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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS — Ammonium persulfate (peroxodisiran amonny)

B31 — kmen Borrelia burgdorferi

BOFES - Bovine Fetal Serum (bovinni = hovézi fetalni sérum)

BSA — Bovine Serum Albumin (bovinni sérovy albumin)

BSK Il médium — modifikace BSK média

BSK médium — Barbour-Stoenner-Kelly médium

BSK-H médium — modifikace BSK média

CB43 — kmen Borrelia afzelii

CMRL — Connaught Medical Research Laboratories

cp — cirkularni plazmid

HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethan sulfonova kyselina

HN pufr — pufr skladajici se z HEPES a NaCl

Ig G — imunoglobulin G

IRE19 — buné¢na linie z klistéte Ixodes ricinus

ISE18 — buné¢na linie z klistéte Ixodes scapularis

kbp — kilobase pair, 1000 para bazi (jednotka velikosti genomu)

KCI — chlorid draselny

kDa — kilodalton (jednotka velikosti proteinu)

L15 — Leibovitz's médium

Ip — linearni plazmid

LT — laboratorni teplota

MS — Mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

NaCl — chlorid sodny

Osp — outer surface protein (vngj$i povrchovy protein)

PIPES - piperazine-N,N-bis-2-ethansulfonova kyselina

rpm — revolutions per minute (otacky za minutu)

S. |. — sensu lato (v §ir§im slova smyslu)

S. S. — sensu stricto (v pfesném slova smyslu)

SDS — PAGE — Sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny) — polyacrylamide gel electrophoresis
(polyakrylamidova gelova elektroforéza)

SFV - Semliki Forest virus

spp. — species (druhy)

TEMED - tetramethylethylenediamin

TPB — Tryptose phosphate broth (tryptdzo-fosfatovy bujon)

Tris-Base — tris(hydroxymethyl)aminomethan



1. UVOD
1. 1. Lymeska nemoc

Lymeska nemoc (neboli lymeska borrelioza) je chronické infekéni onemocnéni
postihujici  vice organt. Je to jedno znejCastéjSich infekénich onemocnéni
v Evrop¢ a USA, které je prenaSeno Clenovci. Pocet hlasenych piipadii ro¢né neustéle
roste. To mize byt zpisobeno skutecné vyssim poctem nemocnych, anebo zlepSenim
diagnostickych metod (Barbour a Fish, 1993). Toto onemocnéni je zplusobeno
spirochetami komplexu Borrelia burgdorferi s. I., které jsou na ¢lovéka pienasena
prevazné infikovanymi klist'aty rodu Ixodes (Halouzka et al., 1998).

Klinickym ptiznakem je v 70 % piipadi rozsifujici se zarudnuti, tzv. erythema
migrans, v misté piisani klistéte. Akutni faze ma nespecifické ptiznaky podobné chiipce.
Nelééena nemoc vede K artritidé nebo koznim, neurologickym, ¢i srde¢nim komplikacim.
Mize se vyskytnout také kombinace téchto pfiznakli. Neurologické komplikace jsou €asto
spojeny s infekci zptisobenou B. garinii a B. burgdorferi s. s. (Balmelli et al., 1995).
Ke koznim komplikacim patii acrodermatitis chronica atrophicans (chronické kozni
onemocnéni charakterizované ztenCenim kuze), které je vétSinou zplsobeno B. afzelii
(Asbrink et al., 1986). Lymeska nemoc byla také podle nékterych studii spojena s dal$imi
ptiznaky, napf. chronicka tinava (Treib et al., 2000) a neurologické poruchy (MacDonald,
2006). Lymeska nemoc nepostihuje jen ¢loveka, ale i domaci zvitata jako jsou psi, kong,

kocky a skot (Parker a White, 1992).

1. 2. Klistata
Klistata jsou ¢lenovci tiidy — Arachnida, fadu — Ixodida (Chroust et al., 2001).
Klistata jsou krevsajici paraziti savcu, plazi a ptakd, ktera prenaseji fadu onemocnéni,
napt. lymeskou nemoc a klistovou encefalitidu (Hoogstraal, 1985). Klistata mohou nést
vice nez jeden patogen souCasné (Moniuszko et al., 2014). Existuji tfi celedé
klistat: ¢eled’ Ixodidae (tzv. tvrda klist'ata), celed’ Argasidae (tzv. mekka klist'ata) a ¢eled’
Nuttalliella (Alberto et al., 2010). Klist¢ ma tii stadia zivotniho cyklu: larva, nymfa

a dospélec (viz obrazek 1), v kazdém stadiu saji na hostiteli (Schwan et al., 1995).
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Obr. 1: Vyvojova stadia klistéte a zivotni cyklus Borrelia burgdorferi s. s. (Radolf et al.,
2012).

Klist'ata ¢eledi Ixodidae maji shora dolu zplostélé télo, které se sklada z hlavohrudi
srostlé se zadeckem. Larvalni stddium ma tfi pary koncetin, nymfa a dospélec Ctyfi.
Na koncich prvniho paru koncetin jsou Hallerovy organy, které svou citlivosti
na mechanické, tepelné a chemické podnéty pomahaji klistéti vyhledat hostitele.
Po ptichyceni na hostitele je klist¢ schopno pomoci tohoto organu najit nejvhodngjsi
misto K pfisati — s tenkou ahodné prokrvenou kuzi. Hlavova cast je tvofena
hypostomem (hlavni saci organ), chelicerami (klepitka) a pedipalpami (makadla).
Hypostom je posdzeny zpétnymi hacky, diky tomu umoznuje klistéti pevné zakotveni
vkizi a sani. Vpribéhu sani klist¢ produkuje sliny, které obsahuji slozky
se znecitlivujicim a protisrazlivym ucinkem. Spolu se slinami se do téla hostitele
dostavaji viry nebo bakterie (Radolf et al., 2012).

Zpusoby pienosu patogenll jsou mozné ze stadia na stadium — transstadialné nebo
z matky na potomstvo — transovarialné (van Duijvendijk et al., 2016). Jedna dospéla
samicka je schopna vyprodukovat 2500-4000 vajicek. Cely vyvoj vétsinou trva tii roky,

ale miZe se 1 o n€kolik let prodlouzit. Larvalni stadium kliStéte saje krev volné Zijicich



savcu, kteti mohou byt infikovani borreliemi. Toto sani probiha 3-5dni (viz
obrazek 1). Borrelie se mnozi a pretrvavaji ve stiedni Casti travici soustavy infikované
klistéci larvy, ktera se nasledné vyviji mésic az jeden rok v nymfu. Nymfalni stadia saji
opét 3—5 dni na dalSim hostiteli a v prabéhu sani borrelie migruji do slinnych zlaz
klistéte a mohou infikovat hostitele. Nymfa se poté vyviji v dospé€lce, ktery saje
na velkych savcich (Rosa et al., 2005).

