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1. UvVOD

Lymeska borelioza (LB) je zavazné onema@om se znanym epidemiologickym
dopadem pralovéka, rektera uzitkova zvwata a skot fevazrié v oblastech mirného pasma
v Evropg, USA a Asii (Burgdorfer 2001). Zgobuji ji spirochéty z druhového komplexu
Borreia burgdorferi sensu lato. Lymeska borelioza ma hlaSené destky flipadh za rok
v Severni Americe i v centralni Evrigpcoz z nicini pravdpodobré neasejsi klistaty

pienasené bakterialni onemeénnna s¥te.

1.1 Charakteristické rysy roduBorrelia

Spirochéty roduBorrelia pati spolu se spirochétami rodlreponema a Leptospira
do kmene Spirochaetes. Fylogeneticky se spirochéty zZmg odliSuji od ostatnich
bakterialnich kmein Spirochéty jsou dlouhé, tenké a Sroubbwiinuté baktérie s bikem
probihajicim podékmezi peptidoglykanovou vrstvou ag@i membranou.

Spirochéty rodwBorrelia jsou aktivié pohyblivé gram-negativni spirélovité baktérie,
dlouhé 10 az 3@m a velmi tenké 0.2 az 0.38n. Zavity spirochéty jsou od sebe vzdaleny
2.2um a jejich paéet je mezi 4 az 15 zavity. Bet bicika se 1iSi, patogenni borélie jich mohou
mit az 20 (Baiinek et al. 1996). BEiky vystupuji na obou koncich tky z bazalnich disk
které jsou umishy v cytoplazmatické membréan a obt& télo baktérie mezi
peptidoglykanovou vrstvou a #8i membranou. Borélie se pohybuje rotaci podél osy
nebo smréovanim a natahovanim.

Spirochéty in vitro rostou v microaerofilnich podminkach a vyZzadujisage
obohacené komplexni médium s N-acetylglukosamineaminokyselinami, vitaminy
a nukleotidy, albuminem z héziho séra a kralim sérem. Byva ozgavano jako médium
Barbour-Stoenner-Kelly (BSK). Borélie rostodi mptimalni teplo¥ 33-34°C s genetai
dobou 7-20 hodin (Bedhét al. 1996).

Spirochéty z roduBorrelia jsou jedinymi z celého kmene, které obsahuji &afrdr
chromozom. Podokin jako treponémy, také borélie postradaji lipopotysaidy (LPS)
ve vreEjSi membran. Ty jsou u nich nahrazeny lipooligosacharidy (LOS)

Bunécnd stna spirochét se sklada z \mit peptidoglykanové vrstvy, igtdni vrstvy
lipooligosacharidové a ¥si vrstvy lipoproteinové. Sha je oddlena periplazmatickym
prostorem od cytoplazmatické membrany. Velka fléxédo membran bu&né sény
umoziuje vysunuti kiika v proximalnim i distalnim s#mu, tvorbu cyst a vylkovani

membranovych vezikiil



Borrelia burgdorferi byla pivodné taxonomicky popsana jako samostatny druh.
Ukédzalo se vSak, Ze se skldda z cédely odliSnych drulh a genomovych skupin
(‘genospecies U spirochét LB se proto pouzivA nazBerrelia burgdorferi sensu lato
k ozn&eni celeho druhového komplexuceirg vSech izolal/kmeni druhow blize
neukenych.

Doposud bylo popsano 13 dfilgenospecies OdliSuji se rozdilnou genomovou
sekvenci atiznym antigennim profilem, odliSnym zastoupenimldtitélnich slozek a jejich
raiznou funkni aktivitou. Dale se tyto druhy liSi svym geogelfim rozstenim a jsou také
spojeny siiznymi vektory a hostiteli. dnito druhy jsouBorreia burgdorferi sensu stricto
B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissettii, B. japonica, B. turdi, B. tanukii,
B. andersonii, B. sinica, B. spielmani a B. californiensis (Posticet al. 2007; Bergstronet al.
2002; Postiet al. 1994).

V Evropé se nejastji vyskytuje B. garinii a B. afzdii, dale se zde objevuje
i B. valaisiana (Rijpkemaet al 1996), naopak druhg. burgdorferi sensu strictoB. lusitaniae
a B. bissettii pati k porekud vzacijSim (Hanincovaet al. 2003). V Asii jsou nejastji
zastoupenyB. afzdii a B. garinii, ale vyskytuje se zde tak& sinica (Masuzawa 2004),
B. japonica, B. tanukii, a B. turdi jsou vyskytem omezené pouze na Japonsko (Fukunaga
et al.1996). V Severni Americe se vyskytuje zejm&durgdorferi sensu stricto, ktera byla
donedavna spojovana s vyskytem na zapadnintepdbtJSA (Kalifornie). Pedpoklada se,
Ze se odtud roz8ia také na vychodni pdbzi a dale do Evropy (Postt al. 2007). V USA
byly popsany dalSi dva potencionaliivpdci onemocéni B. andersonii a B. bissettii (Postic
et al. 1998).

Celkemctyii druhy z komplexuB. burgdorferi sensu latd3. burgdorferi sensu stricto,
B. garinii, B. afzelii aB. spielmani jsou zodpowdné za onemoeni LB v riznych ¢astech
swta. OvSem také dalSi dva blizcéibuzné druhyB. valaisiana a B. lusitaniae byly
identifikovany v patologickych nélezech erythemagrans pacierit (Rijpkemaet al. 1997;
Posticet al. 2007).

Symptomy LB koresponduji s geografickym r@e&im jednotlivych druln pavodai
onemocgni. Nagiklad v USA jsou ¢astjSi symptomy arthritidy, toto onemosm je
spojovano s nakazou spirochétamBi burgdorferi sensu stricto. V Evrap prevazuji
neurologické potize Zigobené spirochétou druhBL garinii a kozni formy onemodmi
vyvolané spirochétoB. afzelii (Demaerschalckt al. 1995, Barantomt al. 1992, Wangt al.
1999).



1.2. Infekéni cyklus

LB je povaZzovana za zoondzu, protoze jéNqudceB. burgdorferi sensu lato cirkuluje
v ptirozeném infeknim cyklu mezi kligaty rodulxodes a druho¥ pestrymi obratlovci jako
klistécimi hostiteli. Clovék vstupuje do tohoto cyklu vice m&medopatenim, nebo neni
obvyklym hostitelem kli&at.

