢ a Asii (Steere et al., 2004).

Prvni stadium

Prvnim stadiem lymské borelidzy je lokalni infekce ktize, ktera se projevuje
pomalu se rozsifujici erythemou migrans (viz Obrazek €. 2). Tato kozni 1éze se objevuje
u cca 70 — 80 procent pacient po 3 — 32 dnech od kousnuti klistétem (Steere et al.,
2004). K dalsim ptiznaklim prvni faze onemocnéni patii projevy podobné chiipce, a to
horecka, inava, bolest hlavy, svali a kloubti. Dale se mize objevit ztuhla Sije nebo
obrna licniho nervu (Smith et al., 2002). Kozni 1éze EM se sklada z perivaskularniho
infiltratu lymfocytt, makrofagti, dendritickych bun¢k a malého mnozstvi plazmatickych

bun¢k (Miillegger et al., 2000).
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Obrazek ¢. 3: Erythema migrans na pravém zadnim nadlokti v misté pfedchoziho

kousnuti klistétem (foto: James Gathany, Wikipedia Commons).

Prvni linii obrany hostitele muze byt lyza spirochet zprostfedkovana
komplementem (Steere et al., 2004). Spirochetalni lipoproteiny také aktivuji makrofagy,
coz vede k produkci prozanétlivych cytokind, jako jsou TNF-o a IL-1B. Vysledkem
aktivace makrofagli je degradace spirochet (Miillegger et al., 2000). Boreliemi
stimulované mononuklearni bunky periferni krve produkuji Thl prozanétlivé cytokiny,
a to predevsim IFN-y a IL-4 (Glickstein et al., 2003). Béhem né¢kolika dnd po vzniku
nemoci je mozné u vétsiny pacientil detekovat IgM protilatky proti OspC a flagelinu B
(Vaz et al., 2001).

Navzdory silné imunitni odpovédi ale muze infekce pretrvavat. Virulentni
faktory, jako je sniZeni exprese OspC a rekombinaci zprostfedkovanad zména
antigennich vlastnosti povrchového lipoproteinu VISE (Vmp-like sequence protein
Expressed, neboli Variable major protein E), umoznuji boreliim vyhnout se imunitnimu

systému a pokracovat v infekci hostitele (Stanek et al., 2012).

Druhé stadium

Druhé stddium nemoci nastava tydny az mésice po pocate¢ni infekci. Dochazi
k systémovému S$ifeni. Projevem infekce v kardiovaskularnim systému mohou byt
arytmie riznych forem, kterych si ale pacient nemusi v§imnout. VétSina téchto forem
arytmii je nastésti pouze prechodna. Spirochety Ize v této fazi v menSim mnozstvi ziskat
také ze vzorkd myokardu, svalu, kosti, sleziny, jater, mozkovych plen a mozku (Duray
et Steere, 1988). Mozné klinické projevy zahrnuji také sekundarni prstencovité kozni

1éze, akutni lymfocytarni meningitidu, kranidlni neuropatii, zdnét miSniho kofene a
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periferniho nervu, silné migrujici bolesti kloubi, Slach, svall a kosti a vzacné také oéni
komplikace. (Steere et al., 2004).

Siteni spirochet je umoznéno jejich interakei s proteiny hostitele. P¥ikladem je
schopnost interakce borelii s aktivaénim systémem plasminogenu diky expresi
endogennich akrivatori plasminogenu a vazbou plasminogenu prostfednictvim
receptori na povrchu borelii (Coleman et al., 1997). Dale se mohou prostfednictvim
povrchovych DbpA a DbpB (decorin-binding protein) lipoproteini, vazat na
proteoglykan decorin, ktery je spojen s kolagenovymi vlakny (Guo et al., 1998), diky
proteinu BBK32 se borelie mohou vazat k fibronektinu (Probert et Johnson, 1998),
protein p66, ktery se nachazi na povrchu borelii, se vaze na fetézec B3 integrind
hostitelskych bun¢k (Coburn et al., 1999), a pomoci proteinu Bgp (Borrelia GAG-
binding protein) jsou borelie schopny se vazat na glykosaminoglykany heparinu a
erytrocytu (Parveen et al., 2000).

U pacientll s neuroboreliézou byla v mozkomi$nim moku zjiSténa zvySena
produkce interferonu IFN-y a nasledné také interleukinu IL-4 (Widhe et al., 2004).
V priibéhu nékolika mésicii az let se postupné vyviji specifickd imunitni odpovéd’, a to
predevsim proti cca 10 proteinim borelie. K témto proteiniim patii OspA, OspB, OspC,
flageliny a heat-shock proteiny (Dressler et al., 1993).

Treti stadium

Ttetim stddiem je infekce spojend s dlouhodobymi ptiznaky. Tim jsou mysleny
projevy nemoci pietrvavajici delsi dobu nez 6 mésict.. Typickymi pfiznaky této faze je
chronickd neuroboreliéza, kozni 1éze acrodermatitis chronica atrophicans, zanét
miSnich kofenil, obrna licniho nervu a dalsi chronické obrny, které Casto doprovazi
parestézie (poruchy citi, jako je napf. mravenceni, pichdni, svédéni nebo péleni kize),
celkova bolest a bolest hlavy, kognitivni dysfunkce, lehké psychiatrické projevy a inava
(Widhe et al., 2004). Objevuje se také chronicka artritida, pro kterou je typické sttidani
obdobi klidu a bolesti. Nejcastéji je postizeno koleno, dale pak rameno nebo zapésti. Jen
vzéacné se artritida projevi u vice nez tii kloubl soucasn€. Lymska artritida se projevuje
riznym stupném synovitidy (zanét synovialni membrany kloubu). V postizeném kloubu
dochézi ke shlukovani lymfocytl, plazmatickych bunék, makrofagh a Zirnych bunék.
V piipadé neuralniho postizeni Ize pozorovat infiltrat lymfocyt a plazmatickych bunck

podél nervu (Duray et Steere, 1988).
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Pro chronickou artritidu je typicky vyskyt IgG protilatek, a to proti OspA a
trva (Akin et al., 1999). U pacienti s ACA byla zji$téna ptitomnost interferonu IFN-y,
oproti pacientim s EM zde ale nebyl nalezen interleukin IL-4 (Widhe et al., 2004).

Postboreliovy syndrom

Postboreliovy syndrom predstavuje stav pacienta po prodélané lymské
borelidze, kdy jiz neni mozné prokazat ptitomnost spirochet borelii ve vzorcich krve ani
mozkomisniho moku, ale nadale trvaji nékteré z ptiznaki, jako je naptiklad chronicka
bolest podobna bolesti u pacientd s osteoartrozou, duSevni potize srovnatelné s depresi a
snizené kognitivni funkce. V této fazi je ucinnost antibiotik prakticky srovnatelna
s u¢innosti placeba (Klempner et al., 2001). Klinicky lze postboreliovy syndrom
srovnavat s tnavovym syndromem, fibromyalgickym syndromem a dal§imi stavy po
onemocnénich, ktera nemuseji byt infekéniho ptivodu (Picha, 2013).

U téchto stavu se predpoklada podil autoimunitnich reakei spusténych aktivaci
imunitniho systému po infekci. Jiz vroce 1993 byla pozorovéana zvySena hladina
protilatek proti proteinim OspA a OspB a zaroven zvySeny vyskyt antigenit HLA-DR4
a HLA-DR2 u pacienti s chronickou artritidou nereagujici na 1é¢bu (Kalish et al.,
1993). Specifické HLA molekuly jsou spojeny s riznymi autoimunitnimi nemocemi
(Drouin et al., 2008a). Bylo také zjisténo, ze molekula HLA-DRB1*0401 vaze OspA
V mist¢ mezi 163. — 175. aminokyselinou. Molekula HLA-DRB1*0401 vsak také
interaguje s hLFA-1 antigenem (human lymphocyte function-associated antigen 1),
ktery by mohl slouzit jako autoantigen, a to v pozici 330. — 342. aminokyseliny, coz
poukazuje na vysokou homologii mezi t€émito proteiny (Steere et al., 2003). Dalsimi
proteiny vykazujicimi homologii s OspA v useku 163. — 175. aminokyseliny jsou
MAWD-BP (protein, ktery mize byt zapojen do bunécné signalni drahy) s osmi
stejnymi aminokyselinami v useku 276 — 288 aminokyselin a T-span7 (povrchovy
bunéény glykoprotein, ktery zprostiedkovava ptenos signdlu) se Sesti stejnymi
aminokyselinami v aseku 60 — 68 aminokyselin. Antigen hLFA-1 ma pouze pét
stejnych aminokyselin jako OspA (Drouin et al., 2008b). Dalsi teorii poukazujici na
prispévek autoimunitni odpovédi na piiznacich postboreliového syndromu je
pretvravajici pritomnost prozanétlivych chemokinti a cytokinti, pfedevsim CXCL9 a
IFN-y, v synovialni tekutin€ i po ukonceni 1écby a negativnich prikazech o pfitomnosti

borelii (Shin et al., 2007).

18



3.1.3 Diagnostika

Vzhledem k tomu, ze je lymska borelioza multisystémové onemocnéni,
existuje nékolik metod stanoveni diagndzy. S tim souvisi také rozmanitost testovanych
vzorkl tkani a télesnych tekutin. K nejvice pouzivanym diagnostickym metodam patii
sérologické metody vyuzivajici vzorek séra pacienta. Pokud pacient vykazuje ptiznaky
neuroborelidzy, je vhodné testovani podrobit také mozkomisni mok, v pripad¢ artritidy
potom synovialni tekutinu. Borelie mohou byt také izolovany z kuze v piipadé vyskytu
EM nebo ACA, piipadné také ze vzorku dalSich organt, jako je srdce nebo mozek
(Brouqui et al., 2004).

Neprimé metody

V soucasné dobé se k diagnostice lymské borelidzy vyuZzivaji hlavné neptimé
metody, a to pfedev§im stanoveni imunoglobulinii specifickych 1gG a IgM nejprve
pomoci ELISA testu. V ptipad¢ pozitivity se nasledné pritomnost protilatek potvrzuje
Western Blotem. Antigeny pro tyto metody lze ziskat ze sonifikovanych spirochet nebo
Ize pouzit rekombinantni antigeny (Wilske, 2003).

K antigenim vyvolavajicim specifickou imunitni odpovéd’ patii OspA, OspB,
OspC, flagelarni proteiny a proteiny tepelného Soku o velikosti 58, 66 a 74 kDa
(Dressler et al., 1993). Flagelarni protein FlaB vyvolava silnou imunitni odpovéd’ jiz na
zacatku infekce, avSak pfi jeho vyuZiti v diagnostice jsou problémem jeho zkiizené
reakce s antigeny jinych bakterii a jeho urCité epitopy jsou také kiizoveé reaktivni
s nékterymi lidskymi antigeny nachédzejicimi se v nervové tkéni, myokardu nebo
synoviu (Luft et al., 1992). Antigen OspC je velmi variabilni; celkem bylo
identifikovano 21 hlavnich variant. 4 z téchto variant (znacené A, B, I, K) jsou vétSinou
zodpoveédné za imunitni odpovéd u pacienti s lymskou boreliézou (Seinost et al., 1999).
Mapovanim vnéjSiho epitopu OspC byla odhalena konzervovand sekvence
10 aminokyselin, kterd je zodpovédnd za vazbu IgM imunoglobulinti, cehoZ je
vyuzivano v diagnostice (Mathiesen et al., 1998). Velmi imunogenni a zaroven velmi
variabilni je protein VISE, ktery krom¢ variabilnich oblasti obsahuje vysoce
konzervovanou oblast skladajici se z 26 aminokyselin zvanou IR6, ktera vaze protilatky
IgG i IgM. Proto je tato oblast proteinu VISE také vyuzivana pii diagnostice

sérologickymi metodami. K dal§im imunogennim proteinim patii BmpA, DbpA, které
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jsou v ramci B. burgorferi s. |. také variabilni, coz muze limitovat jejich vyuziti
v diagnostickych metodach (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

Diky vyuzivani rekombinantnich proteinii v prikazu sérovych protilatek je
citlivost sérologickych metod ptiblizné 20 — 50 % Vv prvni, 70 — 90 % ve druhé a 100 %

ve tieti fazi onemocnéni (Wilske et al., 2007).

Piimé metody

K ptimé detekci B. burgdorferi Ize pouzit nékolik metod, a to mikroskopické
pozorovani spirochet, identifikaci specifickych antigenii, kultivaci spirochet nebo
molekularni metody (Agtiero-Rosenfeld et al., 2005).