1.3. Borrelie

Komplex Borrelia burgdorferi sensu lato je soubor bakterii taxonomicky zafazeny
do tfidy Spirochaetes, fadu Spirochaetales, ¢eledé¢ Spirochaetaceae. Tento komplex
zahrnuje asi 20 druht (Becker et al., 2016). Neustale vznikaji popisy novych druht, a tak
toto Cislo pravdépodobné neni kone¢né (Krupka et al., 2007). Borrelie zpisobujici
lymeskou nemoc (Hyde, 2017) jsou pienaseny klistaty rodu Ixodes ricnius v Evropé,
Ixodes scapularis a Ixodes pacificus v Severni Americe a Ixodes persulcatus v Asii
(Baranton et al., 1992; Sun a Xu, 2003). Do komplexu B. burgdorferi s. |. patii
B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. bavariensis, B. japonica a dalsi. Druh
B. burgdorferi s. s. se nachazi v Americe i Evropé, zatimco B. afzelii,
B. bavariensis, B. garinii a B. japonica v Eurasii (Rudenko et al., 2011).

Borrelie jsou 0,2-0,5 um tenké a 10-30 um dlouhé (viz obrazek 2), maji spiralovity
tvar se 4-15 zavity a 7-11 biciky, které zodpovidaji za pohyb bakterii (Aguero-Rosenfeld
et al., 2005). Bunka se sklada z vngjsi membrany, periplazmy a cytoplazmatické
membrany, ktera tvoii tzv. protoplazmaticky valec. Vné&j$i membrana borrelii na rozdil
od ostatnich gramnegativnich bakterii neobsahuje liposacharidy, ale jsou zde hojné

zastoupeny lipoproteiny (Talayama et al., 1987; Fraser et al., 1997).

bitiky vnéjsi membrana protoplazmaticky valec

Obr. 2: Morfologie Borrelie burgdorferi s. s. (Rosa et al., 2005).

Borrelie obsahuji svoji genetickou informaci zakédovanou v jednom chromozomu
a n¢kolika plazmidech (viz obrazek 3). Mezi jednotlivymi druhy borrelii je rozdil v poctu
a velikosti plazmidt. Na obrazku 3 je znazornén genom B. burgdorferi s. s. kmene B31.
Jeji linearni chromozom o velikosti asi 910 kbp je relativné maly v porovnani s ostatnimi

spirochetami. Plazmidy borrelii jsou linearni a cirkularni 0 velikosti 5-220 kbp (Piesman
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a Schwan, 2010). Plazmidy znazornéné CcCervené (viz obrazek 3) jsou potiebné

pro schopnost nakazit hostitele a piezivat v klist'atech a hostitelich.
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Obr. 3: Znazornéni genomu B. burgdorferi s. s. kmene B31. — linearni chromozom,
cirkularni a linearni plazmidy, cp — cirkularni plazmid, Ip — linearni plazmid. (Stewart
et al., 2005).

1. 3. 1. Zivotni cyklus borrelii

Borrelie komplexu Borrelia burgdorferi s. |. infikuje Sirokou Skalu obratlovcl
véetné malych savcn, jestérek a ptaklt (Anderson a Magnarelli, 1984). Klistata rodu
Ixodes prenaseji borrelie mezi hostiteli a jsou zatim jedinymi prokazanymi pienaseci, kteti
infikuji clovéka (Steere, 2001). Klistata nejcastéji ziskavaji borrelie v prubéhu
sani infikovanych hostiteld, pfedev§im hlodavci (Donahue et al., 1987). Poté borrelie
zUstavaji transstadialng v téle klistéte béhem vyvoje (Piesman a Schwan, 2010). Kazdé
stadium Kklistéte saje na jinych hostitelich. Drobni savci (napf. hlodavei) jsou
kompetentnimi  hostiteli ~ borrelii, zatimco wvelci savci (napf. jelen) jsou
nekompetentni, a tim nejsou dobrym zdrojem pro nakazeni klistéte (Télleklint a Jaenson,
1994).

Borrelie mohou byt pienaSeny transstadialné. Bylo prokazano, ze Borrelia afzelii
a Borrelia miyamotoi mohou byt u klistat pfenaSeny transovarialné, coz vyvraci dogma,
ze larvalni kousnuti nemize vyvolat lymeskou nemoc (van Duijvendijk et al., 2016).
Vsechna tfi vyvojova stadia mohou sat na cloveéku a prevazné nymfy jsou zodpoveédné za

prenos borrelii na ¢lovéka (Piesman a Schwan, 2010). Mala velikost nymf znesnadfiuje



jejich detekci, coz zajistuje delsi dobu sani a zvySuje pravdépodobnost pienosu borrelit,
a to vede k sifeni lymeské nemoci (Tilly et al., 2008).

Klisté a jeho hostitelé poskytuji rozdilné Zivotni podminky pro rust borrelii. Savci
reguluji svou télesnou teplotu od 37 °C do 39 °C, zatimco teplota klistat je zavisla
na okolni teploté. Také pH tkani a krve savcu je neutralni, oproti tomu travici Gstroji
klistat je vice zasadité (Balashov, 1972). Borrelie dokazi ménit Svou genovou expresi,
coz vede k tvorbé rlznych vnéjSich povrchovych proteinii v zavislosti na odlisnych

podminkach v téle klistéte a savci (Rosa et al., 2005).

1. 4. Klistéci bunécné linie

Klistata maji velky medicinsky a veterinarni vyznam jako pienaSeci patogennich
virt, bakterii a protozoi (Jongejan a Uilenberg, 2004). Klistéci bunééné linie jsou ¢im dal
vice dulezité pro vyzkum klistaty pfenasenych onemocnéni a jsou uzitenym nastrojem
pro definovani komplexniho vztahu hostitel — pfenase¢ — patogen. Mimo studii klist'aty
prendSenych patogeni jsou klistéci bunécné linie vyuzivany dale na studie klistéci
biologie, genomiky, proteomiky a genetické manipulace (Varma et al., 1975).

Pokusy kultivovat klistéci bunky zacaly jiz v roce 1933, tehdejsi studie dikladné
zkoumaly vyuziti téchto bunck pro mnoZeni viri a bakterii. Dvacetileté zlepSovani
metodiky vedlo k zalozeni prvni kontinualni klistéci bunééné linie z ¢eledi Ixodidae
z druhu Rhipicephalus appendiculatus (Kurtti et al., 1988). V roce 1995 bylo k dispozici
20 bunéénych linii z osmi druht klistat. Tyto bunééné linie byly pouzivany pro mnoZeni
borrelii, rickettsii artiznych arbovirt (Munderloh a Kurtti, 1995). V soucasné dobé
existuje 40 bunéénych linii z 13 druht celedi Ixodidae a poprvé jedna linie z celedi
Argasidae z druhu Carios capensis (Bell-Sakyi et at., 2007).