SpirochétyB. burgdorferi sensu lato jsouipnaseny vSemi vyvojovymi stadii ki
rodu Ixodes, larva, nymfa a dosfec. VSechna tato stadia saji na hostiteli jen ¢edn
a po metamorfézetpchazeji do nasledujici etapy vyvoje. Kligtidulxodes saje 3-7 dni.

Hostiteli kli¥at rodulxodes jsou zejména drobni obratlovci, ptaci, hlodavciyaoka
zwi. Bylo potvrzeno, Ze jednotlivé druhy borélii js@pojovany s uiitymi hostiteli.
Zarezervoar LB spirochét wipodk jsou povazovani drobni savci. Négad z mysSi
a hrabo8 byva nefastji izolovana B. afzelii (Humair et al. 1999). HraboSi v Asii také
pienésejiB. burgdorferi sensu strictoB. japonica a rektefi také fizné variantyB. garinii
(Humair et al. 1999; Kurtenbachet al. 1995). Ameréti kiecci a dalSi drobni hlodavci jsou
znamymi rezervoary prB. bissettii (Maupin et al. 1994). DalSim rezervoarem LB spirochét
mohou byt ptaci. Rkladem mohou byt ¢kteri maoiSti ptaci, ale takéguci, ktei prenaseji
B. garinii (Olsenet al. 1995). Rizné pt&i druhy byly identifikovany také jako hostitelé
pro B. valaisiana a B. burgdorferi sensu stricto (Anderson 1986).

Znamymi genaseéi spirochét z roduxodes jsou zejmeénd. ricinus, |. persulcatus
v Evrop a Asii al. scapularis, I. pacificus v USA. Byla vSak potvrzenatijpomnost borélii
i ujinych druhi klistat jako jsouHaemaphysalis concinna a neboDermacentor silvarum.
Neni vS8ak znamo, Ze by tyto druhy byly schopign@set borélie na dalSiho hostitele (Sun
a Xu 2003). Studie prokazuje, Zze pouze u druhicinus prezivaji borélie Bhem gemeny
do dalSiho stadia kli&e zatimco u druhH. concinna aD. silvarum tomu tak neni.

Zdrava larva kligtte se ¥tSinou nakazi spirochétami sanim na infikovanénatbdrci
nebo je také mozny transovariariepos spirochét. Tentorgnos LB spirochét je vzacny
a s nej¥tSi pravépodobnosti by nestd udrzet patogennihotpodce nakazy v populaci
pienaSée (Schoeler a Lane 1993). Borélie setrvavigispsviékani do dalSiho stadia Kiist
ve stewé a neinfikuji dalsi tké¢nebo organy kligte (Roseet al. 2005). Pouze malé mnozstvi
spirochét je v tuto dobu dasré piitomno v slinnych Zlazdch a ty moZzna nejsou itifiék
K Ga¢innému genosu spirochét LB z nakazeného KliStdochazi piblizné po 48 hodinach
po @ichyceni kliséte na povrch hostitele. Saje-li jiz infikovana narérev, vlivem zmn

podminek prosedi dochazi ke zmnoZzeni spirochét wewwt Nekteré borélie opoudii strevo



a migruji do slinnych zlaz, odkud jsoiepasSeny slinami do hostitele. Neinfikovany hostitel
se nejpravépodobrji setka s boréliemi, pokud na¢m saje infikovana nymfa. Vyskyt
clovéka ve stedni Evrog a vzhledem k jejich nepatrné velikosti mohou byiadno
piehlédnutelné (Hubaledt al. 1991).

1.3 VnéjSi povrchové proteiny — Osp {Outer surface protein)

Genom spirochétyBorrelie burgdorferi kéduje velky poet lipoproteiri. VétSina
z nich je lokalizovana ve ¥&i membras a pravdpodobr hraje dilezitou roli v grenosu
spirochét. Mezi snad nejvice prostudované lipopmgtespirochét B. burgdorferi pati
zejména dva: WjSi povrchovy protein A (OspA) a ¥jsi povrchovy protein C (OspC).

OspC vystupuje jako dimér velkéhnhelikalniho proteinu s potencialnim vazebnym
mistem pro maly ligand. Jeho molekulova hmotnos21je25 kDa. Terciarni struktura OspA
(31 kDa) je vytvéena zejména R-listi a je velmi odliSna od OspC shad s jedinou vyjimkou
a tou je pitomnost vazebnych mist pro maly ligand (Retsal. 2005).

Geny kodujici OspA a OspB se nachazeji na lineapi@mmidu Ip54 a gen pro OspC
je umistén na kruhovém plazmidu cp26. OspC je vysoce vdniabikazdém druhu spirochét
LB a mize byt pouzit k odliSeni mezi jednotlivymi skupinaptibuznych kloi (Schwan
et al. 1995; Pakt al. 2000, Grimmet al. 2004).

DalSimi povrchovymi antigenyB. burgdorferi jsou lipoproteiny OspD (28 kDa,
linearni plazmid 1p38), OspE (19 kDa, na kruhovémazmidu cp32), OspF (26 kDa
na linearnim plazmidu Ip36) a protein p27 (na Imé&a plazmidu Ip54).

Antigen OspA je hojny na povrchu spiroch@y burgdorferi ve stew nenasatého
klistéte. Jakmile kligt zatne sat krev hostitele, dochazi ke snizeni syntégyACa naopak
k nastupu syntézy OspCridepoklada se, Ze totagpnuti v syntéze povrchovych protgin
spirochéty je nezbytné pro migraci zgest do slinnych zlaz kli&e.

V experimentalnim infednim cyklu bylo prokazano Ze, spirochéty s ahjdim
genem ospC nebyly schopny kolonizovat hostiteleSjmgvsak byly schopny kolonizovat
sttevo ungle nakaZené larvy. Spirochéty zdéetpvaly ges sviékani larvy a migrovaly
do slinnych zlaz ghem sani nymfy (Grimnat al. 2004; Rosat al. 2005). Laboratorni mysi,
na kterych saly takto nakazené nymfy, nemohly bifkovany. Tyto vysledky jsouitkazem,
Ze @epnuti exprese OspA a OspC je spojendig@vou spirochéty nargnos do saiho
hostitele. DalSi studie ukézala, Ze spirochéty radsfici gen pro OspC infikovaly kl&t



ale nebyly schopny kolonizovat slinné Zlazy Kii§t Proto pepnuti OspA na OspC je spiSe
nezbytné k migraci spirochéty do slinnych Zlaz.véemi prav@&podobné, Zze OspC zastava
roli adhesinu ve slinnych zlazach. (leadl. 2004; Rosa&t al. 2005).