Pomoci mikroskopie 1ze vizualizovat spirochety B. burgdorferi v infikovanych
tkanich jak vektoru, tak hostitele. Mikroskopické pozorovani je umozZnéno
nespecifickym nebo imunochemickym barvenim spirochet, mikroskopii v temném poli
nebo vizualizaci pomoci elektronové mikroskopie (Wang et al., 2010). Mikroskopické
pozorovani borelii v télnich tekutinach nebo tkanich je ale obtizné z divodu malého
mnozstvi jednotlivé se vyskytujicich spirochet a rtiznorodé délky a morfologie. Pro
barveni je mozné pouzit imunohistochemickou metodu s barvivem Giemsa,
fluorochromy, mezi které patii napiiklad akridinova oranZ, metody barveni stfibrem
(naptiklad metoda Warthin-Starry) nebo imunocytochemické metody se zapojenim
monoklonélnich nebo polyklonélnich protilatek. Néktera barviva, jako je tfeba anilin,
poskytuji pfi pouZiti na barveni borelii v tkanich pfili§ vysoké pozadi, proto jsou vhodna
spiSe pro barveni spirochet nachdzejicich se v biologickych tekutinach, a to predev§im
Vv synovidlni, perikardialni nebo pleularni tekutin€, mozkomisnim moku a moci (Aberer
et Durray, 1991).

Detekci antigenti 1ze provést dvéma zpiisoby, a to pomoci ELISA testu, ktery
jiz byl pouZzit pii detekcei antigenli v mozkomisnim moku u pacientl s neuroboreliézou a
v moci u pacienti s EM, nebo reverzniho Western blotu. Tyto metody jsou ovSem
pouzivany velice zfidka, jelikoz maji nizkou senzitivitu, specifitu a nejsou piili§
reprodukovatelné (Wang et al., 2010).

Vhodnymi vzorky pro kultivaci borelii a molekularni metodu PCR (polymerase
chain reaction) jsou ptredev$im vzorky ziskané biopsii z klize. Vysledky pfi pouziti
vzorkl télnich tekutin nejsou obecné dobré, vyjimku tvoii pouze pouziti synovidlni
tekutiny pti pouziti PCR (Wilske, 2003), nékteré zdroje, jako napiiklad Aberer et al.

(2007) doporucuji detekci v moci. Kultivace borelii je vSak narotna a ma nizkou
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citlivost. Je ji ale mozné pouzit v piipadech, kdy se i pfes negativni sérologicky nalez
vyskytuje jeden nebo vice priznakii naznacujici onemocnéni lymskou boreliozou, jako
je naptiklad atypicka erythema migrans, podezieni na akutni neuroboreliézu nebo
lymskou borelidzu u pacientt trpicich snizenou imunitou (Wilske, 2003).

Pro detekci borelii je mozné pouzit riizné druhy polymerazové fetézové reakce,
a to bud’ konven¢ni nebo nested PCR v piipadé, kdy jsou ziskany pouze kvalitativni
vysledky, nebo kompetitivni a real-time PCR, kdy jsou vysledky kvantitativni. Pro
prikaz spirochet neni nutné volit kvantitativni PCR, 1 kdyZz v dnesni dob¢ je jiz mozna
automatizace této metody (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005). Vysledky PCR jsou zavislé
na pocate¢ni koncentraci nukleové kyseliny spirochet pfitomnych v ptivodnim vzorku.
V ptipad€ odebrani vzorku klze s kozni 1ézi EM je vytéznost reakce vysokd, avSak
pouze v obdobi lokalizované infekce. Nejdulezitéjsi je spravna volba amplifikovaného
lokusu, ktery musi byt geneticky stabilni. Jelikoz se v USA vyskytuje pievazné jeden
sérotyp antigenli OspA a OspB, je mozné cilit PCR na lokusy kodujici tyto proteiny.
V Evropé je ale vyuziti geni pro tyto antigeny nevhodnd z divodu vyskytu vice
sérotypu (OspA se vV Evropé vyskytuje v 7 riznych variantach). V minulosti doslo také
k amplifikaci lokust kodujicich flagelin, ale naslednou analyzou bylo zjisténo, Ze tyto
geny jsou konzervativni nejen u druhti komplexu B. burgdorferi s. I., ale i u dalSich
druhti spirochet (Schmidt, 1997). Jako vhodny templat byl nalezen usek v blizkosti
5’ konce 23S rRNA, ktery ma stejnou sekvenci u vSech druht B. burgdorferi s. I., ale
jinou u ostatnich borelii (Schwartz et al., 1992). Dalsim kritickym bodem PCR je
spravna volba primerd. Je mimo jiné dulezité, aby byly primery schopné amplifikovat
vSechny druhy B. burgdorferi s. |., byly specifické a nenasedaly na DNA pochazejici
z jinych patogent (Schmidt, 1997).

K molekuldrnim metodam patii také DNA hybridizace, pomoci které Ize
detekovat nukleovou kyselinu pomoci znacené proby komplementarni k dané nukleové
kyseling. Ke znaceni prob se vyuziva avidin nebo radioaktivni izotopy. Pfedpokladem

této metody je znalost sekvence DNA a izolace nukleové kyseliny (Hulinska, 2013D).

3.1.4 Prevence a lééba

Nejlepsi prevenci je vyvarovat se kontaktu s klistaty. V pfipadé pohybu na
uzemi s vyskytem klistat je vhodné nosit ochranny odév, pouzivat repelentni pfipravky,

zkontrolovat pokozku celého té€la po mozném kontaktu s klistaty a pfipadné rychle
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odstranit ptisaté klisté (Wormser et al., 2000). K ptenosu spirochet z klistéte dochazi
mezi 24 — 72 hodinami od pfisati, tudiz odstranéni béhem prvnich 24 hodin mize ve
vétsingé piipada zabranit pfenosu infekce (Steere et al., 2004). Nadelman et al. (2001)
testovali, zda jedna davka 200 mg doxycyklinu po kousnuti klistétem Ixodes scapularis
dokéze zabranit rozvoji lymské borelidzy. Dle jejich vysledki méla profylaxe
doxycyklinem 87% ucinnost. Vysledek je ale nutné interpretovat opatrné, protoze
testovani prob¢hlo na relativné malém vzorku pacienti.

Spirochety borelii jsou citlivé na Siroké spektrum antibiotik. V praxi se nejvice
osvédcCily betalaktamové a tetracyklinové preparaty. Antibiotickd 1é¢ba je nutna
nejméné po dobu 2 tydnu, a to kvuli dlouhé generacni dobé borelii (Kiupka et al.,
2014). U pacientu s erythema migrans, a to jak v prvni fazi, tak na zac¢atku druhé faze
onemocnéni, je doporu¢eno podavat doxycyklin nebo amoxicilin (Dattwyler et al.,
1997). Doxycyklin je vSak nevhodny pro déti do 8 let a pro t€hotné a kojici Zzeny. U déti
je doporuceno podavat amoxicilin. V pfipadé, ze pacient nemize uzivat doxycyklin ani
amoxicilin (napfiklad z dvodu nesnasenlivosti), je vhodnou nahradou antibiotikum
cefuroxim axetil, které je podstatné draz$i nez piedchozi dva léky (Wormser et al.,
2000). Uzivani tohoto antibiotika neni vSak oproti doxycyklinu vékové omezeno a je
obecné 1épe snasen bez vedlejSich uc¢inka (Luger et al., 1995). U pacientl nesnasejicich
uvedena antibiotika Ize podavat nékteré z makrolidovych antibiotik, jako jsou
azitromycin a Kklaritromycin (Ktupka et al., 2014). Neni vhodné uzivat cefalosporiny
prvni generace, které jsou v této fazi lymské borelidozy neti¢inné. Ceftriaxon je uzivan
intravenozné, ale pouze u dospélych pacientl s akutnimi neurologickymi ptiznaky, jako
je meningitida nebo postizeni kofenového nervu. Alternativou u pacientll s témito
pfiznaky je infuzni poddvani cefotaximu nebo penicilinu. Intraven6zni podani téchto
dvou antibiotik je indikovano také u déti s akutnimi neurologickymi projevy. U pacientli
s perikarditidou nebo blokddou atrioventrikularniho bloku je nutnd hospitalizace a
nepretrzité sledovani béhem antibiotické 1é¢by, kterd mtize byt podavéana jak oralné, tak
intravendzné, ktera byva obecné preferovana. V piipadé pokrocilé arytmie mize byt
nutné docasné voperovani kardiostimulatoru. V ptipadé¢ vyskytu artritidy je opét vhodné
podavat doxycyklin, amoxicilin nebo cefuroxim axetil po dobu 28 dni v pfipadé, Ze
nedoslo k vyvoji neurologickych pfiznakid. U pacientd s neurologickymi projevy a
artritidou je vhodné uzivat cefriaxon (Wormser et al., 2006). Lécba ceftriaxonem je
ucinna i u pacientti s chronickou lymskou boreliézou po neuspé$né terapii penicilinem.

Vyhodami ceftriaxonu je dlouhy polo¢as rozpadu, ¢imzZz je dosazeno jeho vysoké
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hladiny v krvi po dlouhou dobu a snadny prunik do centralniho nervového systému
(Dattwyler et al., 1987).

Protoze je 1éCba antibiotiky chronické lymské boreliézy dlouhodobd, zajimaji
se néktefi autofi, zda neni dlouhodobé podavani antibiotik Skodlivé. Sticker (2007) se
domnivé, Ze dlouhodobéjsi antibioticka 1écba mulze byt v ptipad€é chronické lymské
borelidzy prospésna, jini autofi, jako Ettestad et al. (1995) upozornuji na to, ze

dlouhodobé uzivani antibiotika ceftriaxonu miize vyvolat Zlu¢ové problémy.

3.1.5 Epidemiologie

Pro patogena je dilezité mnozstvi rezervoart, kterymi jsou v piipadé
B. burgdorferi v Evropé hlodavci ¢eledi mySoviti (Muridae) a veverkoviti (Sciuridae),
hmyzozravci z ¢eledi rejskoviti (Soricidae) a jezkoviti (Erinaceidae), zastupci Celedi
zajicoviti (Leporidae) a n¢kolik celedi ptakd véetné téch, ktefi travi zimu v teplych
krajich (Lingren et Jaenson, 2006). Na drobnych savcich saji piedevs§im larvy, piipadné
nymfy klist'at, kdezto stfedné velci a velci savcei jsou hostiteli vSech vyvojovych stadii.
Velci savci, jako koné&, hovézi dobytek a divoka zvéf, napiiklad srnci, nejsou
rezervoarem infekce, ale jsou dualeziti pro pfenos borelii, protoze umoziuji nakrmeni
velkého mnozstvi samic klist'at, coz pfispiva k jejich mnozeni (Jaenson et Talleklint,
1999).

Geografické rozsiteni B. burgdorferi s. . koreluje s vyskytem klistat, ktera
jsou jejim vektorem. V Evrop¢ je hlavnim pfenaSeCem kliste I. ricinus, jehoz distribuce
se Vv pobieznich oblastech vychodné od Baltského mote a ¢asti stftedni Evropy prekryva
s vyskytem |. persulcatus (Lingren et Jaenson, 2006). Hranice vyskytu klist'at I. ricinus
tykajici se nadmotiské vySky se vzhledem ke klimatickym podminkdm meéni. Zatimco
do roku 1990 se ptedpokladalo, ze tento druh klist'at nemlze zaloZit stabilni populaci
vV nadmotské vysce vyssi neZ 700 metrli nad mofem (m n. m.), v roce 2001 doslo ke
zjisténi, Ze se tato klistata v Ceské republice vyskytuji ve vysice az do 1100 m n. m.,
¢imz se riziko nakazeni znacné zySuje (Daniel et al., 2003). V oblasti italskych Alp byla
tato hranice stanovena na 1300 m n. m. (Rizzoli et al., 2002). Vyskyt klistat je také
zavisly na sezénnich podminkéch, ptficemz nejvice rozhodujici jsou teploty v zimé.
Mirmné zimy S malo dny, kdy je teplota pod —12 °C, jsou spojeny s vyskytem vétsiho
mnozstvi klistat (Lingren et al., 2000). Nejvyssi vyskyt lymské borelidézy je pozorovan
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v Rakousku, Ceské republice, Némecku, Slovinsku, Svédsku a severskych pobaltskych
statech (Lingren et Jaenson, 2006).

v endemickych oblastech vyskytu klist’at, a to predev§im lesni délnici, myslivci, hajni,
zemé&dé€lci a vojaci pracujici v terénu (Santino et al., 1997). Sezonni aktivita klistat se
v zavislosti na geografickém uzemi lisi. V Ceské republice zaGina aktivitita klistat
v bieznu nebo dubnu v zavislosti na teploté vzduchu (Zakovska, 2000). Béhem sezonni
aktivity klistat nezalezi na denni dobé¢, jelikoz klistata mohou byt aktivni nejen ve dne,

ale i v noci (Mejlon, 1997).

Situace v Ceské republice

V Ceské republice se pocet nakazenych sleduje od roku 1988 (viz Graf ¢. 1).
Od roku 1992 doslo k vyraznému nartstu nové infikovanych s vrcholem v roce 1995.
Nasledné doslo opét k poklesu nakazenych a stagnaci trendu na pocatku nového
tisicileti. Od roku 2006 pocet nakazenych kolisa mezi 4834 hlasenych nakaz, coz
odpovida 46,1 ptipadi na 100 000 obyvatel, vroce 2011, a 3304 nakaz, tedy
31,4 piipadd na 100 000 obyvatel, v roce 2012. V roce 2014 bylo nahlaSeno
3743 onemocnéni, coz odpovida 35,6 nové nakazenych na 100 000 obyvatel (Ktiz et
Gasparek, 2015).