Z né&kterych druht klistat, jako Rhipicephalus appendiculatus a Boophilus
microplus, bylo kultivovano n€kolik bunéénych linii v riznych laboratotich. Bunky jinych
druhti se obtizné¢ mnozily kontinudln€ i pies standardizované protokoly pro vytvoieni
primarnich kultur (Varma, 1989). Pravé proto, ze Celedi Argasidae bylo vénovano
mnohem méné pozornosti nez Celedi Ixodidae, trvalo 30 let, nez byla objevena prvni
bunécéna linie mekkych klistat (Kurtti et al., 2005).

Vétsina soucasné dostupnych klistécich bunéénych linii byla vytvofena
Z embryonalnich bunék bez vybéru konkrétnich typt tkani (Kurtti et al, 1988, Munderloh
et al, 1994). Primarni bunécné kultury se kultivuji z nymf po odstranéni tkani traviciho

a vyluCovaciho systému, anebo z celych larvalnich explantatti — cerstvé vynata tkan z téla



(Varma et al., 1975; Bell-Sakyi, 2004). Klistéci bunécné linie obvykle obsahuji dva a vice
bunéénych typd, které mohou byt ptitomné v riznych pomérech, a to jak v ramci jedné
kultury, tak v riznych uarovnich pasazi (Yunker, 1987). Tato smés bunék je ziejmé
nezbytna pro pieziti kultury (Munderlohet al., 1994). Jednotlivé bunky v klistécich
bunéénych liniich maji tendenci ziskavat nebo ztracet chromozomy bez efektu na jejich
preziti (Kurtti et al, 1988).

Bunky klistat rostou v médiu doplnéném o savéi sérum BOFES (bovinni fetalni
sérum) a inkubuji se pfi teploté mezi 28 °C a 34 °C, nékteré linie rostou i pii 37 °C
(Dermacentor andersoni). Nékterym klistécim bunéénym liniim vyhovuje kyselé prostiedi
(pH 6,5-6,8) simulujici podminky mnozicich se bun€k v larvach, nymfach a dospélcich
(Munderloh a Kurtti, 1995). Oproti tomu ostatni buiiky rostou v neutralnim
nebo alkalickém pH, coz umozfiuje rust patogenti citlivych na  kyselé
pH (Munderloh et al., 1996).

Klistéci bunky nepfiléhaji k povrchu, rostou jako kombinace monovrstvy
a suspenze. DéEli se pomérné¢ pomalu a mohou byt udrzovany ve vysokych bunécnych
koncentracich (10°-107 bun&k/ml). Jednotlivé kultury nékterych klistécich bunéénych linii
mohou byt velmi odolné, pfezivaji mnoho let spravidelnou vyménou média
(tzv. pasazovani), coz odrazi schopnost klistat piezivat v extrémné dlouhych periodach
mezi sanim v piirod¢ (Bell-Sakyi et al., 2007). Klistéci bunétné linie jsou uzite¢né pro
mnozeni patogend (napt. Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Virus klistové
meningoencefalitidy, Zapadonilsky virus), které nemohou rust in vitro v zadné jiné
kultute. (Kurtti, et al., 1988; Alberdi et al., 2016; Ferrolho et al. 2016, Lawrie et al.,
2004).

Pouzité bunécné linie v této praci jsou z klistat Ixodes scapularis a z I1xodes ricinus,
které jsou kultivovany z embryonalnich bunék. Bunécéna linie z klistéte Ixodes ricinus je

kultivovana pti 28 °C a z Ixodes scapularis pii 32 °C (Bell Sakyi et at., 2007).

1.5. Shrnuti souvisejicich vyzkumii
Obonyo et al. v roce 1999 zkoumali borrelie kultivované s klistécimi bunéénymi
liniemi a zmény exprese vné&jSich povrchovych proteind OspA a OspC v zavislosti na
teploté. V tomto pokusu byly inkubovany B. burgdorferi s. s. kmen N40 a JMNT
a bunécna linie z Ixodes scapularis ISE6 v L15BS médiu (L15 médium + 5% BOFES,
0.1% koncentrat bovinniho lipoproteinu, 10% TPB, 25 mM N-acetyl glukosamin, 25 mM
PIPES), nebo borrelie v samotném BSK-H médiu. Zmeény se sledovaly pii 31 °C, 34 °C



a 37 °C po 5-7 dnech. Mnozstvi vnéjsiho povrchového proteinu OSpA bylo nejvyssi
pii 31 °C asnizovalo se s nartstajici teplotou. Mnozstvi proteinu OSpC bylo nejvyssi
pii 37 °C (viz obrazek 4). Borrelie rostouci v BSK-H médiu produkuji vice OspC
pii 37 °C a obsah OspA neni vyznamné ovlivnén teplotou. Toto zjiSténi ukazuje, ze
teplota spolu s inkubaci s klistécimi bunéénymi liniemi hraje roli v rozdilné expresi

vngjsiho povrchového proteinu OspA a OspC (Obonyo et al., 1999).

ISE6 BSK ISE6 BSK ISE6 BSK
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Obr. 4: Analyza B. burgdorferi s. s. kmene JMNT pomoci metody SDS-PAGE a nasledné
barveni Coomassie Brilliant Blue (Obonyo et al., 1999).

Burgrysheva et al. se v roce 2002 zabyvali mnozenim B. burgdorferi s. s. kmene
N40 inkubovaného s klistécimi burikami |. scapularis IDE8 a ISE6 v L15BS médiu,
nebo v samotném L15 médiu. Tato kultivace trvala ¢tyfi dny. Médium L15BS samo

0 sob¢& nepodporuje rust borrelii, zatimco BSK-H médium ano (Burgrysheva et al., 2002).

(3]
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Obr. 5: Rozdil rastu Borrelia burgdorferi kmen N40 v L15BS médiu, v L15BS médiu
s klistécimi buitkami a v BSK-H médiu (Bugrysheva et al., 2002).



Moniuszko et al. vroce 2014 inkubovali bunééné linie z Ixodes scapularis nebo
Ixodes ricinus vzdy zaroven se dvéma patogeny — Borrelia burgdorferi s. s., Ehrlichia
ruminantium a Semliki Forest virem (SFV). Byl méfen vliv koinfekei na replikaci téchto
patogent. Napf. infikovani klistécich bunétnych kultur B. burgdorferi s. s. zlepsilo
naslednou replikaci E. ruminantium, zatimco pfidani borrelii ke klistécim buiikdm
infikovanych E. ruminantium neméla zadny vliv na rast E. ruminantium. Pridani
B. burgdorferi s. s. k virem nakaZené kultufe mélo také pozitivni vliv na replikaci viru
a v opacném sledu infekci byl také pozorovan pozitivni vliv na replikaci viru. Pfitomnost
E. ruminantium nebo SFV v klistéci bunééné kultufe nemélo zadny méfitelny vliv na rust
B. burgdorferi s. s. Pfidani E. ruminantium ke klistécim bunéénym liniim a nasledujici
ptidani SFV vyznamné zvysilo replikaci viru ve vSech ¢asovych bodech (24, 48, 72 hodin
po infekci), zatimco pfitomnost viru v klistéci bunééné kultufe nemd zadny méfitelny

ucinek na rast bakterie E. ruminantium (Moniuszko et al., 2014).