Inaktivace OspA (vypnutim genu) nenaruSi schopsapsbchéty infikovat mys nebo
zpasobit onemocEni (Yang et al. 2004). To prokazuje i zji&hi, Ze spirochéty v s&im
hostiteli netvéi OspA. AvSak mutant s absenci OspA neni schopemdikolonizovat klisg,
coz potvrzuje jeho roli jako adhesinu viest klistte (Palet al. 2000).

Spirochéty LB prochazeji ztaaymi zmeénami ve sloZzeni svych ¥$ich
membranovych protein(antigeri) v pribéhu celého infekniho cyklu. Givodem jsou zrény
okolnich podminek spirochét jako je teplota, pHirr a burgcna hustota, knici se Bhem
sani krve na hostiteli. Ukazalo se, Ze tytoémynprovedenén vitro ovliviuji prepis gef
kodujicich proteiny Osp a pragobdobre hraji roli ve spoughi ¢i vypinani syntézy
povrchovych proteif spirochéty Bhem sani kliat.

1.4 DalSi membranové proteiny

DalSi strukturalni proteiny se stale zkoumaji,gentgiklad Erp (gibuzny OspEF),
ktery je také syntetizovanéhem pa&ateni faze sawvi infekce. OspE a VISE jsou #j8i
membranové proteiny, které obsahuji velmi sekm&npromenlivou oblast umoiujici
boréliim unikat imunitnimu systému hostitele (McDellet al. 2001).

Povrchové proteiny spirochét. burgdorferi umoziuji kolonizovat sa¥ bunky
adherenci spirochét k mimohigmé tkani (Hagmaet al. 1998). Tyto povrchoveé lipoproteiny
nalezené na povrchu borélie jsou fiklad proteiny vazajici decorin (DbpA a DbpB)
o velikosti 20-22 kDa. Decorin je glykosaminoglykasociovany s kolagenem, ktery
se nachazi viznych tkanich ¥etrg kize a klouli. Na povrchu borélii byl lokalizovan dalSi
protein BBK32 (47 kDa), ktery je schopen specifici@zat fibronectin.

VngjSi membranovy protein P66 je povazovan za potedbid receptor
pro hostitelsky integrin alfa(llb)beta(3), ktery jeezbytny pro fpojeni spirochéty
k hostitelské biice (Defoe a Coburn 2001).

1.5 Glykoproteiny a dalSi glykokonjugaty v LB spiracchétach

Bakterialni lipopolysacharidy a peptidoglykany bydy donedavna povazovany za
jediné bakterialni glykokonjugaty. Strukturni arglyglykolypidi na povrchuB. burgdorferi
identifikovaly dva unikatni  glykolipidy:  BbGI-It{-galaktosyl-diacyl-glycerolipid)
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a BbGL-I(cholesterol 6-O-acy-D-galactopyranosid) (Ben-Menachestnal. 2003). Ukazalo
se, Ze glykolipidy spirochd®. burgdorferi jsou vysoce antigenni a jsou proto povazovany za
slibné kandidaty diagnostickych antigefi vakcin (Hossairet al. 2001).

Nepiimymi metodami bylo zjiho, Ze vijSi povrchové proteiny/lipoproteiny OspA
a OspB #&kolika izolati LB spirochét a protein biku FlaA jsou glykosylovany (Sambei al.
1993; Geet al.1998). Aviak posledni vyzkumy ukazaly, Ze tomurtakusi byt (Srba et al.
zaslano do tisku). Zkoumanid burgdorferi na gitomnost glykoproteiin nebyly nalezeny
Zadné pimé dikazy o glykosylaci hlavnich membranovych protespA a OspB ani jinych
strukturalnich hkiikovych proteii FlaB a FlaA. Bylo zji&tno, Ze glykoproteiny jfitomné
na povrchuB. burgdorferi pochazeji z kultivéniho média (Vancovét al. 2005).

1. 6 Lektiny

Lektiny jsou neenzymatické proteiny, které veata s vysokou specifitou vazi
monosacharidy a oligosacharidy (Sharon a Lis 1999%¥kytuji se Siroce v ifirodk a jsou
pravdépodobré pritomny u vSech eukaryotickych, u mnoha bakterifnéruni a také
nekterych vifi. Lektiny jsou rozpustné nebo vazané v mnohych ménd#ith (Goldstein
1980).

Lektiny nekterych patogennich organifmslouzi jako prosedek pro fpojeni
k hostitelské biice, coZz je bezpodmite® nutné k zahdjeni infekce. Pokud zablokujeme
vazebna mista vhodnymi sacharidy, které vazi tgktily, mohli bychom zabrénit infekci
(Sharon a Liz 1995).

Nekteré z lektii jsou ¢asto povazovany za fudki analogy imunoglobuliin
v organismech postradajicich specifickou imunitagtd a Marchalonis 1984).

Lektin-sacharidové interakce hraji rofi pirenosu spirochét kifaty. Jejich vyznam je
v imunitni odpo¥di Kklistat proti patogeiim a spdivAd v regulaci jejich vazebnych
(hemaglutinanich) aktivit po naséati krve nebo po proniknuti gggnu do hemolymfy.
Lektiny spirochét, mohou rozpoznavat sachariddaéti receptar burgk klistéte a tim
napomahat v navazani patogenu nadkéde se snadii vyhne antimikrobialnim néstrom
pienaSée (Grubhofferet al. 2005).

S nafistem dikazi o existenci protein-sacharidové interakce mezndka klistéte
a spirochéty jsou dalSim cilem snahy objasnit Igickou roli a vyznam lektii
ve vztahu kli&-patogen a nakonec navrhnout potencialni blokosteitegie proti fenosu

nemoci.
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1.6.a) Lektiny spirochét LB

Prvni nalezy hemaglutigai aktivity u borélii byly prokazany u lyzaaB. burgdorferi
aB. recurrentis (Grubhofferet al.1992, 1993; Rudenket al. 1999). Dale byla také sledovana
schopnost borélie vazaizné glykosaminoglykany (GAG), které jsoéitpmné na povrchu
savich burgk, nag. heparin, heparansulfat, dermasulfat a chondmitfat. Byl nalezen
protein o molekulové hmotnosti 26 kDa vazajici gisaminoglykany, ktery byl pojmenovan
Borrdia GAG-vazajici protein (Bgp). Tento protein také duje jako @inny inhibitor
aglutinacecervenych krvinek (Parveen a Leong 2000). K&oByp proteinu byly zji&ny
dalSi dva GAG-vazajici proteiny. Jsou to decorirzayi@i proteiny DbpA a DbpB (viz
kapitola DalSi membranové proteiny) z povrchu LBaghét (Parveest al. 2003).