Graf & 1: Pocet hlaSenych piipadti nikazy lymskou boreliozou v Ceské republice

v letech 1988 — 2015 (podle Janovska, 2013 a systému Epidat).
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Nejveétsi nemocnost byla v roce 2014 zaznamenana ve Zlinském Kraji a na
Vysocing, nejmensi potom v Praze, Moravskoslezském a Plzeniském kraji (Kfiz et
Gasparek, 2015).

Nejvice novych piipadt nakazeni bylo v letech 2002 — 2014 zaznamenano
Vv ¢ervenci, ale nova onemocnéni byla hlasena i béhem zimnich mésict, coz mize byt
dano dlouhou inkubac¢ni dobou nebo prodlevou mezi infekci a objevem prvnich
priznakt, jako jsou az neurologické nebo kloubni potize. Dal§im divodem muze byt
zvyseny pobyt v endemickych obastech i béhem podzimu diky piiznivému pocasi (Kiiz
et Benes, 2014, Ktiz et GaSparek, 2015)

Z hlediska véku pacientl jsou zaznamenany dv¢ skupiny, u kterych byva
nejvice nakazenych, a to malé déti S maximem nemocnych ve véku 5 — 9 let, a dospéli
ve veku 50 — 74 let. Ve vékovych skupinach do cca 30 let je vyskyt lymské borelidzy
stejny jak u muzi, tak u zen, avSak se zvysujicim se vékem byvaji vice nemocné Zeny.
Maximum onemocnéni bylo v roce 2014 zaznamenano mezi 60. — 64. rokem u Zen a
55. — 59. rokem u muza (Kiiz et Gasparek, 2015).

Nejcastéj$im priznakem lymské borelidozy byla v letech 2002 — 2011 erythema
migrans (68,7 % piipadu), poté lymska neuroborelioza (17,9 % piipadi) a lymska
artritida (11,4 % piipadu) (Ktiz et Gasparek, 2015).

3.1.6 Vakciny proti lymské borelioze

Prvni vakciny se zacaly vyvijet jiz v 80. letech 20. stoleti, tedy n¢kolit let po
objevu infekéni agens lymské borelidozy. K vakcinaci byly pouZity inaktivované
spirochety borelii, které u kieckt syrskych (Mesocricetus auratus) vyvolavaly tvorbu
protilatek v zavislosti na davce borelii. Odolnost vici infekci se ale snizila jiz po

90 dnech od vakcinace (Johnson et al., 1986).

Vakciny zaloZené na rekombinantnich Osp antigenech

Na zacatku devadesatych let se vyzkum vakcin zaméfil na povrchové antigeny
borelii. Bylo ji§téno, Ze rekombinantni antigen OspA, at uz ve Freundové adjuvans
nebo ve form¢ intraperitonealnich injekci zivych Escherichia coli exprimujicich tento
antigen, dokaze vyvolat u pokusnych mysi imunitu vuci lymské borelioze (Fikrig et al.,
1990). Fikrig et al., (1991) také provedli prvni pokusy s oralni vakcinaci zivymi E. coli

exprimujicimi OspA. Tento zpusob vakcinace je méné imunogenni nez injek¢éni podani,
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avSak dokdzal mySi ochranit pfed ndkazou. V roce 1992 bylo zjisténo, ze pokud
infikované klisté saje na hostiteli imunizovaném OspA antigenem, spirochety jsou
zniceny jeSte¢ ve stieveé kliStéte a nedochazi k jejich prechodu do slinnych zlaz a
nasledné do hostitele (Fikrig et al., 1992a). Dalsi antigen patiici ke kandidatim pro
vyvoj vakciny byl objeven v roce 1992. Jedna se o protein C (pozd¢ji pfejmenovany na
OspC), ktery byl testovan na piskomilech nasledné napadanych boreliemi s vysokou
expresi OspC a nizkou expresi OspA (Preac-Mursic et al., 1992). Fikrig et al., (1992b)
také popisuji, ze imunitni odpovéd na rekombinantni protein OspB byla schopna
uchranit testované mysi proti stfedné virulentnim kmenim B. burgdorferi s. s.
Vzhledem k tomu, ze se OSpA a OspB antigeny vyskytuji v nékolika sérotypech, je
nutné, aby se pfipadnd G€innd vakcina skladala ze smési OspA nebo OspB protein,
ktera by pokryla heterogenitu v ramci celého komplexu B. burgdorferi s. I., jelikoz
imunizace jednim sérotypem OspA nebo OspB muze plné ochranit hostitele pouze pied
boreliemi exprimujici dany sérotyp téchto proteind. Proti spirochetam s jinymi sérotypy
téchto antigenti neni imunitni ochrana uplna nebo zadna (Schaible et al., 1993). Stejna
situace nastava u antigenu OspC (Wilske et al., 1993b).

V roce 1998 byla americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA)
schvalena prvni humanni vakcina proti lymské boreliéze s nazvem LYMErix vyvinuta
SmithKline Beecham Biologicals (nyni GlaxoSmithKline), ktera se skladala
z rekombinantniho OspA antigenu B. burgdorferi s. s. s adjuvans a byla ur€ena pro
vékovou skupinu 15 — 70 let (Sigal, 1999). Uginnost této vakciny byla 75 % po tfech
injekcich (Steere et al., 1998). Béhem prvniho roku na trhu vydélal LYMErix
40 miliond dolarti, avSak v roce 2002 byl z trhu stazen kvuli nizkému prodeji
zpusobenému vysokou cenou a soudnimi spory ohledné nezadoucich ucinki. FDA
zadny dikaz o tom, Ze je vakcina nebezpecnd, nenalezla (Hitt, 2002). Dalsi vakcinou,
ktera dosla do faze klinického testovani, je vakcina ImuLyme vyvinuta Pasteur Merieux
Connaught obsahujici jeden sérotyp rekombinantniho proteinu OspA bez adjuvans
(Sigal, 1999). Uginnost vakciny byla 92 % po dvou davkach, kdy druha davka byla
podana po 12 meésicich od prvni davky, a to minimalné po dobu jednoho roku (Sigal et
al., 1998). Tato vakcina se ale nikdy nedostala na trh (Kfupka et al., 2011).

Vzhledem k netspé$nosti LYMErixu byly dalsi studie zaméfeny na vyvoj
vakcin s co nejniz§im rizikem vedlejSich Gcinkl, a to naptfiklad pomoci zkraceni
rekombinantniho proteinu  OspA tak, aby neobsahoval autoreaktivni epitop

aminokyselin 169 — 173, nebo nahrazenim tohoto epitopu jinou, bezpe¢nou, sekvenci
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aminokyselin (Kfupka et al., 2011). Bockenstedt et al. (1996) definovali, ze epitop
antigenu OspA pro T bunky lezi mezi aminokyselinami 179 a 193 na jeho
karboxylovém konci a urychluje produkci anti-OspA imunoglobulind IgG po infekci.
Ding et al. (2000) proto navrhovali, aby se vyvoj vakciny soustiedil na pouziti C-konce
rekombinantniho OspA. Pfi pouziti zkraceného proteinu OspA vyvstal ovSem problém
s ucinnosti, coz vysvétluje fakt, Ze odstranéna ¢ast z N-konce je podstatna pro spravnou
konformaci epitopti u C-konce. Re$enim bylo zavedeni tif mutaci do zkraceného OspA,
coz vedlo ke stabilizaci jeho konformace. Uéinnost vakciny skladajici se z tdchto
mutovanych fragmenti OspA byla velmi vysoka (Koide et al., 2005). Willet et al.,
(2004) také testovali OspA se zménou tii aminokyselin v autoreaktivnim epitopu.
Vysledkem bylo, ze OspA se zm&nénym autoreaktivnim epitopem mél stejnou G¢innost
jako puvodni antigen. Basford et al. (2004) také uvadi, ze vedlejsi u¢inky tykajici se
poskozeni kloubti by mohly mit spojitost s lipidaci antigenu OspA, na coz by méla byt
upiena pozornost v piipadé velkych davek vakcinacnich davek lipidovanych OspA
antigend nebo pfi pouziti DNA vakcin.

Dal$im kandiddtem pro vyrobu vakciny proti lymské borelidoze je antigen
OspC. Problémem pouziti antigenu OspC je vSak jeho vyrazna variabilita v ramci
komplexu B. burgdorferi s. |., protoze vakcinace konkrétnim sérotypem OspC ochrani
hostitele pouze pied boreliemi exprimujici tento sérotyp, nikolik vSak proti boreliim
exprimujici jiny sérotyp OspC (Probert et al., 1997). Gilmore et al. (1996) prokazal, ze
také v ptipadé¢ OspC je za vznikem ochranné imunitni odpovédi zodpovédny epitop
v dané konformaci. V pfipadé pouZiti denaturovaného OspC nebyly laboratorni mysi
chranény pfed infekci. Obdobné jako u antigenu OspA se misto pro vazbu
imunoglobulinti u OspC vyskytuje na karboxylovém konci. Rozhodujici ulohu ma
50 aminokyselin na tomto konci (Jobe et al., 2003). Usek aminokyselin 168 — 210
nazyvany helix 5 obsahuje na svém konci konzervovany usek 20 aminokyselin. DalS§im
dalezitym epitopem, co se vazby imunoglobulinl tyce, je oblast aminokyselin 136 —
150 oznacovany jako smycka 5. Pokud se ukaZze, Ze jsou tyto epitopy trvale antigenni
také u lidi, jsou vice nez vhodnymi kandidaty na vyvoj vakciny (Earnhart et al., 2005).

Vzhledem k vysoké heterogenité antigenu OspC byly snahy také o vakciny
obsahujici epitopy ne€kolika sérotypit OspC. Prvni takova vakcina byla slozena z epitopii
sérotypi A, B, K a D. Séra mysi ockovanych touto vakcinou zabila borelie in vitro za

ptitomnosti kraliciho komplementu. In vivo nebyla vakcina testovana (Earnhart et
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Marconi, 2007a). Dalsi chimérickou vakcinou byl konstrukt osmi sérotypti OspC, a to
E, N, I, C, A B, KaD (Earnhart et Marconi, 2007b).

DalSi pristupy k vyvoji vakcin

Dalsim proteinem, ktery by mohl byt vyuzit k ptipravé vakciny, je DbpA.
Spolu s DbpA byl testovan také protein DbpB. Ukazalo se vSak, ze DbpB je méné
citlivy vuci protilatkam, nebo je in vivo exprimovan méné nez DbpA. Imunitni ochrana
Vv ptipadé¢ DbpA by mohla ptesahovat ochranu OspA. Oba tyto proteiny by mohly mit
také synergickou funkci pii pouziti v jedné vakciné (Hanson et al., 1998). Hagman et al.
(2000) vsak uvadi, ze vakcinace proteinem DbpA neochranila testované mysi pied
infekci po prisati klistéte obsahujiciho borelie. Brown et al. (2005) testovali vakcinu
slozenou z DbpA, BBK32 a OspC. Vysledky vakcinace naznacuji, ze tato kombinovana
vakcina muze byt u¢innéjsi nez jedno a dvouslozkové vakciny a pomér jednotlivych
slozek vyznamné ovliviiuje uéinnost vakciny. Pro pfesné pochopeni vlivu jednotlivych
komponent pfi vakcinaci a naslednou imunitni ochranu je nutné provést dalsi studie.

Ochrannou imunitni reakci poskytuje také vakcinace proteiny P35 a P37
(Fikrig et al., 1997), Oms66 (Exner et al., 2000) a VraA (Labandeira-Rey et al., 2001).
Pro ziskani presnéjSich informaci o jejich ochrané pted infekci vSak bude nutné provést
dalsi studie.

Kromé proteinovych antigeni ma borelie 1 antigeny se strukturou glykolipidu.
Hlavnim glykolipidovym antigenem je cholesteryl 6-O-acyl-B-D-galaktopyranozid
(ACGal). Vyskytuje se jak u B. burgdorferi s. s., tak u B. garinii a B. afzelii. Je ¢asto
rozpoznavan protilatkami v pozdnim stadiu lymské borelidzy. Antigenni vlastnosti
ACGal byly potvrzeny také v piipadé¢ jeho umélé syntézy, coZ znamend, Ze by po
pfpojeni na nosny protein mohl vyvolavat tvorbu ochranné imunitni odpovédi (Stiibs et
al., 2010).

Ochranu vuci lymské borelioze by mohly poskytovat také DNA vakciny
obsahujicici nukleovou kyselinu kodujici OspA, OspC nebo jejich fuzni protein.
Nejlepsi vysledek davala vakcina obsahujici DNA sekvenci pravé pro fuzni protein
OspA a OspC. In vivo vsak doslo k produkci ochrannych protilatek pouze proti OspA,
proto je nutné provést dal§i analyzy plazmidovych DNA konstruktii zahrnujici nejen
vSechny sérotypy OspA a OspC, ale tfeba i dalsi Osp antigeny (Wallich et al., 2001).