Teixeira et al. vroce 2016 zkoumali klistéci buné¢né linie s B. burgdorferi s. s.
pomoci prutokové cytometrie, fluorescenéni a konfokalni mikroskopie. Borrelie byly
obarveny fluorescenénim membranovym markerem (PKH67 nebo PKH26) a byly
inkubovany s 8 riznymi klistécimi bunéénymi liniemi pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.
Marker PKH u¢inné obarvi borrelie bez vlivu na jejich Zivotaschopnost a pohyblivost.
Mezi testovanymi bunéénymi liniemi nejlépe prospivala bunééna linie RA243 z klistéte
Rhipicephalus appendiculatus, jak s vysokou (90 %), tak s nizkou (10 %) koncentraci
BSK-H média v klistécim kultivacnim médiu. Pfidani cytochalasinu D zpisobilo
dramatické morfologické zmeény borrelii a jejich umirani v interakci s klistécimi buikami.
Témet vSechny mrtvé fluorescencné znacené borrelie byly fagocytovany klistécimi
buitkami. Oznacovani borrelii PKH se ukazalo jako spolehlivy nastroj pro analyzu
interakci  borrelii a kliStécich bun€k pomoci pritokové cytometrie, konfokalni

a fluorescen¢ni mikroskopie (Teixeira et al., 2016).



2. CILE PRACE

1. Stanovit vhodné experimentdlni podminky pro praci s klistécimi bunéénymi
liniemi a riznymi druhy borrelii

2. Identifikace specifickych proteinli expreSovanych nebo neexpresovanych
v borreliich za piitomnosti klistécich bunéénych linii a také v supernatantu
z klistécich bunéénych linii

3. Sledovat rozdily v expresi proteinu evropskych druhd borrelii za pfitomnosti
klistécich bunék americkych druhti rodu Ixodes a americkych druhi borrelii

za piitomnosti evropskych druhti rodu Ixodes
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3. METODY

3. 1. Kultivace borrelii

Byl pouzit kmen Borrelia burgdorferi s. s. B31 — A3 od doktorky Patricia Rosa,
Ph.D. (Rocky Mountain Laboratories, NIH, NIAID) a Borrelia afzelii
CB43 — 6 od doktora Ryan Rego, Ph.D. (Parazitologicky Ustav, AV CR). Médium BSK 11
bylo zahiato po dobu 10 minut pii 50 °C ve vodni lazni SUB Agua 2s (Grant). Dalsi prace
probéhla za sterilnich podminek v laminidrnim boxu Bio Il Advance (Telstar).
Pro zamezeni kontaminaci byla nadoba s BSK Il médiem pied otevienim ociSténa
70% ethanolem. Médiem byly naplnény 8ml zkumavky po okraj. Ze zasobniho roztoku,
ktery byl uskladnén pii -80 °C (-86 °C Freezer, Cryogenics Limited), bylo pomoci
laboratorni $pi¢ky pfidano malé mnozstvi kultury borrelii kmene CB43 nebo B31. Poté

probéhla inkubace pfi 34 °C do dosazeni koncentrace 5 x 107 buné&k borrelii/ml.

3. 2. Priprava tekutého média BSK II pro kultivaci borrelii

Vsechny slozky, ndstroje a naddoby pro piipravu musely byt sterilizovany. Pro
ptipravu 2 | BSK II média bylo potieba nejprve rozmichat prvni tfi slozky (viz tabulka I)
v 1,51 Milli-Q vody. Rozmichani roztoku probihalo pfiblizné¢ dvé hodiny pomoci
magnetické michacky MR Hei-Mix S (Heidolph). Dale bylo pfidano zbylych sedm slozek
(viz tabulka 1) a opét vSse michano az do uplného rozpusténi. Poté bylo upraveno
pH na hodnotu 7,6 sterilnim 10 M roztokem NaOH pomoci pH metru Eutech Instruments
pH 510 (Chromservis). Na zavér byl roztok doplnén do finalniho objemu Milli-Q vodou,
vse bylo promichéano a piefiltrovano pfes 0,2 mm filtr do 500 ml sterilnich lahvi. Poté

bylo ptidano 30 ml krali¢iho séra do kazdé lahve a uskladnéno pii -20 °C.

Tab. I: Chemikalie pro ptipravu BSK II média.

slozky [o/1]
BSA 50
Neopepton 5
10x CMRL 9,7
Yeastolate 2
HEPES 6
glukoza 5
citronan sodny 0,7
pyruvat sodny 0,8
N-acetyl glukosamin 0,4
hydrogenuhlicitan sodny 10
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3. 3. Pasazovani kliStécich bunéénych linii

Béhem pasazovani dochazi k odebrani casti narostlé kultury a K vymeéné ¢&asti
zivného média za Cerstvé. Klistéci bunky (od Dr. Lesley Bell-Sakyi, The Pirbright
Institute, UK) dlouhodobé¢ kultivovany pti 28 °C v médiu pro klistéci bunécné linie) byly
pasazovany po dvou tydnech, a to vyhradné v laminarnim boxu Bio Il Advance (Telstar)
za sterilnich podminek. Pfed pasazovanim bylo médium pro klistéci bunky temperovano
minimaln¢ 30 minut pfi laboratorni teploté (LT). Slozeni média pro klistéci buiky bez
antibiotik bylo nasledujici: L15 (Leibovitz’s médium) + 20% BOFES (bovinni fetalni
sérum) + 10% TPB (tryptozo-fosfatovy bujon) + L-glutamin. Médium pro klistéci bunky
s antibiotiky navic obsahovalo 100 jednotek/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu.
B¢hem pasazovani nedochazi k dopliiovani antibiotika, a tak dochazi k postupnému
snizovani jeho koncentrace VvV médiu. Pasdzovani probihalo nasledovné: Médium
a zkumavky s buné¢nou kulturou byly sterilné otevieny a opaleny nad plamenem. Pomoci
5ml pipety byl obsah zkumavky rozsuspendovan. Poté byly asi % objemu suspenze bunék
pomoci pipety vypustény do odpadu sroztokem 0,5% kyseliny peroctové. Do kazdé
zkumavky bylo doplnéno nové temperované médium pro klistéci bunééné kultury
po rysku, coz odpovidalo asi 4 ml média. Nakonec byly lahve s médiem a zkumavky
S bunéénou kulturou sterilné uzavieny opalenim nad plamenem. Zkumavky byly
inkubovany dva tydny pti 24 °C.

V této praci byly pouzity bunééné kultury z Ixodes ricinus (IRE19) a z Ixodes
scapularis (ISE18) kultivované s médiem s antibiotiky nebo bez nich. Pro ziskani vétsiho
mnozstvi bunééné kultury nebyla buné¢na suspenze vypusténa do odpadu, ale do novych

zkumavek a médium bylo doplnéno stejné jako béhem pasazovani.