Na zaklad hemaglutinani aktivity lyzatu bugk B. burgdorferi B31 byl postupé
identifikovan cely 825 bp dlouhy gen kédujici lektiAnalyzou tohoto genu byla odhalena
existence dvou moznych forem protieicEC1/2 (Rudenkat al. 2001). Zkoumanim sekvenci
aminokyselin byla odhalen&ifpmnost domén typickych pro lektiny ze semenalt&azouhu
Phaseolus vulgaris PHA-E a PHA-L. Lektin borélie byl ozgan jako LECB31 (Rudenko
etal. 1999) a jeho sekvence byla zaregistrovana v Gerk Bad ¢islem AF028001 NCBI
(gil3138928). Cela sekvence kodujiciediormy LEC molekuly je nyni kompletni (LEC1/2,
kratkd/dlouha forma). Také byl ziskdn rekombinarpndtein LECB31 (Rudenket al.
rukopis v gipraw).

1.6.b) Nastroje ke zkoumani lektiri

K identifikaci a utenicéetnosti vyskytu lektiti v buikach jsou vyuzivany dvmetody.
Prvni je pouziti protilatek proti lektim, ktera je vyhod¥jSi pro identifikaci konkrétniho
lektinu. Druhou moznosti je vyuZiti sacharidovyoma (carbohydrate probes), které dovoluji
odhalit skupinu lektifi se stejnymi nebo podobnymi sacharid-vazajicinstwastmi, ale také
detekovat volnd vazebna mista pro sacharid. Saldwari sondy mohou byt pouZity
k identifikovani novych lektifh se znamou a nebdqupokladanou sacharidovou specificitou,
dokonce pokud je jejich sekvence neznama. Takow&tody zahrnuji no&j znaku
a sacharid, diky kterému sonda specificky reag@esacharidy-rozpoznavajici doménou

lektinu.
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2. CIL PRACE

1. Paidit literarni studii k tématu povrchovych antigérinstruktur spirochét druhového
komplexuBorrelia burgdorferi.

2. Optimalizovat podminky pro kultivaci borélii v médi pii  mikroaerofilnich
podminkéach.

3. Pomoci molekularnich metod PCR s druhogpecifickymi primery stanovit
zastoupeni jednotlivych drihB. burgdorferi sensu stricto,B. garinii, B. afzdlii
aB. valaisiana v kulturach borélii.

4. lzolovat proteiny z kultur borélii a nasledrje rozdlit pomoci elektroforézy

v akrylamidovém gelu.
5. Pomoci afinitnich technik se zZtemymi sacharidovymi sondami prokazat u borélii

vazebné aktivity pro sacharidové ligandy.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1Spirochéty Borrelia burgdorferi sensu lato

Borrelia burgdorferi, kmen B31 (ss) byl ziskan od Dr. J. F. Andersoan{t&cticut
Agricultural Experiment Station, New Haven, CI8prrelia garinii andBorrelia afzelii byly
ziskany od Dr. lan Livey, BAXTER Vaccine AG, Orthdbau, Rakousko.

DalSi izolaty borélii pouzivané v této praci poatigzze skru klis‘at na lokalitach

v okoli Ceskych Budjovic.

3.1.2. Pouzité primery

Borrelia burgdorferi | Gl +: 5' AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT

Sensu stricto Gl - 5 TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC
Gll +: 5' TGATAAAAACAACGGTTCTGGAAC

Gll -: 5' GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCCG

Glll +: 5' TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAATG
Glll -: 5' TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTACTT
P8 +: 5' GCAAGTCAAACGGGATGTAGT

P9 -: 5' GTATTTTATGCATAGACTTTATATG

Borrelia garinii

Borrelia afzdlii

Borrelia valaisiana

3.1.3. Pouzité chemikalie a kity

50x TAE pufr| 200 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA
DNA | Agaréza 1% agarosa (SERVA) pro DNA ELFO v 1xTAErpuf
elektroforézasy vzorkovy |20% Ficoll, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mg/ml Orange G
pufr 500x SYBR Green

BSK-H complete medium (Sigma)

Antibiotika proBorrelia 100x (Sigma)
di 2% bacto-tryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.0&68I,
Mediaa | 56¢ medium 2.5 mM KCI, 10 mM MgC}, 10 mM MgSQ, 20 mM

E}i;)é\f’érgl, glukosa, pH 7.0; sterilni
c
L oer o 1% bacto-tryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5GIN
baktérii LB médium oH 7.0: sterilni
LB agar 1.5% bacto-agar v LB médiu

Antibiotika | Ampicilin (zasobni roztok: 50mg/ml)
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SpS- 2x SDS gel- 100 mM Tris-HCI (pH 6.8), 200 mM dithiotreitol, 48DS,
‘Polvacrvlamide vzorkovy pufr |0.2% bromphenol blue, 20% glycerol
el “710x SDS-
Electrophoresis Pf‘EE foré Na 1 litr: 10 g SDS, 30.3 g Tris, 144.1 g glycin
(PAGE) Elektroforézovy
pufr (E pufr)
Gelovy pufr 3x | 75 mM imidazol, 1.5 M kyselina 6-arahexanova, pH 7.0
Nativni Katodovy pufr {50 mM tricine, 7.5 mM imidazol, 0.02% Coomassieeblu
elektrofor_éza B G-250, pH 7.0
Blue Nativé [katodovy pufr [50 mM tricine, 7.5 mM imidazol, 0.002% Coomassieebl
PAGE B/10 G-250, pH 7.0
Anodovy pufr | 25 mM imidazol, pH 7.0
Elektroforézovy . . s
Nativni puft 0.09 M Tris, 0.08 M kyselina borita, 0.093% EDTA
Gradientova . - -
PAGE AA 28.8 g akrylamid, 1.2 g bis-acrylamid v 100 ml
Gelovy pufr 5x | 1.875 M Tris/HCI, pH 8.8
Blotovaci pufr 0 o .
0ro SDS-PAGH 20% methanol, 25 mM Tris-Base, 150 mM glycin
Blot. pufr pro
‘Blue Nativé |50 mM tricine, 7.5 mM imidazol, pH 7.0
PAGE
Blot. pufr pro
nativni 20% methanol, 25 mM Tris-Base, 150 mM glycin,
‘Western gradientovou |1.3 mM SDS
blotting ~ LASE