Drtiva vétSina vakein cili na bakterialni toxiny nebo jiné bakterialni antigeny.

Dai et al. (2009) vsak popisuje pfistup, kdy se vakcina zamétuje na protein vektoru.
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Jedna se o protein Salpl5 nachazejici se ve slinach klistéte. K tomuto proteinu se
borelie vazi béhem pienosu z vektoru do hostitele. Ukazalo se, ze mysi vakcinované
antisérem Salpl5 byly chranéné pred ndkazou a toto antisérum také vyrazné zvysuje

ochrannou imunitni reakci protilatek vici antigentim borelie, jako jsou OspA a OspC.

Vakeiny na trhu

Na trhu zatim neni Zzadna vakcina pro humanni medicinu, av§ak v oblasti
veterinarni mediciny je mozné se setkat s nékolika komercné dostupnymi preparaty.
Mezi vakciny obsahujici inaktivované borelie dostupné pro psy je Merilym od firmy
Merial (dostupna v Némecku), LymeVax od firmy Fort Dodge a Galaxy Lyme od
Shering Plough (dostupné v USA), a Biocan B a Borrelym 3 od firmy Bioveta
(dostupné v Ceské republice). Kromé t&chto vakcin je na trhu také Recombitek od
Merial (v USA) zalozeny na rekombinantnim antigenu OspA a ProLyme od Intervet
(také v USA) obsahujici OspA purifikovany od bunéénych komponent borelii. Tyto
vakciny vSak chrani ockované psy pouze pted izkym spektrem kmenti a je nutné Casté

preockovani (Kiupka et al., 2011).

3.2 Rekombinantni proteiny

Pokud chtéji védci v dnesni dobé pracovat s Cistym proteinem, ziskavaji ho
Casto v jeho rekombinantni formé. Pfiprava rekombinantniho proteinu spociva
v klonovani genu daného proteinu do expresniho vektoru a jeho transformace do
bunécného systému, ktery je schopen dany protein exprimovat. DalSimi kroky jsou
izolace a purifikace proteinu (Rosano et Ceccarelli, 2014). Pfi volbé expresniho systému
je nutné zvazit n€kolik faktori, mezi které patii charakteristiky bunééného riistu, tiroven
exprese proteinu, postranslacni modifikace, biologicka aktivita proteinu a finan¢ni
naklady (Makrides, 1996). Velmi casto se pro expresi rekombinantnich proteint
vyuzivaji bakterie Escherichia coli. Jejich vyhodou je jednoducha a levna kultivace,
znalost jejich genetiky a veky pocet kompatibilnich expresnich vektorti (Sorensen et
Mortensen, 2005). Pifi purifikaci rekombinantnich proteini se vyuziva afinitnich

purifika¢nich tagt, a to nejCastéji His-tagu (Stevens, 2002).
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3.2.1 His-tag

His-tag je fetézec nukleotidu piidany za sekvenci kodujici dany protein, ktery
koduje Sest za sebou jdoucich histidinovych zbytkG. Tyto histidiny maji afinitu
K nikelnatym, méd’natym, kobaltnatym a zine¢natym iontim, ¢ehoz se vyuziva pfi
purifikaci rekombinantniho proteinu za pouziti afinitni chelata¢ni chromatografie. Pti
této chromatografii se protein vaze na matrici prostiednictvim interakce s kovovymi
ionty. K eluci se nasledné pouziva roztok chloridu amonného, glycin, histidin, imidazol,
EDTA nebo roztok s vysokou koncentraci konkurenénich kovovych iontd (Hengen
1995). Jako matrice se pouziva naptiklad kyselina nitrilotrioctova (NTA) s nikelnatymi
ionty, které vaze prostfednictvim tii karboxylovych skupin a jednoho atomu dusiku (viz

Obrazek ¢. 4) (Hainfeld et al., 1999).

Obrazek ¢. 4: Schéma interakce His-tagu s Ni-TA (podle Rowinska-Zyrek et al.,
2013).

3.2.2 Endotoxin a jeho odstranéni

Endotoxin je lipopolysacharid (LPS) pfitomny v bunééné sténé vétSiny
gramnegativnich bakterii, mezi které patii také E. coli — nejcastéji vyuzivané bakterie
k ptipravé rekombinantnich proteinti. V piipadé€, Ze se endotoxin dostane do krevniho
ob¢hu savce, miize dojit k zanétu a septickému Soku, a to diky produkci a systémovému
uvoliovani zénétlivych mediadtori LPS responzivnich bunék. Pfed imunizaci
laboratornich zvifat je proto nutné endotoxin z roztoku rekombinantniho proteinu

ptipraveného expresi v E. coli eliminovat, a to na co nejnizsi Groven. Mezi pouzivané

30



postupy odstranéni endotoxinu patii iontoméni¢ova chromatografie, polymyxin B a
histidin afinitni chromatografie a fazova separace za pouziti detergentu Tritonu X-114
(Liu et al., 1997).

Odstranovani endotoxinu z roztoku rekombinantniho proteinu pomoci Tritonu
X-114 spociva v disociaci endotoxinu z proteinu a nasledného jednoduchého oddéleni
fazi, kdy se v jedné (horni) fazi nachazi protein a ve druhé (dolni) endotoxin s Tritonem
X-114 (viz Obrazek ¢. 5). Postup zahrnuje pridani Tritonu X-114 do roztoku
rekombinantniho proteinu, nasledné zchlazeni roztoku na 4 °C, kdy dochazi k disociaci
endotoxinu z proteinu, zahtati na 37 °C a oddé€leni vzniklych fazi centrifugaci. Pro
odstranéni co nejvétsiho mnozstvi endotoxinu je nutné provést nékolik cykli odstranéni,
pfiCemz ztraty rekombinantniho proteinu se pohybuji kolem 2 % v kazdém cyklu (Aida

et Pabst, 1990).

Obrazek €. 5: Schéma postupu odstranéni endotoxinu z roztoku rekombinantniho

proteinu pomoci fazové separace za pouziti Tritonu X-114 (podle Liu et al., 1997).

. pridani zahrati tei
protein  Tritonu X-114 protein na37°C protein
—_— R
SHHGEGRIRA zchlazeni srdotoxin centrifugace endotoxin

na4°C
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4. Material a pristrojové vybaveni
4.1 Biologicky material

Bakterie Escherichia coli BL21 (DE3) transformované plazmidem pET200
(Invitrogen) s vlozenou sekvenci antigenu OspA Borrelia burgdorferi sensu stricto

kmene B31. Pro vakcinaci byly pouzity experimentalni mysi kmene BALB/c.

4.2 Pouzité chemikalie

e 2-merkatpoethanol (Merck Millipore)

e Albuminovy standard (Thermo Scientific)

e Aprotinin (Serva)

e Apyrogenni LAL voda (Associates of Cape Cod, Inc.)
e Bromfenolova modi (Serva)

e Coomassie Briliant Blue G450 (Serva)

e Deionizovana voda

e Dezinfekce Dettol (Reckitt Benckiser)

e Dihydrat dihydrogenfosforecnanu sodného (Penta s.r.o.)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, s.r.0.)

e Docecylsiran sodny (SDS) (Merck Millipore)

e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Penta s.r.o0.)
e Ethanol (VWR International)

e Fenylmethylsulfonylfluorid (Serva)

e Glycerol (Sigma-Aldrich)

e Glycin (Serva)

e HisPur Ni-NTA agardéza (Thermo Scientific)

e Hovézi sérovy albumin (Merck Millipore)

e Hydroxid sodny (Penta s.r.0.)

e Chlorid draselny (Lach-Ner, s.r.0.)

e Chlorid sodny (Serva)

e Imidazol (Sigma-Aldrich)

e lzopropanol (Lach-Ner, s.r.0.)
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e Kyselina citronova (Sigma-Aldrich)

e Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Serva)

e Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.0.)

e Kyselina octova (Lach-Ner, s.r.0.)

e Kyselina sirova (Lach-Ner, s.r.0.)

e LB médium (PanReac AppliChem)

e Leupeptin (Serva)

e Lysozym (Serva)

e Lyzat z amébocyti ostrorepa Pyrotell (Associates of Cape Cod, Inc.)
e Methanol (Sigma-Aldrich)

e N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)

e n-butanol (Lach-Ner, s.r.0.)

e Ni-NTA agar6za (QIAGEN)

e QOdstfedéné susené mléko (PML Protein.Mléko.Laktoza, a.s.)
e Peroxid vodiku (Sigma-Aldrich)

e Peroxodisiran amonny (APS) (PanReac AppliChem)

e Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

e Proteinovy standard 10 — 250 kDa (Bio-Rad)

e Roztok akrylamidu a bisakrylamidu 37,5:1 (30 % wi/v) (Serva)
e Tablety o-fenylendiamin dihydrochloridu (OPD) (Sigma-Aldrich)
e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) baze (Serva)

e Triton X-100 (Koch-Light Limited)

e Triton X-114 (Sigma-Aldrich)

e Tween 20 (Serva)

4.3 Pouzité protilatky

e HRP konjugovana protilatka Goat anti-Mouse IgG1 (MP Biomedicals)

e HRP konjugovana protilatka Goat anti-Mouse IgG2a (Bethyl Laboratiries, Inc)
e HRP konjugovana protilatka Goat anti-Mouse IgG2b (Bethyl Laboratiries, Inc)
e HRP konjugovana protilatka Goat anti-Mouse 1gG3 (Bethyl Laboratiries, Inc)
e Protilatka Anti-Mouse Polyvalent Imunoglobulins (G, A, M) (Sigma-Aldrich)

33



4.4 Pouzité roztoky

e LB médium:
20 g praskového LB média

rozpustit v 1 1 deionizované vody

e Pracovni roztok 1x PBS:
900 ml deionizované vody

100 ml zasobniho roztoku 10x PBS

e Zasobni roztok 10x PBS:
240 g chloridu sodného
6g chloridu draselného
40,08 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného
6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného

rozpustit ve 3 1 deionizované vody

e Nativni lyzaéni pufr:
0,780 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného
1,754 g chloridu sodného
0,068 g imidazolu
rozpustit v 80 ml deionizované vody
upravit pH na 8
doplnit deionizovanou vodou na 100 ml
ptfed pouzitim pfidat:
200 pl fenylmethylsulfonylfluoridu v ethanolu
40 pl roztoku leupeptinu
52,5 pl roztoku aprotininu
100 pl Tritonu X-100
0,05 g lysozymu
100 pl roztoku EDTA



Roztok EDTA
29,224 g EDTA
rozpustit v 800 ml deionizované vody
upravit pH na 8

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Fenylmethylsulfonylfluorid v ethanolu
11,14 g fenylmethylsulfonylfluoridu
rozpustit v 250 ml ethanolu

Roztok leupeptinu
1 g leupeptinu

rozpustit v 1 ml deionizované vody

Roztok aprotininu
1 g aprotininu

rozpustit v 1 ml deionizované vody

Suspenze HisPur Ni-NTA agarozy:
50 ml HisPur Ni-NTA agar6zy
50 ml 25% ethanolu

Suspenze Ni-NTA agarozy
50 ml Ni-NTA agarozy
50 ml 25% roztoku ethanolu

25% roztok ethanolu
74 ml deinoizované vody

26 ml 96% ethanolu

Nativni promyvaci pufr:
0,780 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného
1,754 g chloridu sodného
0,136 g imidazolu
rozpustit v 80 ml deionizované vody
upravit pH na 8

doplnit deionizovanou vodou na 100 ml



pted pouzitim pfidat:
200 pl fenylmethylsulfonylfluoridu v ethanolu
40 pl roztoku leupeptinu

52,5 ul roztoku aprotininu

e Nativni elu¢ni pufr:
0,780 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
1,754 g chloridu sodného
3,400 g imidazolu
rozpustit v 80 ml deionizované vody
upravit pH na 8
doplnit deionizovanou vodou na 100 ml
pted pouzitim ptidat:
200 pl fenylmethylsulfonylfluoridu v ethanolu
40 pl roztoku leupeptinu