3. 4. Priprava vzorki s borreliemi

Bylo pfipraveno n¢kolik druhit vzorkli rGzného sloZeni, pokazdé po tfech
zkumavkach. Ve vzorcich byla vzdy pfitomna kultura borrelii s riznymi objemy
BSK Il média spolu se suspenzi klistécich bunéénych linii, nebo supernatantem
z klistécich bunécnych linii (vznikl centrifugaci pii 2000 rpm nebo pii 8000 rpm po dobu
15 minut v centrifuze Centrifuge 5430 R, eppendorf), nebo médiem pro klistéci bunécné
linie. Médium BSK Il bylo pfed pouzitim inkubovano ve vodni lazni SUB Agua
2s (Grant) pti 50 °C 15 minut. VSechna média byla pouzita vzdy bez antibiotik. Kulturu
borrelii bylo nutno promichat opakovanym vertikalnim oto¢enim. Borrelie ve vzorcich

mély koncentraci 10° borrelii/ml. Ve vSech sériich vzork® byla pouzita Borrelia afzelii
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nebo Borrelia burgdorferi s. s. (chybi v sérii 3) a Ixodes ricinus nebo Ixodes scapularis.
Ke kazdé sérii vzorkd byla vytvofena pozitivni kontrola. Vzorky byly inkubovany
pii 34 °C nebo 28 °C az do dosazeni koncentrace 5 x 107 borrelii/ml, ktera byla zjiiténa

pomoci pocitani v Petroff-Haussrové komirce.

3. 5. Pocitani borrelii v Petroff-Hausserové komiirce
Na pocitaci komirku Petroff Hausseur (Electron Microscopy Services) bylo
naneseno 6 ul kultury borrelii, kultura byla pfedem ziedéna v poméru 1 : 10. Podlozni
sklo po polozeni kryciho sklicka bylo vlozeno do mikroskopu, prohlizeno v temném poli
(Leica DM1000 LED) a byly pocitany borrelie na 5 ¢tvercich (v ptipadé, ze se borrelie
vyskytovaly na hrané¢ ¢tverce, buiiky se pocitaly pouze ze dvou hran). Dana hodnota byla
vynasobena &islem 1,25 x 107 (index pro poéitaci komirku) a vysel pocet borrelii v 1 ml

média.

3.6. Priprava lyzatu z buné¢né kultury

Bunéény lyzat byl piipraven zbunééné kultury borrelii nebo kliStécich
bunék. Centrifugace vzorki probihala 10 minut rychlosti 8 000 rpm pii 20 °C v centrifuze
Centrifuge 5430 R (Eppendorf). Dale byl odebran supernatant a pelet byl rozsuspendovan
v 1 ml HN-pufru (slozeni pro 1 litr HN pufru: 50 mM HEPES a 50mM NaCl) kvuli
procisténi bunék od média a pelet byl pienesen do ¢isté 1,5 ml zkumavky. Poté byla
zkumavka centrifugovana pii stejnych podminkach jako v prvnim kroku. Supernatant byl
znovu odstranén a ptidan 1 ml HN-pufru. V dalsim kroku byl pelet rozsuspendovan
a centrifugovan opét za stejnych podminek jako na zac¢atku. Supernatant byl naposledy
odstranén a pelet rozsuspendovan v 200 pl lyza¢niho pufru B-per (Bacteria Protein
Extraction Reagent, Thermo Scientific) a byl inkubovan 10 minut pii LT a poté byl lyzat
promichan. Dale bylo pfidano do kazdého lyzatu 200 pl Laemmli pufru (2x Laemmli
vzorkovaciho pufru a 2-Merkaptoethanolu v poméru 19:1). Lyzaty byly pouzity
pro metodu SDS-PAGE nebo uchovany pii teploté -20 °C.

3.7. SDS-PAGE
SDS-PAGE (polyakrylamidova gelova elektroforéza s vyuzitim (dodecylsiranu

sodného) je  chemickda metoda  pouzivana  kseparaci  proteind,  ktera

vyuziva polyakrylamidového gelu v ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Latka SDS
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svym vysokym ndbojem vyrovnava naboj proteint a ty se pohybuji v gelu na zakladé svoji

velikosti.

3.7.1. Priprava gelu pro SDS-PAGE

Pro piipravu gelu byla pouzita skla 0,75 mm Bio-Rad s hiebinkem 0,75 mm
pro deset jamek. Skla byla umisténa do stojanu pro pfipravu gelu, pomoci vody byla
ovéfena tésnost umisténi skel v drzaku. Gel je mozné ptipravit bud’ z jednotlivych slozek,
nebo pomoci soupravy.

Pro ptipravu gelu z jednotlivych slozek byly nejprve smichany slozky separacni
Casti (viz tabulka Il1) a smés dikladné promichana. Ziskany roztok byl ihned pomoci
pipety nanesen mezi skla az pod tiroven hiebinku. Pro zarovnani hladiny separacni ¢asti
gelu byla nanesena vrstva destilované vody, ktera byla po polymerizaci gelu odsata
pomoci ubrousku (cca 30 minutach). Poté byl pfipraven roztok pro zaostfujici ¢ast gelu
(viz tabulka 1) stejnym zptisobem jako separa¢ni ¢ast. Roztok byl opét nanesen mezi skla
a ihned vlozen hiebinek. Po polymerizaci (cca 20 minut) bylo mozné vyjmout hiebinek

a gel byl ptipraven pro dalsi postup.

Tab. Il: SloZeni pro jeden 12% SDS-PAGE gel.

slozky separacni ¢ast | zaostiujici cast
30% akrylamid 2ml 170 pl
separacni/zaostiujici pufr 1,25 ml 250 pl
destilovana voda 1,7 ml 570 ul
10% APS 50 pl 10 ul
TEMED 2 ul 1l

Pro ptipravu gelu pomoci soupravy TGX FastCast (Bio-Rad) byly podle navodu
vyrobce smichany slozky pro zaostfujici a separaéni cast gelu (viz tabulka III).
Po dikladném promichani byl nanesen separa¢ni roztok mezi skla a poté ihned zaostiujici
anasledn¢ vlozen hiebinek. Po polymerizaci gelu (cca 30 minut) bylo mozné hiebinek

vyjmout a gel byl ptipraven pro dalsi postup.