TBS (0.05 M) s

100 ml: 0.604 g Tris, 0.876 g NaCl (0.15 M), 0.@PR1gCl,

0.1 mMionty [0.0019 g MnCJ, 0.0011g CaG| pH 7.6 (upravené 1N HCI)
TBS sionty/ | 155 < jonty + 0.05% Tween 20
Tween 20
Roztok 0.1% Amido Black 10B, 25% methanol, 10% kyselina
amidaterrg octova
Odbarvovaci 25% methanol, 10% kyselina octova
roztok
~ |IEF pufr 7 M urea, 2 M thiourea, 4%CHAPS, 1% dithedtol
Izolace proteifi [ 10x PBS 0.01M Na 1 litr: 80 g NaCl, 2 g KCI, 26.8 g NdPQ,.7H,0,
+ 0.15 M NaCl | 2.4 KH,POy, pH 7.4 (upravené HCI).
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3.1.4. Pouzivana z&zeni:

Trepaka Heidolf UNIMAX 2010
Centrifuge 5415 R Eppendorf
Centrifugy* Centrifuge 5415 D Eppendorf

Universal 32R Hettich Zentrifugen
Elektroforéza na DNA | HU13 (SCIE-PLAS)
Elektroforéza na PAGH Hoefer SE 250

Cykler PCR Mastercycler personal eppendorf
Sonikator Bandelin Sonoplus

Spektrofotometr Spektrofotometr eppendorf BioPhudter
Pipety Gilson (1000, 20-20Qul, 2-20ul, 0.1-2ul)
Blotovaci zaizeni Idea Scientific Copany

* Centrifugace vzork probihala i pokojové teplat, neni-li uvedeno jinak.

3.2. Metody

3.2.1. Kultivace spirochét lymeské borelidzy (LB)

Borélie byly kultivovany v kompletnim BSK-H médilBorélie ze zamrazenych
zasobnich materiél byly pasazovany s antibiotiky ($s antibiotik proBorreia), aby se
zamezilo naistu neZzadoucich kontaminaci v kiéu JelikoZz se pracovalo ve sterilnim
prostedi, dalSi pasaze borélii rostly ve zkumavce beibiatik. Kultivace byla provaéha
invitro pii 33°C za mikroaerofilnich podminek v 50 ml nebo b zkumavkach. Jako
inokulum bylo pouZzito 1 ml Zivych baktérii do 50 miédia a 0.25-0.5 ml zmraZenych
baktérii do 13 ml média.

Vzorky byly pravidel@ kontrolovany vtemném poli mikroskopu a pouze

nekontaminované kultury byly pouzity pro dalSi kdti bez antibiotik.

3.2.2. OdtEr spirochét LB

Kultury byly centrifugovany p teplot 4°C po dobu 20 minutipl4 480 g. K odmyti
zbytki média byl pelet-usazené baktérie promyt v PB&sSmorélii v PBS byla vortexovana
a prenesena daisté 1.5 ml zkumavky Eppendorf a centrifugovana inunpd 16 100 g.
Supernatant byl odstréam a dekontaminovan v roztoku persterilu a pelet bgmrazen

pii -20°C nebo ihned zpracovan.
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3.2.3. Izolace genomové DNA. burgdorferi sensu lato
Pro izolaci DNA byl pouzZiterstvy nebo zamrazeny pelet borélii, ktery bgdem

proplachnuty v PBS.
Vlastni izolace byla provedena kitef@Neas;? Tissue Kit (Qiagen) pro gram-

negativni baktérie. Pelet btknbyl resuspendovan v 180 pufru ATL. Bylo pridano 20pl
proteinasy Ka sis byla vortexovana a inkubovanai [55°C dokud biiky celkow
nezlyzovaly. Bhem inkubace byly vzorky @bs vortexovany. Jakmile lyzat vypadal
viskozre, k vzorkim bylo gidano 200ul pufru AL. Snes byla dikladné vortexovana
a inkubovana  70°C 10 minut. Po skaeni inkubace bylo fdano 200ul ethanolu
(96-100%) a vzorky byly ap dikladrné vortexovany. Cely obsah zkumavky bylepesen
do vyrobcem filoZené kolonkyDNeasy Mini Spin Columa kolonka byla umigha do 2 ml
skérné zkumavky. Takto fipravené zkumavky byly centrifugovany 1 minutéi p1 440 g.
Obsah ve shné zkumavce byl odstran. Do kolonky bylo pdano 500ul pufru AW1

a zkumavky byly znovu centrifugovany 1 minutki pl 440 g. Obsah ze &mé zkumavky
byl odstragn. 500ul pufru AW2 bylo gidano do kolonky a zkumavky byly centrifugovany
3 minuty ¥ 16 100 g. Kolonka byla umisia dogcisté 1.5 ml zkumavky a na kolonku bylo
piidano 200l pufru AE. Zkumavka byla inkubovana 1 minutdi gpokojové teplat

a centrifugovana 1 minutu fip 11 440g. Eluovana DNA ze zkumavky byla znovu
piepipetovana na membranu a¢ggédnou centrifugovana 1 minutti @1 440 g.

Takto izolovana DNA byla uschovan#é p4°C nebo ihned zpracovana.

3.2.4. PCR {Polymerase Chain Reactiof)

Izolovana DNA ze vzork byla zkoumana pomoci druhowspecifickych primer
pro rod Borrelia k urceni zastoupeni jednotlivych drulve vzorcich. Byly pouZity primery
Gl, GllI, Glll a P8/P9ro B. burgdorferi sensu strictoB. garinii, B. afzelii a B. valaisianu v
tomto pdadi. Koncentrace DNA vzotkse pohybovala mezi 600-1100 mg/ml. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA borélii, u které jiz byjarokazana fitomnost daného druhu
borélie, nebo plazmid se zaklonovanym PCR produktBi@gativni kontrola obsahovala

misto DNA 1ul vody.
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Priprava reakni snesi: Celkovy objem reakce ....... 20

gogobbbbbodoogobobbbbouooogobon

10X PCR PUfrU...cviii e al
25 MM MQCh...oi i, 2 pl
1 mM Primer forward .............cooooiiiinnn. [l
1 mM Primer reverse ..........coveevviennnnnnn. Vi
210 MM ANTPS .o l

Tag DNA polymeraza(Promega) (0.5U).....QI5
DNABorreia ......coovvviiiiiieiee, 0.2-1pl dle koncentrace.