52,5 pul roztoku aprotininu

e Polyakrylamidovy 12% délici gel:
6 ml roztoku akrylamidu a bisakrylamidu 37,5:1 (30 % wi/v)
3,75 ml 4x Tris pufru, pH 8,8
5,25 ml deionizované vody
75 ul 10% APS
15 ul TEMED

e Polyakrylamidovy 4% zaostifovaci gel:
1,3 ml roztoku akrylamidu a bisakrylamidu 37,5:1 (30 % w/v)
2,5 ml 4x Tris pufru, pH 6,8
6,2 ml deionizované vody
50 ul 10% APS
10 ul TEMED



e 4x Tris pufr, pH 8,8
45,5 g Tris
19 SDS
rozpustit ve 150 ml deionizované vody
upravit pH na 8,8

doplnit deionizovanou vodou na 250 ml

e 4x Tris pufr, pH 6,8
15,125 g Tris
19 SDS
rozpustit ve 150 ml deionizované vody
upravit pH na 6,8

doplnit deionizovanou vodou na 250 ml

e Roztok 10% APS
0,1 g APS

rozpustit v 1 ml deionizované vody

e Nanaseci pufr pro elektroforézu:
0,755 g Tris
7,95 ml glycerolu
2,39 SDS
5 ml 2-merkaptoethanolu
obarvit bromfenolovou modfi
rozpustit v 37,5 ml deionizované vody
upravit pH na 6,8

doplnit deionizovanou vodou na 50 ml

e 1x SDS elektrodovy pufr:
1600 ml deionizované vody

400 ml zasobniho roztoku 5x SDS elektrodového pufru

e Zasobni roztok Sx SDS elektrodového pufru:
15,1 g Tris
72 g glycinu
59 SDS

rozpustit v 1 1 deinonizované vody



Fixa¢ni roztok:
650 ml deionizované vody
250 ml izopropanolu
100 ml 99% kyseliny octové

Barvici roztok:
200 ml deionizované vody
250 ml ethanolu
50 ml 99% kyseliny octové
0,5 g Coomassie Brilliant Blue G450

Odbarvovaci roztok:
880 ml deionizované vody
50 ml methanolu

70 ml 99% kyseliny octové

Pracovni roztok 1x Tris pufru:
900 ml deionizované vody

100 ml zasobniho roztoku 10x Tris pufru

Zasobni roztok 10x Tris pufru:
270 g chloridu sodného
181,71 g Tris
rozpustit ve 2,5 1 deionizované vody
upravit pH na 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 3 |

Roztok lyzatu z amébocyti ostrorepa
veSkery obsah S5ml lahvicky s lyofilizovanym lyzadtem z amébocyti

ostrorepa rozpustit v 5 ml apyrogenni LAL vody

Roztok PBS s Tweenem 20:
900 ml deionizované vody
100 ml zasobniho roztoku 10x PBS
0,5 ml Tweenu 20
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¢ Roztok 5% mléka v PBS s Tweenem 20:
450 ml deionizované vody
50 ml zésobniho roztoku 10x PBS
250 pl Tweenu 20

25 g odstfedéného suseného mléka

e Roztok 1% albuminu v PBS s Tweenem 20:
450 ml deionizované vody
50 ml zésobniho roztoku 10x PBS
250 pl Tweenu 20

5 g hovéziho sérového albuminu

e Reakéni roztok OPD:
20 ml OPD pufru
20 pl peroxidu vodiku
1 tableta OPD

e OPD pufr:
18,4 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného
5,1 g kyseliny citronové
rozpustit v 800 ml deionizované vody
upravit pH na 5

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

e 1M kyselina sirova:
472 ml deionizované vody

28 ml 96% kyseliny sirové

e 1M kyselina chlorovodikova
459 ml deionizované vody

41 ml 35% kyseliny chlorovodikové

e 1M hydroxid sodny
20 g hydroxidu sodného
rozpustit v 350 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 500 ml

39



4.5 Laboratorni pristroje

e Bé&Zna stolni lampa s infracervenou zarovkou
e B¢ézné pocitacové vybaveni
e Blokovy termostat SBH130D (Stuart)
e Centrifuga CR 312 (Jouan)
e Centrifuga KR 25i (Jouan)
e Centrifuga MIKRO 22R (Hettich)
e Drti¢ ledu IC20 (Waring)
o Elektroforeticky zdroj PowerPac Universal (Bio-rad)
e ELISA spektrofotometr Epoch (BioTek)
e Homogenizator ULTRA-TURRAX T25 (IKA)
e (Chladnicka CNslI 3033 (Liebherr)
e Laboratorni vahy 1,25 — 500 g (Chirana)
e Laboratorni vahy EMB 200-2 (Kern)
e Magneticka michacka Big squid white (IKA)
e Mikropipeta Finnpipette 1 — 5 ml (Thermo scientific)
e Mikropipeta Finnpipette F1 0,2 — 2 ul (Thermo Scientific)
e Mikropipeta Finnpipette F1 100 — 1000 ul (Thermo Scientific)
e Mikropipeta Finnpipette F1 2 — 20 pl (Thermo Scientific)
e Mikropipeta Finnpipette F1 20 — 200 ul (Thermo Scientific)
e Mikropipeta Finnpipette F2 30 — 300 pl (dvanactikanalova) (Thermo
Scientific)
e Minicentrifuga MPW-15 (MPW Med Instruments)
e Mrazni¢ka G 1231 (Liebherr)
e pH metr 3310 (JENWAY)
e Promyvacka ELx405 (BioTek)
e Sestava na pripravu gell a elektroforeticka komurka Protean 3 (Bio-rad)
e Sklen¢éna chromatograficka kolona 10 x 1,5 cm (Bio-rad)
e Sonikator UP200S (Hielscher)
e Ttepacka KS 130 basic (IKA)
e Tiepacka rolovaci SRT6D (Stuart)
e Vyhfivana trepacka RPN 2510 (Amersham)
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e Vyrobnik deionizované vody AQUAL 29 XL (Merci)
e Vyrobnik ledu CB 316 (Brema)

4.6 Spotirebni material

e Apyrogenni Spicky 1000 pl (Associates of Cape Cod, Inc.)

e Apyrogenni $pi¢ky 250 ul (Associates of Cape Cod, Inc.)

e Apyrogenni zkumavky Pyrotube-D (Associates of Cape Cod, Inc.)

e Apyrogenni zkumavky Pyrotube-S (Associates of Cape Cod, Inc.)

e Centrifugacni filtr Amicon Ultra-15 Cut-Off 10 kDa (Merck Millipore)

e Dialyza¢ni komurka D-Tube Dialyzer Mega 20 ml, Cut-Off 6 — 8 kDa (Thermo
Scientific)

o Spicky bilé 20 pl

e Spicky bilé 5 ml

e Spitky modré 1000 pl

e Spicky zluté 200 pl

e Zkumavky centrifugaéni typu Falcon 15 mli

e Zkumavky centrifugaéni typu Falcon 50 mi
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5. Metodika

5.11zolace a purifikace rekombinantniho antigenu OspA

1. Transformované indukované bakterie E. coli kultivované v LB médiu byly
centrifugovany pii 10 000 rpm a teploté 4 °C po dobu 15 min a supernatant byl
odebran k nasledné dekontaminaci a likvidaci. Pelet byl rozsuspendovan

v roztoku 1x PBS.

2. Bakterie E. coli v pracovnim roztoku 1x PBS byly znovu centrifugovany pfi
10 000 rpm a teploté 4 °C po dobu 15 min a supernatant byl vylit. Pelet byl
dukladné rozsuspendovan v nativnim lyza¢nim pufru (na 1 g peletu 10 ml
lyza¢niho pufru) pomoci homogenizéru. Nasledné byl lyzat umistén na

rolovaci tfepacku do chladové mistnosti na dobu 30 min.

3. Lyzat byl 12x sonikovan po dobu 15 s s pauzami trvajicimi 1 — 2 min. Pfi
pauzach mezi sonikacemi byl lyzat umistén na ledu. Po sonikaci byl lyzat
centifugovan pii 9000 rpm a teploté 4 °C po dobu 10 min. Supernatant byl odlit
do ¢isté zkumavky a pelet byl rozpustén v roztoku 1x PBS (na 1 g peletu 10 ml

PBS) a uchovan pro dalsi analyzu.

4. K supernatantu lyzatu byla pfidana suspenze HisPur Ni-NTA nebo Ni-NTA
agardzy (1 ml roztoku agar6zy na 10 ml supernatantu) a tato smés byla

umisténa na 20 min na rolovaci tfepacku do chladové mistnosti (4 °C).

5. Prazdné chromatograficka kolona byla svorkami upevnéna na chemicky stojan

a byla ekvilibrovana pomoci 10 ml deionizované vody.

6. Lyzat byl nanesen na chromatografickou kolonu a po proteceni kolonou bylo
odebrano 5 ml prote€en¢ho lyzatu pro dalsi analyzu. Nésledné byla kolona 2x
promyta 150 ml nativniho promyvaciho pufru. Po kazdém z promyti bylo
odebrano 5 ml pro dalsi analyzu. K eluci rekombinantniho proteinu OspA byl

pouzit nativni elu¢ni pufr. Celkem bylo sebrano Sest frakci po 5 ml.
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5.2 SDS-PAGE - priprava gelu a vzorki, vlastni elektroforeticka

separace a vizualizace vysledku

1.

Mal¢ i velké sklo se spacery silnymi 0,75 mm bylo omyto lihem a obé skla
byla spravné¢ umisténa do sestavy pro pfipravu gell. Pro ovéfeni spravné
tésnosti skel byla mezi skla napipetovana voda, kterd byla nasledné vylita a
skla byla osusena filtratnim papirem. Mezi skla byl napipetovan 12%
polyakrylamidovy d¢lici gel do vySky cca 6 cm. Povrch déliciho gelu byl
srovnan n-butanolem nasycenym deionizovanou vodou. Polymerace déliciho
gelu probihala cca 20 min. Po ztuhnuti déliciho gelu byl vylit n-butanol a vrsek
gelu byl vysuSen filtracnim papirem. Nésledné byl na délici gel napipetovan
4% polyakrylamidovy zaostiovaci gel az po okraj malého skla a umistén

hiebinek. Polymerace zaostfovaciho gelu trvala cca 20 min.

Ze vzorku rozsuspendovaného peletu, lyzatu po proteceni kolonou, prvniho
promyti kolony, druhého promyti kolony a jednotlivych elu¢nich frakei bylo do
jednotlivych mikrozkumavek odebrano 20 pl. Ke vzorkim bylo ptidano 20 pl
SDS nanaSeciho pufru. Mikrozkumavky byly poté vlozeny do blokového
termostatu vyhtatého na 97 °C, kde byl jejich obsah denaturovan po dobu

15 min.

Ztuhly gel byl umistén do elektroforetické komiirky a zalit SDS elektrodovym
pufrem. Hiebinek byl opatrné vyjmut a vzniklé jamky byly proplachnuty SDS

elektrodovym pufrem.

Do prvni jamky bylo naneseno 8 pl nanaseciho pufru, do druhé jamky 2 pul
proteinového standardu a do dalSich jamek po 8 ul kazdého ze vzorkl. Do

posledni jamky bylo naneseno 8 pl nanaseciho pufru.

Elektroforéza byla elektrodami pftipojena k elektroforetickému zdroji.

Elektroforeticka separace trvala 1 h pti napéti 150 V.

Po uplynuti doby elektroforetické separace byl zdroj vypnut, elektroforeticka
komirka byla odpojena od zdroje a elektrodovy pufr byl vylit. Skla s gelem
byla vyjmuta z komurky a oddélena pomoci umélohmotné S$pachtle.

Zaostrovaci gel byl odstranén.
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Délici gel byl prenesen do fixa¢niho roztoku. Fixace probihala 15 — 20 min na
trepaCce. Nasledné byl fixacni roztok vylit a gel byl zalit barvicim roztokem.
Barveni probihalo cca 30 min. Po obarveni gelu byl barvici roztok slit zpatky a
gel byl zalit odbarvovacim roztokem. Odbarvovéani probihalo pfes noc.

Odbarvovaci roztok byl v pribehu odbarvovani n¢kolikrat vymeénén.

Gel byl vyfotografovan nebo oskenovan.

5.3 Dialyza

1.

Dialyzacni komurka byla pfed dialyzou namocena. Nasledné¢ do ni byl
napipetovan roztok proteinu OspA. Komirka byla umisténa do plovaku a
kadinky s 2 1 pracovniho roztoku 1x Tris pufru. Do kadinky bylo umisténo
magnetické michadlo a dialyza probihala na magnetické michacce v chladové
mistnosti (4 °C) ptfes noc. Druhy den byl vyménén pracovni roztok 1x Tris

pufru a dialyza pokracovala dal$i 2 h.

Po ukonceni dialyzy byl roztok z dialyzacni komirky piepipetovan do Cisté

zkumavky.

5.4 Zakoncentrovani roztoku proteinu

1.

Do horni casti centrifuga¢niho filtru byla napipetovana voda. Nasledovala

centrifugace po dobu 10 min pti 3000 rpm a teploté 4 °C a vyliti permeatu.

Cast roztoku proteinu byla napipetovana do horni ¢asti centrifuga¢niho filtru a
centrifugovan 5 min pii 3000 rpm a teplot¢ 4°C. Po centrifugaci byl vylit
permeat.

Krok ¢. 2 byl jesté 2x opakovan, liSila se jen doba centrifugace, ktera byla pii
prvnim opakovani 3,5 min a pfi druhém opakovani 2,5 min. Nasledné byl
zakoncentrovany roztok proteinu odebran z horni ¢asti centrifuga¢niho filtru do

Cisté zkumavky.
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5.5 Méieni koncentrace proteinu BCA metodou

Standardy A az I o koncenraci 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 a
0 ug/ml (blank) byly pipetovany po 25 ul do jamek mikrotitraéni desticky.
Jako standard A slouzil Cisty albuminovy standard, standardem I byla
deionizovana voda. Do dvou sousednich jamek bylo naneseno 25 pl méfeného
proteinu. Do jamek se standardy i se vzorkem bylo napipetovano 200 ul BCA

reak¢éniho Cinidla a mikrotitracni desticka byla ulozena na cca 30 min do 37 °C.