Tab. 111: Slozeni pro jeden 12% SDS-PAGE gel ( TGX Stain-Free FastCast, Bio-Rad).

slozky separacni ¢ast zaostrujici ¢ast
Resolver A 2ml -
Resolver B 2ml -
Stacker A - 1mi
Stacker B - 1mi
TEMED 2 ul 2 ul
10% APS 20 ul 10 ul
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3.7.2. Pribéh elektroforézy

Byla sestavena aparatura  Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad)
pro SDS-PAGE elektroforézu. Do vnitini i vnéjsi ¢asti byl nalit 1x pufr pro SDS-PAGE
(slozeni viz tabulka 1V). U kazdého vzorku byla zjisténa koncentrace pomoci piistroje
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) a podle ni byl odvozen objem nandseného vzorku
tak, aby ve vSech jamkach byla stejna koncentrace vzorki. Dale byly bunétné lyzaty
z borrelii nebo klistécich bun¢k inkubovany 10 minut pfi teploté¢ 100 °C. Na piipravené
gely byly naneseny vzorky, tzn. bunééné lyzaty z borrelii nebo klistécich bunék. Do prvni
jamky bylo naneseno 8 pl markeru (Protien Marker V1 10-245, AppliChem) a do zbylych
jamek vzorky. Samotna elektroforéza probihala 90-120 minut pii napéti 120 V. Takto

ziskané gely jsou pouzity pro barveni roztokem Coomassie Brilliant Blue.

Tab. IV: Slozeni 1 litru pufru pro SDS-PAGE.

slozky [9/l]
Tris-base 30,3
Glycin 144
SDS 10

3.7.3. Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue

Po skonceni elektroforézy byl gel opatrné vyjmut ze skel a 3x promyt v Milli-Q
vodé¢ vzdy 15 minut. Poté prob&hlo barveni roztokem Coomassie Brilliant Blue 3 hodiny.
Na jeden gel bylo potteba 25 ml tohoto roztoku, ktery 1ze pouzit opakované. Nasledné byl
gel promyt 3x v destilované vodé vzdy po 30 minut. Poté byl uskladnén do druhého dne,

kdy byl zdokumentovan vysledek pomoci ChemiDocTMMP Imaging Systému (Bio-Rad).

3.8. MS analyza

MS analyza, neboli hmotnostni spektrometricka analyza, se pouziva ke stanoveni
zékladniho sloZeni vzorku (napt. peptidu).
Za sterilnich podminek byly pomoci skalpelu vyiezany jednotlivé prouzky s proteiny
zgelu, které byly roziezany na asi 2mm ¢asti. Tyto ¢asti byly vlozeny
do 1,5ml zkumavky. Takto ptipravené vzorky byly pfedany na analyzu MS. Poté byly
vysledky zpracovany pomoci programu Protein BLAST a vysledkem byla peptidova

sekvence proteinu borrelii.
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4. VYSLEDKY
4. 1. Vysledky série 1

U vzorkt III-VI série 1 (viz tab. V) bylo pouzito BSK II médium, borrelie (kmen
CB43 nebo B31) a médium s klistécimi bunikami (linie ISE 18 nebo IRE 19 po
5. pasazovani). Vzorky se inkubovaly pii 28 °C. U téchto vzorka doslo ke kontaminaci.
Vzorky VII-X se skladaly z BSK II média, borrelii a média bez klistécich bunék
(supernatant klistécich bunéénych linii, ktery vznikl centrifugaci pfi 8000 rpm po dobu
15 minut). Tyto vzorky byly inkubovany jeden tyden pii teploté 34 °C. Z téchto vzorka
byl vytvofen bunécny lyzat a nasledné provedena metoda SDS-PAGE. Na obrazku 6 neni
sledovan zadny rozdil mezi jednotlivymi bunécnymi lyzaty a jejich kontrolou. U vzorka

s Borrelia afzelii je pozorovan OspB o velikosti 34 kDa.

Tab. V: Piehled sloZeni vzorku série 1.

slozeni mnozstvi média

¢islo _ Klistect

vzorka | borrelie L SCL 1 BSK 11 | médium s k. b. 1.* | supernatant k. b. 1.*
bunééné linie
I, PK CB43 8 ml
I, B31
1l IRE 19
v CB43 ISE 18 6ml 5 ml
Y, a3 IRE 19 m m
VI ISE 18
VIl IRE 19
CB43

VIII ISE 18 2l Lml
IX B31 IRE 19
X ISE 18

* klistéci bunééné linie; PK — pozitivni kontrola
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Obr. 6: Metoda SDS-PAGE vzorki série 1, jamka ¢. 1, 2 — vzorek VII;

¢. 3,4 —vzorek VIII; ¢. 5 —vzorek X; ¢. 6 —vzorek I; ¢. 7 — pozitivni kontrola kmene B31.

4. 2.Vysledky série 2

V sérii 2 (viz tab. VI) byly vzorky slozeny z BSK II média, borrelii (kmen CB43
nebo B31) a supernatantu z klistécich bun¢k (linie ISE18 nebo IRE19 po 5. pasazovani),
ktery vznikl centrifugaci pti 8000 rpm po dobu 15 minut, nebo média pro klistéci bunécné
linie bez antibiotik. Tyto vzorky se inkubovaly jeden tyden pii teplot¢ 34 °C.
Na obrazcich 7, 8 a 9 neni sledovan zadny rozdil mezi jednotlivymi bunéénymi lyzaty.
Na obrazku 9 je oznacen protein OspB Borrelia afzelii o velikosti 34 kDa. Na obrazku
10 je zobrazen peptidové sekvence OspB ziskané pomoci MS analyzy, ktera pomohla

identifikovat povrchovy protein OspB.
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Tab. VI: Piehled sloZeni vzorkl série 2.

slozeni mnozstvi média
¢islo _ Wlisticd
vzorki |borrelie SISteel 1 BSK 11 | supernatant k. b. 1.* | médium pro k. b. I.*
bunécéné linie
I, PK 7 ml
1 ISE 18
i IRE 19 Sml 2ml
B31

AV ISE 18 6 ml 1ml
V 1mi
VI 5ml 2ml
VI, PK 7 ml
VI ISE 18

5ml 2 ml
IX ceus | IRE19 m m
X IRE 19 1ml

6 ml
Xl 1mi
XII 5ml 2ml
* kliStéci bunécné linie; PK — pozitivni kontrola

7

Obr.

¢.4,5,6—vzorek IV; ¢. 7 — pozitivni kontrola kmene B31.
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Obr. 8: Metoda SDS-PAGE vzorkii série 2, jamka ¢. 1, 2, 3 — vzorek VII;
¢.4,5,6—vzorek VIII.

Ladder 1 2 3 4 5

Obr. 9: Metoda SDS-PAGE vzorkt série 2, jamka ¢. 1, 2, 3 — vzorek IX;

¢.4,5—vzorek X.
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Obr. 10: Peptidova sekvence OspB Borrelia afzelii kmene PKo. Vysledek MS analyzy,

cerven¢ oznacené Casti sekvence je OspB.

4. 3.Vysledky série 3
Vzorky tfeti série (viz tab. VII) byly sloZeny z ¢istého média pro klistéci bunééné
linie (bez antibiotik), borrelii (pouze kmen CB43) a média s klistécimi bunkami (linie
ISE18 a IRE19 po 7. pasazovani). Vzorky byly inkubovany pii teploté 28 °C po dobu
2 mésici. Z této série vzorkl nebyly vytvoteny zadné lyzaty. Ze vzorku III byl ziskan
snimek Borrelia afzelii pomoci mikroskopie v temném poli (Leica DM1000 LED)

pfi zvétSeni 400x (viz obrazek 11).