Zbyvajici objem byl doplén sterilni deionizovanou vodou.
Amplifika¢ni reakce byla prov&da v 0.2 ml tenkoshné zkumavce, v ifstroji

Mastercycler (Eppendorf) za nasledujicich podminek:

1. Denaturace DNA.............coiiienen. 95°C...... 5 minut
2. 30 cykii:
- Denaturace DNA................. 95°C....30 sekund
- Nasedani primér............... 52°C....30 sekund
- Elongace... ... L. 72°C...... 1 minuta

3. Teplota ponechandipi°C.
Prvni denaturani krok pgred zapoetim cykii pomaha cilové DNA Iépe se denaturovat
v dalSim kroku. DalSi krok denaturace zlepSuje ikvdtone&nych PCR produki Primery
nasedaji na vlakno DNA¥pteplo zavisejici na jejich tepldttani. V poslednim kroku cyklu
dochazi k syntéze nové DNA podle templatovégiezce mivodni DNA. Ri dokorteni vSech

cykla byla teplota ponechana 4°C.

3.2.5. Elektroforéza

Analyza vSech vzorkbyla provadna na 1% agar6zovem gelu/TAE pufru. K 20
reakce bylo fidano 4ul vzorkového pufru (5x) obsahujici barvivo SYBR @me Jako marker
byl pouzit standard molekulovych hmotnosti GeneRUI€MBI Fermentas). Elektroforéza

probihala pi napti 100 V po dobu 20-30 minut na apaiettiU13 (SCIE-PLAS). Vysledek

byl vizualizovan pod UV sstlem a fotograficky zaznamenan.

18



3.2.6. Purifikace PCR produktu

Produkt PCR byl vifiznut z gelu a izolovan pomoci kitQIAquickD Gel Extraction
Kit* (Qiagen).

Vyiiznuty kousek agar6zového gelu byl zvazen ve zkemabdo zkumavky byl
piidan pufr QG a to v podnu 3x k objemu zvazeného kousku agar6zy (1 objeim ge
100 mg~100ul). Zkumavky byly inkubovany i 50°C 10 minut, dokud se gel nerozpustil.
Rozpou&ni gelu bylo napomahano vortexovanim vZolkhem inkubace po 2-3 minutach.
Jakmile byl gel komplethrozpusén 1 objem isopropanolu byfigan a sms byla zamichana.
K navazani DNA byly vzorky naneseny na kolonku Qufl a kolonka byla umi&ha
do pilozené 2 ml sérné zkumavky. Zkumavky byly centrifugovany 1 minydti 16 100 g.
Obsah ze siiné zkumavky byl odstrén. Do kolonky bylo pdano 500ul pufru QG
a zkumavky byly centrifugovany 1 minutdi @6 100 g. Na kolonku bylo dodano 7p0
pufru PE, a vzorky byly ponechany 2-3 minuty naqjoké teplo¢ nez byly centrifugovany
1 minutu @ 16 100 g. Obsah smé zkumavky byl oft odstragn a zkumavky byly
centrifugovany 1 minutuip 15 700 g. Kolonka byla umista docisté 1.5 ml zkumavky.
DNA byla eluovana fidanim 30pl H,O do stedu membréany. Kolonka byla inkubovana
pii pokojové teplat 1 minutu a poté byla centrifugovana 1 minutu 36 100 g. BeCisSténa

DNA byla uschovanaip-20°C nebo ihned zpracovana.

3.2.7. Klonovani PCR produktu

Purifikovany PCR produkt byl zaklonovan do vektdpCR® 4-TOPG Vectot
(Invitrogen). Kreakci bylo pouzito 0.5-41 PCR produktu podle koncentrace DNA
(0.1 pg/ul), 1 ul salt solution a sterilni $#0 k doplréni na celkovy objem %l smési a 1pl
vektoru. Smis byla inkubovéna ip pokojové teplat 15-20 minut a naslednponechana

na ledu. Tak bylaifpravena k transformaci kompetentnich &un

3.2.8. TransformaceOne Shot” TOP10E.coli Komplement Cells

K transformaci byly pouzity kompetentni iiky ‘One Shot TOP10 E. colif

(Chemically Competent, Invitrogen).
K pomalu rozmrazenym likam bylo gidano 2ul z klonovaci smssi (viz. 3.2.7.),
smés byla jem# rozmichana a ponechana na ledu k inkubaci 30 mihdalSim kroku byla

smes s buikami vystavena tepelnému Soku 30 sekufidigplo® 42°C, [ které se vektor
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snadno dostalips plazmatickou membranu dovrbuiky E. coli. Builky byly preneseny z§
na led a i sterilnich podminkach bylotjgano 250ul SOC média. Biky byly kultivovany
na tepace 1 hodinu H 37°C. Po kultivaci byla s&s rozetena na Petriho misky s agarem
(LB/agar s ampicilinem-5@y/ml). Abychom ziskali jednotlivé kolonie beéky pouzili jsme
raznaredéni (50ul, 250 pl/misku). Misky s bikami byly inkubovany fes noc g 37°C.
Nasledujici den byly jednotlivé kolonie odebiranploten, peneseny do LB média
s ampicilinem (5Qug/ml) a kultivovany za staleéhéepani pes noc g 37°C. Narostlé kultury
byly centrifugovany fi 4 470 g 20 minut { 4°C a z peletu butk byla izolovana plazmidova
DNA.

3.2.9. Izolace plazmidoveé DNA

K'izolaci byl pouzit pelet butk z transformace (viz 3.2.8.). Plazmidova DNA byla
izolovana pomoci kitl‘QIAprepD Spin Miniprep (Qiagen).