Absorbance pii 562 nm byla méfena pomoci ELISA spektrofotometru a
zaznamenana programem GenS. Data byla exportovana do programu Microsoft
Excel, kde byl sestrojen graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu.
Diky rovnici pfimky kalibra¢ni kiivky byla vypocitana koncentrace méfeného

proteinu.

5.6 Zjisténi pritomnosti a odstranéni endotoxinu

1.

Pfi odstranovani a pro test ptitomnosti endotoxinu je nutné pouzivat laboratorni
pomuicky 1 chemikdlie zbavené endotoxinu (certifikovano vyrobcem -

Associates of Cape Cod, Inc.).

Pro odstranéni endotoxinu bylo do zkumavky obsahujici roztok proteinu OspA
napipetovano 50 pl Tritonu X-114. Zkumavka byla umisténa na rolovaci
tiepacku do chladové mistnosti na dobu 30 min. Poté probihala 15min
inkubace pfi 37 °C a nasledné centrifugace pii 4000 rpm a pokojové teploté po
dobu 10 min. Po centrifugaci byla horni vodna faze odebrana do Ccisté

zkumavky.
Krok ¢. 2 byl opakovéan jeste dvakrat.

Pot¢ byl krok ¢. 2 zopakovan jeSt¢ jednou, ovSem jiz bez ptidavku

Tritonu X-114.

Ve sklenénych zkumavkach s oznacenim D byla pfipravena fedici fada roztoku
proteinu OspA, a to tak, ze prvni zkumavka obsahovala 160 pl vody a 40 pl
roztoku proteinu (fedéni 5x), druhd zkumavka 180 ul vody a 20 ul roztoku
proteinu (fedéni 10x), tieti 190 ul vody a 10 pl roztoku proteinu (fedéni 20x),
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¢tvrta 196 pl vody a 4 ul roztoku proteinu (fedéni 50x) a pata 198 ul vody a
2 pul roztoku proteinu (fedéni 100x).

6. Do sklenénych zkumavek s oznacenim S bylo napipetovano po 100 ul vzorki
z fedici fady proteinu. Jako negativni kontrola bylo pouzito 100 ul apyrogenni
vody a jako pozitivni kontrola slouzilo 100 pl pracovniho roztoku 1x PBS
pufru. Do vSech zkumavek bylo napipetovano 100 pl roztoku lyzatu
Z amébocyta ostrorepa, obsah zkumavek byl promichan a inkubace probihala
piesn¢ 1 h pii 37 °C. lhned po inkubaci byly zkumavky otoc¢eny o 180 °, aby

bylo mozné zjistit vysledek testu.

5.7 Vakcinace experimentalnich mysi, odbéry krve a ziskani séra

1. Vakciny s rekombinantnim antigenem OspA byly pfipraveny na Vyzkumném
ustavu veterinarniho l1ékafstvi v Brné. Experimenty na laboratornich zvitatech
byly schvaleny etickou komisi Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci a manipulace se zvifaty byla vzdy provadéna osobou zpusobilou
dle § 15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992 Sb.

2. Pted vakcinaci byla provedena elektroforeticka separace vzorku jednotlivych
vakcin. Postup elektroforetické separace viz 5.2 SDS-PAGE — ptiprava gelu a

vzork, vlastni elektroforeticka separace a vizualizace vysledkda.

3. Celkem bylo vakcinovano 35 experimentdlnich mysi kmene BALB/c
rozdélenych do 7 skupin po 5 jedincich. Rizné skupiny mysi byly o¢kovany
vakcinami s riznym slozenim (viz Tabulka ¢. 1). Kazd4 z experimentalnich
mysi byla oznacena nausnici s ¢islem. Nasledné jim byla vydezinfikovana ktze
na bfiSe a injekéni stiikackou jim do kize bylo aplikovano 100 ul o¢kovaci

latky.

Tabulka €. 1: Slozeni vakcin pro jednotlivé skupiny mysi.

Skupina ¢. SloZeni vakciny
1 volny OspA
2 OspA vazany na lipozomech
3 OspA vézany na lipozomech s MT02
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Tabulka ¢. 1: Pokra¢ovani.

4 OspA vézany na lipozomech s MT03
5 OspA vézany na lipozomech s MT05
6 OspA vazany na lipozomech s MT06
7 OspA vézany na lipozomech s MTO7

Odbér krve byl proveden po 3 tydnech. Mysi byly nahfaty pod zdrojem
infraCerveného zareni. Kazda z mysi byla imobilizovédna a byl vydezinfikovan
jeji ocas. Pro odbér krve byla nafiznuta lateralni zila ocasu mysi a krev byla
pomoci kapildry odebrana do mikrozkumavky s ¢islem mysi. Kazdé mysi bylo

odebrano cca 0,2 ml krve.

Krev byla kratce stocena na stolni centrifuze a umisténa na noc do chladové
mistnosti. Druhy den byla krev centrifugovana 15 min pii 6000 rpm a 4 °C. Po
centrifugaci byla odebrana séra. Z kazdého vzorku krve bylo odebrano alespoii

20 pl séra. Nasledné byla séra zamrazena.

Druhé vakcinace probihala den po prvnim odbéru krve. Pribeh vakcinace byl
stejny jako v bodé¢ €. 2 s tim rozdilem, Ze nebylo jiZ nutné mysi oznacovat
nausnici s Cislem. Druhy odbér krve a ziskani séra probihal stejné jako

Vv bodech ¢. 3 az 5.

5.8 ELISA test

1.

Do vsech jamek mikrotitracnich desticek bylo napipetovano 100 ul roztoku
rekombinantniho proteinu OSpA o0 koncentraci 2 pg/ml. Nasledné byly

mikrotitracni desti¢ky pies noc umistény do chladové mistnosti.

Jamky mikrotitratnich desticek byly 3x promyty pracovnim roztokem PBS
pufru. Do vsech jamek bylo nasledné napipetovano 300 pl 5% mléka v PBS
s Tweenem 20. Blokovani probihalo 2 h pti pokojové teploté. Po uplynuti této
doby bylo mléko vyklepnuto z jamek a jamky byly 2x promyty roztokem PBS

s Tweenem 20.

Jednotliva mysi séra ziskana z prvniho odbéru krve byla nafedéna roztokem

1% albuminu v PBS s Tweenem 20 v poméru 1:250. Mysi séra ziskana
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7.

Z druhého odbéru byla nafedéna v poméru 1:500. Redéni pouzitého standardu

zaviselo na typu protilatek stanovovanych testem (viz Tabulka €. 2).

Do jamek mikrotitra¢nich desticek bylo napipetovano 100 ul 1% albuminu
v PBS s Tweenem 20. Nasledné bylo do jamky A2 napipetovano 100 pl
standardu, obsah jamky byl promichdn a 100 pl roztoku bylo pieneseno do
jamky A3. Tento postup fedéni byl opakovan, dokud nebylo dosazeno jamky
A1ll, ze které bylo 100 pl roztoku odpipetovano.

Vzorky séra byly ve dvou opakovanich nanaseny v mnozstvi 100 ul do jamek
B2 az Bl1. Obsah téchto jamek byl promichan a 100 ul roztoku bylo
preneseno do jamek C2 az C11. Tento postup fedéni byl opakovan, dokud
nebylo dosazeno jamek G2 az Gll. Z téchto jamek bylo 100 pl roztoku

odpipetovano. Inkubace probihala do druhého dne v chladové mistnosti.

Jamky mikrotitracnich desticek byly 5x promyty PBS s Tweenem 20.
Sekundarni protilditka byla nafedéna roztokem 1% albuminu v PBS
s Tweenem 20 v zavislosti na stanovovanych protilatkach v séru (viz Tabulka
¢. 2). Do vSech jamek bylo napipetovano 100 pl sekundarni protilatky.
Inkubace probihala 1,5 h pii pokojoveé teploté.

Tabulka €. 2: Piehled ELISA testl, fedéni standardu a sekundérni protilatky

Vv zavislosti na jednotlivych testech.

Stanovované » .
Redéni Redéni sekundarni
Test ¢islo | protilatky / poradi -
standardu protilatky
odbéru
1 polyvalentni Ig / 1. 1:1000 1:10 000
2 polyvalentni Ig / 2. 1:500 1:10 000
3 IgG1/ 2. 1:500 1:20 000
4 IgG2a/ 2. 1:250 1:10 000
5 lgG2b / 2. 1:250 1:10 000

Jamky mikrotitracnich desticek byly 5x promyty PBS s Tweenem 20. Do vSech
jamek bylo napipetovano 100 pl reakéniho roztoku OPD. Inkubace probihala

48



podle vyvoje Zlutého zbarveni 2 — 20 min. Reakce byla zastavena 100 ul 1M

kyseliny sirové na jamku.

Absorbance pii 492 nm byla méfena pomoci ELISA spektrofotometru a
zaznamenana programem Gem5. Data byla exportovana do programu

Microsoft Excel.
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6. Vysledky

V experimentalni ¢asti své diplomové prace jsem provedla izolaci a purifikaci
rekombinantniho antigenu OspA spirochety Borrelia burgdorferi sensu stricto kmene
B31 a vyhodnotila jeho imunogenni vlastnosti po vakcinaci experimentalnich mysi
kmene BALB/c.

Purifikace byla provedena pomoci HisPur Ni-NTA a Ni-NTA agarozy.
V piipad¢ pouziti HisPur Ni-NTA obsahoval roztok proteinu OspA vysoké mnozstvi
kontaminaci, a to jak v prvni, tak ve druhé az ¢tvrté eluéni frakci (viz Obrazek €. 6). Pii
pouziti Ni-NTA agardzy byl vysledkem purifikace témét Cisty roztok proteinu OspA, a
to v prvni elu¢ni frakci (viz Obrazek ¢. 7). Dale jsem proto pracovala pouze s roztokem
proteinu OspA izolovanym a purifikovanym pomoci Ni-NTA agar6zy. Izolaci a
purifikaci jsem provedla celkem tiikrat a ziskané roztoky byly spojeny v jeden, ktery
jsem dialyzovala a zakoncentrovala. Koncentrace OspA byla néasledné stanovena na

0,5 mg/ml.

Obrazek €. 6: Elektroforetogram vysledku izolace a purifikace OspA za pouziti HisPur
Ni-NTA agardzy. V prvni jamce je nanesen standard molekulové hmotnosti 10 —
250 kDa (Biorad), ve druhé jamce vzorek rozsuspendovaného peletu, ve tieti vzorek
lyzatu po proteceni kolonou, ve ¢tvrté vzorek roztoku po prvnim promyti kolony, v paté
vzorek roztoku po druhém promyti kolony, v Sesté aZz jedenacté potom vzorky
jednotlivych elucnich frakei.
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Obrazek ¢. 7: Elektroforetogram vysledku izolace a purifikace OspA za pouziti
Ni-NTA agarézy. V prvni jamce je nanesen standard molekulové hmotnosti 10 —
250 kDa (Biorad), ve druhé jamce vzorek rozsuspendovaného peletu, ve tieti vzorek
lyzatu po proteceni kolonou, ve ¢tvrté vzorek roztoku po prvnim promyti kolony, v paté
vzorek roztoku po druhém promyti kolony, v Sesté az jedenacté potom vzorky

jednotlivych elucnich frakei.
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Po odstranovani endotoxinu jsem provedla test na jeho piitomnost v roztoku
proteinu OspA. Citlivost testu byla 0,25 EU (endotoxin unit). Endotoxin byl detekovan
pfi fedéni 5x, v roztocich fedénych 10x, 20x, 50x a 100x jeho pfitomnost zjist€éna
nebyla. Tento vysledek znamena, Ze mnozstvi endotoxinu v roztoku proteinu OspA se
pohybuje mezi 1,25 a 2,5 EU. Tato hodnota je ptijatelna pro pfipravu vakcin.