Tab. VII: Ptehled sloZeni vzorkl série 3.

sl slozeni mnozsvi média
C1S10 Inex 7 v s
vorki | borrelie | KISIECt BURCENE | g iy i b, 1% | médium pro k. b. 1. *
I, PK ISE18
II, PK IRE19 o .
I caua ISE18
IV IRE19

* klistéci bunécné linie; PK — pozitivni kontrola

Obr. 11: Snimek Borrelia afzelii (zndzornéna Sipkou) s klistécimi buikami
pii zvétSeni 400x.
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4. 4.Vysledky série 4
V sérii 4 (viz tab. VIII) byly vzorky slozeny z BSK II média, borrelii (kmen CB43
nebo B31) a supernatantu z klistécich bunécnych linii (linie ISE18 nebo IRE19 po
14. pasazovani), ktery vznikl centrifugaci pii 2000 rpm po dobu 15 minut. Na obrazcich
12 a 13 neni sledovan zadny rozdil mezi jednotlivymi bunénymi lyzaty a jejich pozitivni

kontrolou. U vzorki s Borrelia afzelii je pozorovan OspB o velikosti 34 kDa.

Tab. VIII: Piehled slozeni vzork série 4.

slozeni mnozstvi média
¢islo _ Klistect
vzorki | borrelie SISECCl B 11 | bez k. b. 1.* | médium pro k. b. I.*
bunééné linie

I, PK 7 ml
| ISE 18 5 ml 2 ml
i B31 IRE 19
AV ISE 18 1ml

6 ml
V 1mi
Vi 5ml 2 ml
VI, PK 7 ml
VI ISE 18 5 ml 2 ml
IX CB43 IRE 19
X IRE 19 1ml

6 mi
Xl 1ml
Xl 5mi 2mi

* klistéci bunécné linie; PK — pozitivni kontrola
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Obr. 12: Metoda SDS-PAGE vzorkl série 4, jamka ¢. 1, 2, 3 — vzorek II;

¢.4,5,6—vzorek llI; ¢. 7 — pozitivni kontrola kmene B31.

Ladder 1 2 3 4 5 6
kDa

215

17
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Obr. 13: Metoda SDS-PAGE vzorki série 4, jamka ¢. 1, 2, 3 — vzorek VII,
¢.3,4,5—vzorek VIII.



4.5. Klistéci bunécné linie
Byly pouzity klistéci bunééné linie z Ixodes ricinus a Ixodes scapularis s médiem
pro klistéci bunécné linie s antibiotiky i bez nich. Nebyly sledované zadné rozdily

V expresi proteinll mezi témito bunéénymi lyzaty (viz obrazek 14).

Tab. I1X: Pfehled vzorku klistécich bunék.

¢. vzorku = klistéci L 1
N R médium
¢. sloupce bunécné linie
1 s antibiotiky
2 ISE18 bez antibiotik
3 s antibiotiky
4 IRE 19 bez antibiotik
Ladder 1 2 3 4
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11

Obr. 14: Metoda SDS-PAGE gel lyzata klistécich bunéénych linii, ¢islo vzorku = ¢islo

sloupce (viz tabulka 1X).
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5. DISKUZE

Komplex Borrelia burgdorferi s. |. zptsobuje lymeskou nemoc a jejimi
nejéastéjsimi prenaseci jsou klistata rodu Ixodes. Klist'ata jsou prenase¢i patogend, jako
jsou viry, bakterie a protozoa. Pro tyto patogeny je dulezita schopnost vyhnout se
obrannym mechanismim imunitniho systému kliStéte a hostitele. V ptipad¢ klist'at
prochazeji patogeny stfedni ¢asti traviciho ustroji, hemolymfou, slinnymi zlazami nebo
vajeCniky (Hajdusek et al., 2013). Borrelie se mnozi a pietrvavaji ve stifedni Casti travici
soustavy napi. infikované larvy klistéte, ta se nasledné vyviji v nymfu (viz obrazek 15).
Nymfalni stadia saji na dalSim hostiteli a v pribéhu sani borrelie migruji do slinnych zlaz

klistéte a mohou infikovat hostitele (Rosa et al., 2005).

nasata
nymfa dospélec
nasaty
¢ dospélec
nymfa
obrana hemolymfy
7 (
fagocytl.
patogen ziskany bariéra slinnych I3z
bé&hem sani
nymfy
Borrelia spp. - — e
AN :
patogenu do
S ,J‘J . hostitele
vajicka pomoci slin

Obr. 15: Znazornéni ptenosu Borrelia burgdorferi s. |. v klistéti Ixodes scapularis
(Gulia-Nuss, 2016).

Dosavadni pokusy zkoumaly pfevazné borrelie vyskytujici se v USA, napf. genom
Borrelia burgdorferi s. s. kmene B31 byl objeven uz v roce 1997 (Fraser et al., 1997).
Evropské druhy borrelii jsou méné prozkoumany, napf. genom Borrelia afzelii byl
prozkouman az v roce 2011 (Casjens et al. 2011).

Posledni vyzkumy se zabyvaly interakcemi klistécich bunécnych linii pfevazné
s intracelularnimi patogeny (viry, anaplasma nebo rickettsia). Mattila et al. v roce
2007 zkoumali Borrelia burgdorferi s. s. (kmen B31) s bunécnou linii z klistéte Ixodes
scapularis (ISE6 a IDE12) a z klistéte Dermacentor andersoni (DAE15). Dale zkoumali
Rickettsia peacockii, coz je intracelularni symbiont klistéte Dermacentor andersoni.

Bunky linii IDE12 a DAEILS infikované nebo neinfikované Rickettsia peacockii byly
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schopny z 70-80 % fagocytovat teplem usmrcené borrelie. Bunky linii klistéte IDE12
a DAE15 byly schopny z 80-90 % fagocytovat zivotaschopné borrelie. To znamena,
7e tento intracelularni symbiont nema velky vliv na schopnost klistécich bunéénych linii
IDE12 a DAEL5 fagocytovat (Mattila et al., 2007).

Borrelie je extracelularni patogen, proto V této praci byla sledovéana exprese vnéjsich
povrchovych proteinti ptedevsim v médiu bez klistécich bunék (= supernatant z klistécich
bunécnych linii). Toto médium muize obsahovat metabolity, které vytvareji klistéci bunky.