K resuspendovanému peletu baktérii byiadgno 250ul P1 pufru a sms byla
pirenesena do nové zkumavky. Dale byitm@no 250ul P2 pufru a zkumavka byla zamichana
jemnym ot&enim (4-6x). Bylo pdano 350ul N3 pufru a sms byla zamichana jemnym
ot&enim zkumavky (4-6x). Zkumavka byla centrifugovad@ minut g 16 100 g.
Supernatant byl fienesen na QIlAprep kolonku. Zkumavka s kolonkou bsgtaiena
30-60 sekund a roztok v&mé zkumavce byl odstran. Kolonka byla vymyta 75@1 PE
pufru a centrifugaci 30-60 sekund. Obsakiris® kolonky byl odstramm a zkumavky byly
znovu centrifugovany, aby se zbavily zhytkromyvaciho pufru. Kolonka QIlAprep byla
umis€na do¢isté 1.5 ml zkumavky. K eluci plazmidové DNA byldigano 50pul H,O
do stedu membrany, zkumavka byla ponechana 1 minutu pokojové teplok
a centrifugovana 1 minutuid6 100 g.

Izolovana plazmidova DNA byla uschovaria{20°C nebo ihned zpracovana.

3.2.10. Sekvenovani

K owvéteni gitomnosti inzertu ve vektoru byla pouzita metodaRP€2 specifickymi
primery M13-Forw a M13-Rev, s naslednou sekvengbfanych plazmid s inzertem.

PCR reakce byla provedena dle 3.2.4. se specifickfimery, které nasedaji na mista
vloZeni inzertu z obou stran. Teplota nasedanigatirnyla 50°C. Produkty PCR reakce byly
analyzované na 1% agar6zovém gelu/ TAE pufru aalizované pod UV sitlem.
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K sekvenani reakci byly pouzity plazmidy, u kterych byl péadén zaklonovany
inzert. Reakce obsahovala 30 ng plazmidové DNA 2 @mol primed (M13-Forw;
M13-Rew). Vzorky byly sekvenovany v servisni labofaBF JU a BC AWCR v Ceskych
Budgjovicich na sekvenatoru ABI 3130 Perkin Elmer (Apg@l Biosystems) v sekve&ram
kitu ‘Big Dye” Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kidpplied Biosystems).

3.2.11. Izolace a ré&eni koncentrace proteini

Zamrazené vzorky borélii byly promyty v PBS a pouk izolaci proteirii metodou
TPI (Total protein isolatiof) podle Viskari et al. (2003) nebo metodou s jejisiolnenim
pomoci sonikace. Obsah proteinyl méien podle Bradfordove (1976).

3.2.11.a) TPI (Total protein isolation®)

Pelet busk byl resuspendovan v IEF pufru (objem pufru 10jeoiu peletu buk),
sonikovan na ledu 6x 15 sekund (200 W, BandelinoBlus) a inkubovan ip pokojove
teplo€ 1 hodinu. Vzorky byly centrifugovany 10 minuttipl2 000 g pro odstra&ni
nerozbitych bu#k. Supernatant bylipnesen do nové zkumavky a proteiny byly vysrazeny
studenym acetonem (9 objématateiniho peletu bukk) a vortexovany 2 minuty. Vysrazené
proteiny se zformovaly do bilych Wek. K usazeni precipitatu se vzorky centrifugovaly
pii 16 100 g. Supernatant byl odsttéana pelet byl resuspendovan v IEF pufru, jehoZ rabje
odpovidal objemu peletu békna p@&atku izolace.

Vzorky byly uschovanyip+4°C nebo ihned zpracovany.

3.2.11.b) Izolace proteii s jejich uvolnénim pomoci sonikace
K peletu borélii bylo pdano 600ul PBS a céla sis byla sonikovana na ledu (2 cykly
po 10 sekundach) na sonikatoru (200 W, BandelinoBlois). Poté byly vzorky steny
5-10 minut pi 16 100 g. Supernatant byitgmesen do nové zkumavky a zamrazen nagpizd
pouZiti a zbytek peletu byl uschovaii 20°C.

3.2.11.c) Méreni koncentrace podle metody Bradfordové
Koncentrace proteinu byla zitena metodou podle Bradfordové (Bradfordova, 1976).
Vzorky byly k méfeni gipraveny do zkumavky nasledujicim schématem.

1 pl proteinu + 99ul H,O + 1 mi¢inidla Bradfordové
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Smés byla ponechana 2 minutyipookojové teplat. Pred nerenim byly vzorky pelity
do kyvety a koncentrace byla ziana na spektrofotometru BioPhotometer (Eppenddaio
slepy vzorek byl pouzit 1 nginidla Bradfordove.

3.2.12 Dialyza protein

Proteiny izolované v IEF pufru byly igs noc dializovdny pomoci dialyad
membrany SPECTRA/POR 4 (Sigma) proti PBS 1:1000neastalého michani pufru.
Konetna koncentrace dialyzovaného proteinu bylaéiema druhy den podle metody

Bradfordové.

3.2.13. Elektroforeticka analyza proteimi pomoci SDS-PAGE

Izolované proteiny byly rozdeny pomoci SDS-PAGE elektroforézy dle standardnich
postum (Laemmli, 1970). Elektroforéza probihala v E pufra aparatie Hoefer SE 250
(Hoefer Scientific Instruments-Amersham Biosciefncei napti 120-145 V piblizné
2 hodiny. Jako molekulovy standard byl pouzit markRage Rulél Prestained Protein
Ladder (MBI Fermentas).

3.2.13.a) Riprava gelu:

Gel byl gipraven dle nasledujicich tabulek.

Rozdélovaci gel 12% Objem [ Zaostfovaci gel 4% Objem

Destilovana deionizovana voda 4,35 ml || Destilovana deionizovana voda 1.272 ml
40% Akrylamid/ Bis-akrylamid 3 ml||40% Akrylamid/ Bis-akrylamid 0.2 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5ml||0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 0.504 ml
10% SDS 0.1 ml||10% SDS 0.02 ml
TEMED 0.005 ml || TEMED 0.002 ml
10% APS 0.05 ml{|10% APS 0.01 ml
celkovy objem 10 ml | celkovy objem 2 mi

3.2.13.b) Riprava vzorki:

Vzorky byly smichany s redukujicim vzorkovym puifreobsahujicim dithiothreitol
(DTT) nebo se vzorkovym pufrem bez DTT vpom 1:1, 10 minut byly pouany
(denaturace teplem), zchlazeny na ledu a&estp kratce na centrifuze. Hned byly nanaseny

na gel.