Vakciny byly pfipraveny na Vyzkumném ustavu veterindrniho Iékatstvi
v Brné. Celkem bylo ptipraveno 7 druhil vakcin, a to vakcina skladajici se z volného
OspA v roztoku, OspA navazané¢ho na lipozomy, OspA navdzaného na lipozomy
S MTO02, OspA navazané¢ho na lipozomy s MTO03, OspA navazaného na lipozomy
s MTO0S, OspA navazaného na lipozomy s MT06 a OspA navdzaného na lipozomy
s MTO7. Latky oznatené MTO02 — MTO7 predstavuji lipofilni derivaty muramyl
dipeptidu (MDP) a pusobi jako adjuvans (Masek et al., 2011). Struktury téchto latek
jsou zobrazeny na Obrazku ¢. 8. Pfitomnost proteinu OspA v kazdé z vakcin byla

potvrzena pomoci elektroforetické separace (viz Obrazek ¢. 9).
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Obrazek €. 8: Struktury lipofilnich derivati muramyl dipeptidu MT02, MTO03, MTOS5,
MTO06 a MTO7 (pfevzato z Turanek Knéotigova et al., 2015)
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Obrazek ¢. 9: Elektroforetogram piipravenych vakcin proteinu OspA. V prvni jamce je
nanesen standard molekulové hmotnosti 10 — 250 kDa (Biorad), ve druhé jamce vzorek
vakciny volného OspA v roztoku, ve tfeti vzorek vakciny OspA navdzaného na
lipozomy, ve ¢vrté OspA navéazaného na lipozomy s MT02, v paté OspA navazaného na
lipozomy s MTO03, v Sesté OspA navazané¢ho na lipozomy s MT05, v sedmé OspA
navazaného na lipozomy s MT06 a v osmé OspA navazaného na lipozomy s MTO7.
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Po vakcinaci, odbéru krve a ziskani sér celkem 35 mysi (v 7 skupindch po
5 mysich) jsem hodnotila pfitomnost protilatek proti OspA v sérech jednotlivych mysi,
a to polyvalentni imunoglobuliny tfidy G, A a M po prvnim i druhém odbéru,
imunoglobuliny tfidy G podiidy 1 (IgGl), 1gG2a a IgG2b po druhém odbéru.
Imunoglobuliny IgG1 jsou produkovany diky spolupraci B lymfocyti s Th2 lymfocyty
(pomocné T lymfocyty spojené s protilatkovou odpovédi) (Liu et al., 2004), zatimco
IgG2a a IgG2b jsou produkovany diky spolupraci B lymfocytd s Thl lymfocyty
(pomocné T lymfocyty spojené s cytotoxickou a bunécnou imunitni odpovedi) a aktivuji
komplement, tudiz jsou slibnymi efektory ochranné imunity namifené proti boreliim,
které jsou na aktivaci komplementu senzitivni (Kfupka et al., 2012).

Vysledky ELISA testli byly vztahovany na reaktivitu standardu, kterym bylo
dobfe reagujici sérum z predchozich experimenti experimentii Ustavu imunologie
Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Hodnota relativni koncentrace
standardu byla stanovena na 100 jednotek. Tento postup umoznil srovnani hodnot
vzorkd z riznych ELISA desek, pfipadné hodnot ziskanych pti opakovani testu, coz je
jinak vzhledem k relativni povaze vysledki ELISA testi problematické. Hodnoty
relativni koncentrace protilatek ve vzorcich byly spocitany ze dvou opakovani jednoho
fedéni v linearni oblasti grafu zavislosti absorbance na koncentraci protilatky pti méfeni
na ELISA spektrofotometru. Z hodnot relativnich koncentraci pro kazdou mys$ byl
v kazdém testu vypocitan pramér, ktery byl zanesen do krabicového grafu (viz Graf ¢. 2
—6).
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Nejvyssi koncentrace celkovych imunoglobulini (I1gG, IgA a IgM) po prvni
vakcinaci rekombinantnim antigenem OspA byla zjisténa u skupiny experimentalnich
mys$i vakcinovanych OspA na lipozomech s adjuvans MTO06 (5,115 jednotek relativni
koncentrace — viz Graf ¢. 2). Druhou nejvys$si hodnotou medianu (4,103 jednotek
relativni koncentrace) jsem zaznamenala u skupiny vakcinované OspA na lipozomech
S MTO5, treti nejvyssi hodnotu medianu (3,315 jednotek relativni koncentrace) méla
jsem naopak zaznamenala u skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MTO07
(1,294 jednotek relativni koncentrace). Nizka hodnota medianu byla také u skupin
vakcinovanych OspA na lipozomech s MTO02 (1,888 jednotek relativni koncentrace) a
volnym OspA v roztoku (1,954 jednotek relativni koncentrace). Hodnota medianu
koncentraci u skupiny vakcinované OspA na lipozomech bez adjuvans byla po prvni

vakcinaci 3,056 jednotek relativni koncentrace).

Graf ¢. 2: Hodnoty relativnich koncentraci polyvalentnich imunoglobulinti tiid G, A a

M po prvni vakcinaci rekombinantnim proteinem OspA.
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V piipadé¢ odbéru po druhé vakcinaci jsem nejvyssi koncentraci celkovych
imunoglobulinia (IgG, IgA a IgM) zjistila opét u skupiny vakcinované OspA na
lipozomech s MTO06 (74,527 jednotek relativni koncentrace — viz Graf ¢. 3). Druhou
nejvy$si hodnotu jsem medianu pozorovala u skupiny vakcinované OspA na
lipozomech s MTO03 (58,672 jednotek relativni koncentrace), téeti nejvyssi hodnota byla
zjisténa u skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MTO05 (46,961 jednotek relativni
pozorovana u skupiny vakcinované volnym OspA v roztoku (17,436 jednotek relativni
koncentrace). Nizké hodnoty vykazovaly také skupiny vakcinované OspA na
lipozomech s MT02 (21,460 jednotek relativni koncentrace) a OspA na lipozomech
s MTO07 (31,899 jednotek relativni koncentrace). Hodnota medidnu koncentraci u
skupiny vakcinované OspA na lipozomech bez adjuvans byla 40,344 jednotek relativni

koncentrace).

Graf ¢. 3: Hodnoty relativnich koncentraci polyvalentnich imunoglobulinti tiid G, A a

M po druhé vakcinaci rekombinantnim proteinem OspA.
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V piipadé¢ imunoglobulini tfidy G podtiidy 1 (IgG1) po druhé vakcinaci
byla nejvyssi hodnota medidnu koncentraci zaznamenana taktéz u skupiny vakcinované
OspA na lipozomech s MT06 (265,701 jednotek relativni koncentrace — viz Graf ¢. 4).
Druhou nejvyssi hodnotu jsem zjistila u skupiny vakcinované OspA na lipozomech
s MTO03 (207,662 jednotek relativni koncentrace), tfeti nejvyssi hodnotu potom u
skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MTO05 (201,461 jednotek relativni
volnym OspA v roztoku (82,920 jednotek relativni koncentrace). Nizké hodnoty v ramci
IgG1 jsem pozorovala také u skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MTO7
(114,131 jednotek relativni koncentrace) a OspA na lipozomech s MT02
(119,532 jednotek relativni koncentrace). Hodnota medianu u skupiny vakcinované

OspA na lipozomech bez adjuvans byla 163,510 jednotek relativni koncentrace.

Graf ¢. 4: Hodnoty relativnich koncentraci imunoglobulint tfidy G podtiidy 1 (IgG1)

po druhé¢ vakcinaci rekombinantnim proteinem OspA.
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Nejvyssi hodnota medianu koncentraci imunoglobulini tfidy G podtridy 2a
(IgG2a) po druhé vakcinaci byla opét pozorovana u skupiny vakcinované OspA na
lipozomech s MTO06 (19,600 jednotek relativni koncentrace — viz Graf ¢. 5). Druhou
nejvyssi hodnotu medianu jsem zjistila u skupiny vakcinované OspA na lipozomech
s MTO03 (6,860 jednotek relativni koncentrace) a tfeti nejvyssi u skupiny vakcinované
OspA na lipozomech s MTO5 (4,049 jednotek relativni koncentrace). Nejniz$i hodnota
byla opét u skupiny vakcinované volnym OspA v roztoku, u které se blizila nule. Dalsi
nizké hodnoty jsem zjistila u skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MTO7 (1,595
jednotek relativni koncentrace) a OspA na lipozomech s MT02 (1,663 jednotek relativni
koncentrace). Hodnota medianu u skupiny vakcinované OspA na lipozomech bez

adjuvans byla 1,947 jednotek relativni koncentrace.

Graf ¢. 5 Hodnoty relativnich koncentraci imunoglobulint tfidy G podtiidy 2a (IgG2a)

po druhé vakcinaci rekombinantnim proteinem OspA.
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Poslednim testem bylo stanoveni relativni koncentrace imunoglobulini tridy
G podtridy 2b (IgG2b) po druhé vakcinaci. Nejvyssi hodnotu jsem zaznamenala u
skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MT03 (36,701 jednotek relativni
koncentrace — viz Graf ¢. 6). Druha nejvy$si hodnota byla nalezena u skupiny
vakcinované OspA na lipozomech s MT06 (32,642 jednotek relativni koncentrace) a
treti u skupiny vakcinované OspA na lipozomech bez adjuvans (25,520 jednotek
skupiny vakcinované volnym OspA v roztoku (4,082 jednotek relativni koncentrace).
Dalsi nizké hodnoty vykazovaly také skupiny vakcinované OspA na lipzomech s MT02
(8,287 jednotek relativni koncentrace) a OspA na lipozomech s MTO05 (9,431 jednotek
relativni koncentrace). Hodnota medidnu koncentraci u skupiny vakcinované OspA na

lipozomech s MTO07 byla 13,633 jednotek relativni koncentrace.

Graf ¢. 6: Hodnoty relativnich koncentraci imunoglobulint tfidy G podtiidy 2b (IgG2b)

po druhé¢ vakcinaci rekombinantnim proteinem OspA.
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7. Diskuze

V experimentadlni ¢asti své diplomové prace jsem se zabyvala izolaci a
purifikaci rekombinantniho antigenu OspA spirochety Borrelia burgdorferi sensu
stricto kmene B31 a jeho imunogennimi vlastnostmi po vakcinaci experimentalnich
mysi kmene BALB/c.

K vakcinaci bylo pouzito celkem sedm druht vakcin, a to vakcina skladajici se
z volného OspA v roztoku, OspA navazaného na lipozomy, OspA navazaného na
lipozomy s MTO02, OspA navazaného na lipozomy s MTO03, OspA navazané¢ho na
lipozomy s MTO05, OspA navazaného na lipozomy s MT06 a OspA navazaného na
lipozomy s MTO07. Vyhodnoceni protilatkové odpovédi probihalo pomoci ELISA testa.
Aby mohly byt vysledky jednotlivych testli srovnany mezi sebou, byl pouzit standard,
kterym bylo dobte reagujici sérum z pfedchozich experimenti. Standardu byla pfifazena
hodnota 100 jednotek relativni koncentrace.

V piipadé stanoveni koncentrace celkovych imunoglobulinu (IgG, IgA a IgM)
byly provedeny dva testy, a to po prvni a po druhé vakcinaci. Po prvni vakcinaci se
hodnoty mediant jednotlivych skupin experimentilnich mysi pohybovaly v rozmezi
1,294 — 5,115 jednotek relativni koncentrace. Po druhé vakcinaci hodnoty medidnt u
vSech skupin vzrostly na 17,436 — 74,527 jednotek relativni koncentrace. V obou
pfipadech jsem nejvy$§i hodnotu medidnu koncentraci celkovych imunoglobulini
pozorovala u skupiny vakcinované rekombinantnim proteinem OspA navdzanym na
lipozomy s adjuvans MTO06. Skupina vakcinovana OspA na lipozomech s MTO06
vykazovala nejvyssi hodnotu medianu koncentraci také v ptipadé IgG1, v ramci kterych
se hodnoty medianti koncentraci pohybovaly v rozmezi 82,920 — 265,701 jednotek
relativni koncentrace, a IgG2a, kde jsem zaznamenala rozptyl hodnot od nuly do
19,600 jednotek relativni koncentrace. NejvySsi hodnotu medianu koncentraci IgG2b
jsem zjistila u skupiny vakcinované OspA na lipozomech s MT03. Zde se hodnoty
mediant pohybovaly od 4,082 do 36,701 jednotek relativni koncentrace. Ve vSech
testech kromé polyvalentnich imunoglobulinti po prvni vakcinaci, kde nejniz8i hodnotu
hodnoty skupina vakcinovana volnym OspA v roztoku.

V ramci jednotlivych skupin jsem pozorovala pomémné vysokou Vvariabilitu

vysledki, ktera mize byt zptisobena nejen koncentraci, ale také afinitou protilatek.
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Srovnanim vysledkt vSech testl jsem zjistila, Ze celkové nejvyssimi hodnotami
mediani koncentraci se vyznaCuje skupina vakcinovand OspA na lipozomech
s adjuvans MT06. Dal§imi skupinami poskytujicimi vy$si hodnoty medianti koncentraci
nez skupina vakcinovana OspA na lipozomech bez adjuvans jsou skupiny vakcinované
OspA na lipozomech s MT03 a OspA na lipozomech s MTO05. Experimentalni mysi
vakcinované OspA na lipozomech s MT02 a OspA na lipozomech s MTO07 se celkové
vyznacuji niz§imi hodnotami medianti koncentraci nez skupina vakcinovana OspA na
lipozomech bez adjuvans. Celkové nejniz$i hodnoty mediani koncentraci jsem
zaznamenala u skupiny vakcinované pouze volnym OspA v roztoku, coz odpovida
piedpokladim, jelikoz samotné lipozomy také pusobi jako adjuvans (Masek et al.,
2011).