Genom borrelii se sklada z linearniho chromozomu a z cirkularnich a linearnich
plazmidi. Plazmidy nesou geny pro tvorbu proteinii vnéj$i membrany, diky kterym jsou
borrelie schopné ptizpisobovat se vnéjSimu prostredi, napt. zméndm teploty pti prechodu
z prenaseCe do hostitele. Mezi tyto proteiny patii napt. OspA (vn&j§i povrchovy
protein A), OspB a OspC. Borrelie expresuji vnéj$i povrchovy protein C v téle ¢lovéka.
Proteiny OspA a OspB borrelie expresuji ve stfedni Casti stieva nekrmenych klist'at a jsou
,downregulované* (snizena regulace) po sani klistéte. Borrelia burgdorferi s. s. a Borrelia
afzelii expresuji OspB v klistatech pfi teploté 28 °C (Melisha et al., 2012). V této praci
nebyla prokazana exprese OspB u Borrelia burgdorferi s. s. kmene B31 kultivované
invitro pii 34 °C, zatimco Borrelia afzelii kmene CB43 expresovala OspB (prokazano
v sérii 1, 2 a 4). Nejsme si jisti, zda je tento rozdil jen mezi kmeny B31 a CB43 nebo mezi
Borrelia burgdorferi s. s. a Borrelia afzelii.

Pro rast borrelii je nejvhodnéjsi BSK II médium, zatimco pro riast kliStécich
bunéénych linii je nejvhodnéjsi L15 médium (Obonyo et al., 1999). V této praci jsem
pfi ptipravé vzorkd s borreliemi pouzila média pro klistéci bunétné linie vzdy bez
antibiotik. Pouziti antibiotik v médiu by zptsobilo odumieni borrelii. Pfi praci s témito
meédii je vysoké riziko kontaminace, protoZze jsou velmi bohatd na Ziviny.
V sérii 1, 2 a 4 bylo potvrzeno, zZe pro borrelie je vhodné BSK II médium. Pomér médii
v téchto sériich nemél vliv na rlst borrelii. V sérii 3 byl potvrzen fakt, ze médium
S klistécimi buiikami a L15 médiem je pro borrelie méné vhodny. V této sérii borrelie zily
2 mésice, ale nemnoZily se.

Klistéci bunécné linie z Ixodes ricinus se kultivuji pii 28 °C a z Ixodes scapularis
pii 32 °C (Bell Sakyi et at., 2007). V této praci jsem inkubovala obé tyto bunécné linie
pii teploté 28 °C a obéma témto liniim tyto podminky vyhovovaly, zatimco borrelie
nejlépe rostou pii 34 °C (Obonyo et al., 1999). Tento fakt byl potvrzen u série
1, 2 a 4, kde se borreliim kultivovanym se supernatantem z klistécich bunécnych linii

dafilo pfi inkubaci pii 34 °C a mnozily se. Borrelie kultivované s médiem s klistécimi
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buitkami byly inkubovény pfti 28 °C (série 1 a 3) a mély by rlst pomaleji. V sérii 1 jsem
nebyla schopna potvrdit tento fakt, protoze vzorky borrelii kultivované s klistécimi
bunéénymi liniemi byly kontaminované. Borrelie s klistécimi bunéénymi liniemi v
sérii 3 zily 1 po dvou mésicich, ale jejich koncentrace se nezvysSovala. Z toho vyplyva, ze
borrelie kultivované bez BSK Il média a pii teplot¢ 28 °C se nemnozi, ale jsou schopny
prezit az dva mésice.

V dosavadnich projektech borrelie kultivované s klistécimi bunéénymi liniemi rostly
1-7 dni. V praci Obonyo et al., 1999 rostly 5-7 dnt (v médiu L15BS nebo BSK-H);
Burgrysheva et al., 2002 — 4 dny (v médiu BSK-H nebo L15BS); Moniuszko et al.,
2014 — 1, 2 nebo 3 dny (v médiu BSK-H a L15BS300); Teixeira et al., 2016 — 1 den
(v médiu BSK-H a L15). V této praci borrelie kultivované se supernatantem z klistécich
buné¢nych linii (vzorky série 1, 2 a 4) rostly 7 dni. Vzorky série 3 rostly dva mésice,
protoze byly kultivovany za nevyhovujicich podminek pro borrelie (Borrelia afzelii
kultivovana s médiem s klistécimi bunéénymi liniemi a médiem pro kliStéci bunécné linie
pii teploté 28 °C).

Bunécné lyzaty borrelii kultivovanych s klistécimi buéénymi liniemi jsem zkousSela
centrifugovat pii 2000 rpm (série 4), nebo pii 8000 rpm (série 1 a 2) po dobu 15 minut.
Mezi témito lyzaty nebyly sledovany rozdily v expresi proteind.

Ptipravila jsem bunééné lyzaty z klistécich bunétnych linii z Ixodes scapularis
a Ixodes ricinus spolu s médiem pro tyto linie s antibiotiky nebo bez nich. Nebyly
sledovany zadné rozdily Vv expresi proteinii mezi témito lyzaty z klistécich bunéénych
linii.

Vsechny pouzité metody jsou ¢asové naro¢né, napi. kultivace borrelii do dosazeni
koncentrace 5 x 107 borrelii/ml trva 5-7 dni, pasazovani klistécich bun&énych linii se
provadi kazdé dva tydny a pfipravené vzorky rostou asi 7 dni, opét do dosazeni
koncentrace 5 x 107 borrelii/ml.

V této praci jsem vyuzivala metody pro interakce borrelii s klistécimi bunéénymi
liniemi. Dalsim moznym krokem je Separovat borrelie od klistécich bunéénych linii
(podle Obonyo et al., 1999) po jejich vzajemné kultivaci a poté sledovat expresované
proteiny. Strnad et al v roce 2015 sledovali interakce borrelii s lidskymi buikami pomoci
cryo-fluorescenéni a skenovaci elektronové mikroskopie a touto metodou je mozné
sledovat interakce borrelii s klistécimi bunéénymi liniemi. Dalsi moznosti je centrifugovat
supernatant z klistécich bunécénych linii s borreliemi na nizs$i otacky. Dale je mozné

pokracovat metodou RNA sekvenovani kultur borrelii kliSt€cimi bunéénymi liniemi v
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raznych ¢asovych secich jejich riistu (exponencidlni a staciondrni fdze a faze odumirani).
Dalsi moznosti je izolovat DNA borrelii a provést metodu kvantitativni polymerazové
fetézové  reakce  (tzv. Real-time PCR), ktera& umoznuje  kvantifikaci

sledovaného useku DNA V realném case.

6. ZAVER

Metoda SDS-PAGE a nasledné barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue
neprokazala zadné rozdily Vvexpresi proteini mezi bunéénymi lyzaty borrelii
kultivovanych s bunéénymi liniemi klistat. Borrelie kultivované v médiu L15 bez
BSK II média se pii teploté 28 °C nemnozi. Pro kultivaci borrelii s klistécimi bunéénymi
liniemi je nutno pouzit média BKSII a L15, ktera vytvafeji vyhovujici podminky pro
borrelie i klistéci bunécné linie. Borrelia afzelii kmene CB43 kultivovana s klistécimi
bunécnymi liniemi z Ixodes scapularis a Ixodes ricinus in vivo pii 34 °C i jeji pozitivni
kontrola expresovala vnéjsi povrchovy protein B, zatimco Borrelia burgdorferi s. s.
kmene B3lkultivovana s témito klistécimi bunéénymi liniemi za stejnych podminek tento

protein neexpresovala.
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