Vsechny druhy pouzitych adjuvans (MT02, MT03, MT05, MT06 a MTO07)
byly dosud testovany spole¢né pouze jednou, a to pii vakcinaci experimentalnich mysi
rekombinantnim antigenem Hsp90 kvasinky Candida albicans (Turanek Knd&tigova
et al., 2015). V literatuie je mozné také najit testy pro néktera jednotliva adjuvans nebo
jejich dvoijici.

V roce 2011 bylo testovano adjuvans MTO03, a to pii vakcinaci
experimentalnich mysi rekombinantim antigenem Hsp90 kvasinky Candida albicans.
Vysledkem této studie byl fakt, Ze vakcinace rekombinantnim antigenem Hsp90
navazanym na lipozomy s MTO3 po druhé davce indukuje produkci specifickych
imunoglobulind, a to v pfiblizné¢ stejné koncentraci jako vakcinace rekombinantnim
antigenem Hsp90 v kombinaci s kompletnim nebo nekompletnim Freudovym adjuvans.
Vakcinace Hsp90 na lipozomech s MT03 také vedla ke specifické produkci IFN-y, coz
poukazuje na to, ze je MTO03 schopen vyvolat vyvolat specifickou imunitni odpovéd’ se
zapojenim Thl lymfocytd. Ackoli byla produkce IFN-y pii vakcinaci Hsp90
s kompletnim Freudovym adjuvans silngjsi nez v ptipadé Hsp90 na lipozomech
s MTO3, pii pouziti kompletniho Freudova adjuvans doslo k zanétu a nekroze kuze
V misté¢ vpichu. Pfi pouziti MTO3 nebyly zjistény zadné vedlejsi ucinky (Masek et al.,
2011).

Dal$imi testovanymi adjuvans ze skupiny lipofilnich derivati muramyl
dipeptidu byla MTO05 a MTO06. Tato adjuvans byla pouzita pii vakcinaci
experimentalnich mysi rekombinantnim antigenem OspC Borrelia burgdorferi sensu
stricto. Jako pozitivni kontroly slouzily vakciny obsahujici rekombinantni OspC

s kompletnim Freudovym adjuvans a OspC s hydroxidem hlinitym. U skupin mysi
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imunizovanych OspC na lipozomech s MT05 a OspC na lipozomech s MTO06 byla
pozorovana nizS§i koncentrace IgG nez v piipadé pouziti hydroxidu hlinitého a
kompletniho Freudova adjuvans, Vv pfipadé stanoveni IgG1l byla vSak koncentrace u
skupin vakcinovanych OspC s hydroxidem hlinitym, OspC na lipozomech s MTO05 a
OspC na lipozomech s MTO06 srovnatelna. Koncentrace [gG2a dosahla nejvyssi hodnoty
pti pouziti OspC na lipozomech s MT06 a druhé nejvyssi hodnoty pti pouziti OspC na
lipozomech s MTO05. V piipadé IgG2b byly vysledky podobné, avsak s tim rozdilem, ze
koncentrace pii pouziti OspC s hydroxidem hlinitym se vyrovnala koncentraci pii
pouziti OspC na lipozomech s MTO05. V této studii byly stanovovany také hodnoty
koncentrace 1gG3 a IgM. V obou piipadech byla nejvyssi hodnota zaznamenana u
skupiny vakcinované OspC na lipozomech s MT05. Ani v této studii nebyly zjistény
zadné nezadouci ucinky adjuvans MT05 a MT06 (Kiupka et al., 2012).

Jak jiz bylo feceno vyse, vSechna adjuvans testovana v této diplomové praci
byla spole¢né studovana pouze jednou, a to pii vakcinaci experimentalnich mysi
rekombinantnim antigenem Hsp90 kvasinky Candida albicans. Krom¢ MT02, MTO03,
MTO0S5, MT06 a MTO7 byla pozita také adjuvans MTO1, MT04 a MTO08. Jako pozitivni
kontroly slouzily skupiny vakcinované rekombinantnim antigenem Hsp90 s kompletnim
Freudovym adjuvans a Hsp90 s hydroxidem hlinitym. Z testovanych derivatii muramyl
dipeptidu bylo dosazeno nejsilngjsi protilatkové odpovédi v ptipadé pouziti MTO3,
slabsi odpoveédi poskytla adjuvans MT07, MT06 a MTO0S5. Imunitni odpovéd’ na ostatni
adjuvans byla srovnatelna s pouzitim volného Hsp90 v roztoku nebo Hsp90 navdzané¢ho
na lipozomy. MT02, MT04 a MTO1l méla dokonce potencial potlacovat tvorbu
celkovych imunoglobulini. Adjuvans MT03, MTO07 a v mensi mite MT06, MTO5 a
MTO02 vyvolaly tvorbu imunoglobulinii IgG2a a IgG2b spojené s Thl protilatkovou
odpovédi. Tvorba IgG1 byla nejvice indukovana také adjuvans MT03 a MTO7, v mensi
mife potom MTO06 a MTO0S. Jako i1 v pfedchozich uvedenych studiich nebyly ani v této
praci zjistény jakékoliv vedlejsi ti¢inky lipofilnich derivati muramyl dipeptidu (Turanek

Knotigova et al., 2015).
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8. Zavér

V experimentalni ¢asti této diplomové price jsem se zabyvala izolaci a
purifikaci rekombinantniho antigenu OspA pomoci HisPur Ni-NTA a Ni-NTA agar6zy.
Protein byl izolovan z bakterii Escherichia coli BL21 (DE3) transformovanych
pazmidem pET200 svloZzenou sekveni antigenu OspA Borrelia burgdorferi sensu
stricto kmene B31. Vétsiho vytézku bez kontaminaci jsem dosahla pii pouziti Ni-NTA
agardzy. Z roztoku rekombinantniho proteinu OspA byl pomoci Tritonu X-114
odstranén endotoxin.

Vakciny obsahujici izolovany rekombinantni protein OspA byly pfipraveny na
Vyzkumném ustavu veterindrniho Iékatstvi v Brné. Celkem bylo pfipraveno sedm druhii
vakcin, a to vakcina obsahujici pouze volny OspA v roztoku, OspA navazany na
lipozomy, OspA navazany na lipozomy s MT02, OspA navazany na lipozomy s MTO3,
OspA navézany na lipozomy s MTO05, OspA navazany na lipozomy s MT06 a OspA
navazany na lipozomy s MTO07. Vakcinovano bylo celkem 35 mysi rozdélenych do
7 skupin po 5 jedincich.

Celkem probéhly dvé vakcinace, pficemz prvni odbér a druha vakcinace byla
provedena po tfech tydnech od vakcinace prvni. Druhy odbér probéhl opét po tfech
tydnech po druhé vakcinaci.

V néslednych ELISA testech byly stanovovany polyvalentni imunoglobuliny
ttid G, A a M, a to po prvni a druhé vakcinaci, ddle imunoglobuliny tfidy G podttidy 1
(IgG1), imunoglobuliny tfidy G podtfidy 2a (IgG2a) a imunoglobuliny tfidy G podtiidy
2b (1gGb) po druhé vakcinaci. V ptipadé polyvalentnich imunoglobulinii po prvnim i
druhém odbéru, IgGl a IgG2a dosahla nejvysSi koncentrace skupna imunizovana
vakcinou obsahujici adjuvans MTO06, nizS§i hodnoty potom vykazovaly skupiny
sadjuvans MT03 a MTO05. V piipad¢ IgG2b obsahovala nejvyssi koncetraci
imunoglobulinti skupina vakcinovana OspA na lipozomech s MTO03, niz$i hodnoty byly
zaznamenany u skupin s MT06 a OspA navdzanym na lipozomy bez dal§iho adjuvans.
Nejniz§ich hodnot koncentrace imunoglobulini ve vSech ptipadech, kromé
polyvalentnich imunoglobulini po prvnim odbéru, dosdhla skupina vakcinovana
volnym antigenem OspA v roztoku. V piipadé polyvalentnich imunoglobulini po prvni
vakcinaci se jednalo o skupinu s MTOQ7. Skupiny imunizované vakcinou obsahujici
MTO07 a MTO02 poskytovaly celkové nizS§i koncentraci imunoglobulinii nez skupina

vakcinovana OspA na lipozomech bez dalsiho adjuvans.
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Nejlepsich vysledkti bylo celkové dosazeno vakcinaci rekombinantniho
antigenu OspA navazanym na lipozomech s MT06, piipadné MTO03. Tato adjuvans by
mohla byt v budoucnosti vyuzita pro vyvoj vakciny proti lymské borelidze ve

veterinarni, pfipadné¢ humanni medicing.
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9. Seznam pouzitych zkratek

o ACA.....cciiiiiee acrodermatitis chronica atrophicans

o ACGaAl....cccvvrrinnn. cholesteryl 6-O-acyl-B-D-galaktopyranozid

o APS.... peroxodisiran amonny

e BBK32.....i. fibronektin vazajici protein (fibronectin-binding protein)

e Bdr..eiiiiivennnn. Borrelia direct repeat

e BOp.iiiiere Borrelia GAG-binding protein

e BmpA......iee povrchovy antigen B. burgorferi s. |. vazici laminin

o CXCLI9.....cooovviin. chemokine ligand 9

e DbpAB decorin vazajici protein A a B (decorin-binding protein
A, B)

e DNA....coiiiri deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

e EDTA.....ccoiiiivie kyselina ethylendiamintetraoctova

e ELISA.....ccoviv enzyme-linked immunosorbent assay

e EM. .. erythema migrans

o EU.iiiiiiiii endotoxin unit

o FDA ..o U. S. Food and Drug Administration

o FlaB ... flagelin B

e HLA ... human leucocyte antigens

e HLA-DR2............... HLA molekula II. tfidy

e HLA-DR4......... HLA molekula II. tfidy

e HLA-DRB1*0401 .... alela kodujici HLA-DR4

o hLFA-1......coe. human lymphocyte function-associated antigen 1

o HRP ..o kienova peroxidaza (horseradish peroxidase)

o HsSp90.....coovvvrrn protein tepelného Soku o velikosti 90 kDa (heat shock
protein 90)

o IFN-y.iiiiiiiiie, interferon gamma

o QA ., imunoglobuliny tfidy A

o 1gG. .. imunoglobuliny tfidy G

o IgGL..ciiiiiiiii imunoglobuliny tfidy G podtiidy 1

o 1gG2a....ccccviiin imunoglobuliny tfidy G podtiidy 2a

o IgG2b....ccovviverne imunoglobuliny tfidy G podtiidy 2b
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IgGM imunoglobuliny tiidy M

1 interleukin 1 beta

IL-4 interleukin 4

IRG ..o invariable region 6 proteinu VISE

LAL voda.................. apyrogenni voda pro test na piitomnost endotoxinu

LB médium............... Luria-Bertani médium (syn. Lysogeny broth)

LPS . lipopolysacharid

MAWD .......ccoovvnenes mitogen-activated protein kinase activator with WD40
repeats

MAWD-BP............... MAWD-binding protein

MDP......ccoovivireiannn muramyl dipeptid

MTO01 - MTOS.......... lipofilni derivaty MDP

N ML, nad mofem

NTA ., kyselina nitrilotrioctova

Oms66........ceevvvveennee druhy nézev pro protein p66

OPD ..covveevveecie o-fenylendiamin dihydrochlorid

OSP v povrchovy protein (outer surface protein)

OspA, B, C, D, E, F.. povrchové antigeny B. burgorferi s. .

P35 . protein B. burgorferi s. I. o velikosti 35 kDa

P37 e protein B. burgorferi s. I. o velikosti 37 kDa

P66 ..o povrchovy antigen B. burgorferi s. |. o velikosti 66 kDa

PBS ..o fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PCR. ..ot polymerazova fetézova reakce (polymerase chain
reaction)

TPM s otacky za minutu (revolutions per minute)

RpOD....cooiiiiee regulacni sigma faktor

RPOS ..o regulac¢ni sigma faktor

FRNA .. ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal

ribonucleic acid)

Sl sensu lato (v $irSim pojeti)
S. S sensu sricto (v uzsim pojeti)
Salpl5....cie protein nachézejici se ve slinach klist’at
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SDS..oiiee docecylsiran sodny

SDS-PAGE................ elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
SDS

TEMED .....ccoovvevunene N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin

Thl e, pomocné T lymfocyty 1 (T helper lymphocytes 1)

Th2.ie, pomocné T lymfocyty 2 (T helper lymphocytes 2)

TNF-0L o, tumor nekrotizujici faktor alfa (tumor necrosis factor
alpha)

TS i, trishydroxymethylaminomethan

TROSPA......cccv receptor klistéte pro OspA (tick receptor for OspA)

T-span7 ......ccceveuvenne. tetraspanin 7

VISE ...covviiiiieieee Vmp-like sequence protein Expressed neboli Variable

major protein E
VIdA ..o, Virulent strain-associated repetitive antigen A
WDA40.....ccccovveiiinens strukturni motiv cca 40 aminokyselin kon¢ici dipeptidem

tryptofanu a kyselinou asparagovou
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