3.2.13.c) Barveni gelu:
Po dokogeni elektroforézy byl gel promyt 3x v 100 ml desténé vody a za&fvan

v mikrovinné trouk 1 minutu. Gel byl penesen do 20 ml Coomassie Brilliant Blue R-250
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a byl zatiivan v mikrovinné troud 30 sekund a nechan v bawe ges noc. Druhy den byl

vyjmut a vyplachnut v destilované vadsel byl fotograficky zaznamenan a zdokumentovan.

3.2.14. Nativni elektroforéza v polyakrylamidovém glu (‘Blue Native PAGE)
Proteiny byly rozdleny pomoci metody Blue Native PAGE (Wittig et a005),
ve které jsou vzorky v nedenattndich a neredukujicich podminkach. Po naneseni wzork
a markeru byla elektroforéza spirsd 2 hodiny fi 100 V, byl pouzivan katodovy pufr B
v katodovém prostoru a anodovy pufr v anodovém tpras pufry se nesmi smisit.
Po 2 hodinach byl pufr B vyémén za katodovy pufr B/10 a foréza pokosala i 310 V
dalSi 2-3 hodiny. Jako marker byly pouzity &sinlektind o znamé molekulové hmotnosti:
Trypsinogen (24 kDa), Pepsin (34 kDa), Albumin E(856 kDa) a Albumin bovine (66 kDa).
Cela elektroforéza probihala v ledni¢i # 4°C, aby se fedeSlo denaturaci protéiteplem.

3.2.14.a) Riprava gelu:

Rozdélovaci gel 8% Objem [ Zaostfovaci gel 3.5% Objem

Destilovana deionizovana voda 4, 694 ml | Destilovana deionizovana voda 3.215 ml
30 % Akrylamid/ Bis-akrylamid 2.7 ml | 30% Akrylamid/ Bis-akrylamid 0.73 ml
Gel buffer 3x 2.5 ml| Gel buffer 3x 2ml
TEMED 0.006 ml|| TEMED 0.005 ml
10% APS 0.1 ml||10% APS 0.05 ml
celkovy objem 10 ml || celkovy objem 6 ml

3.2.14.b) Riprava vzorki:

Vzorky byly smichany s 5% glycerolem a 0.01% Panc€Sigma). Koncentrace
vzorki byly priblizné 1mg/iml. Vzorky se po namichani ihned nanéselyelaz divodu
zamezeni denaturaci prot@iteplem.

3.2.14.c) Barveni gelu:

Po dokogeni elektroforézy byl gel inkubovdn 20 minut vesafiRim roztoku
(50% methanol, 10% kyselina octovd, 100 mM octaroramy) a obarven v Coomassie
Brilliant Blue R-250 pes noc. Druhy den byl gel 3x promyt v destilovanéa fotograficky

zaznamenan.
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3.2.15. Nativni gradientova elektroforéza v polyakylamidovém gelu (Pore limit
gradient PAGE')

Pripravené gradientové gely byly umiisy do chlazené elektroforézy Hoefer SE 250
s pufrem pro elektroforézui® nanesenim vzaikbyla elektroforéza spusta na 30 minut
pii 70 V. Po aplikaci vzork probihala elektroforézaiip300 V za dostatmého chlazeni
vodou tak, aby nedoslo k denaturaci praieilakmile zona bromfenolové modoputovala
do pufru, byl dosavadni elektroforézovy pufr Wmn za cerstvy pufr a elektroforéza
pokratovala na 150 V po dobu 14 hodin. Jako marker by#gddiMW (AP Czech).

3.2.15.a) Riprava gelu (nalévani 4 gradientovych geb-17.5%, celkovy objem 40 inl

Lehky (5%) | Tézky (17.5%)
AA 3.75ml 10.2 ml
Gel buffer (5x) 4.5 ml 3.5ml
Glycerol - 3.5mil
a.d. 14 ml -
SDS (10%) 0.225ml 0.175 ml
TEMED 0.005 ml 0.005 ml
APS(10%) 0.09 ml 0.03 ml
celkovy objem 22.5ml 17.5ml

3.2.15.b) Riprava vzorkii:
K vzorkim byl pridan vzorkovy pufr obsahujici glycerol a bromfenao mod

v kong&né koncentraci 10%.

3.2.15.c) Barveni gelu:
Gel byl obarven pomoci Coomassie Brilliant Blue258 (viz 3.2.13.c) a byl

fotograficky zdokumentovan.

3.2.16. Fenos proteini metodou "Western blotting”

Proteiny rozdlené pomoci SDS-PAGE dle 3.2.13, Blue Native-PAGE 8.2.14
a nativni gradientové PAGE dle 3.2.15 byly technikestern blottingpodle Towbineet al.
(1979) geneseny na PVDF (polyvinylidenfluorid) membranu I{jdore, 0,45 pm)

a poslouzily ke zn#ni sacharidovymi sondami.
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3.2.16.a) Penos proteini na membranu

Blotovaci z#izeni bylo pipraveno nasledujicim apobem. Do blotovaci aparatury
byla poloZzena plastova ifilka, na ni byla umi&ta katoda, plastova ifitka a houhika.
Aparatura byla naptima blotovacim pufrem a z vrstev tohoto sedtevbyly odstrasny
bublinky. Na houliku bylo dano 6 filtranich papii. Byl poloZzen gel a na¢pbyla @ilozena
aktivovana membrana PVDF (aktivace: 30 sek. vrmmatha 2 min. vdest. D).
Nasledovaly filtréni papiry, 2 houldky, plastova rfizka, anoda a plastovaiitka. Cely
sendvé nesmi byt stlételny vic nez 2 mm, jinak by mohlo dojit k shrnglu. VSe bylo
uloZeno tak, aby byly odstramé bublinky. Penos proteit se uskuténil na blotovacim
pristroji (Idea Scientific Copany).

Pro genos proteifi separovanych v SDS-PAGE byl pouZtigiusny blotovaci pufr
a prenos probihalip konstantnim proudu 250 mA po 2 hodiny.

Proteiny rozdlené pomoci sepatai metody nativni gradientové PAGE byly
pienaseny  konstantnim proudu 150 mA po dobu 11 hodin. Tienosy pufr byl doplgn
0 1.3 mM SDS a cely transfer byl usktrign pri 4°C.

Proteiny penesené na membranu byly promyty v destilovan& \sodizualizovany
pomoci 10% roztoku Ponceau-S, ktery lze odmyt. M&md byla pouzita k zdani
sacharidovymi sondami. Marker byl obarven pomociztaku amidgéerneé (Amido
Black 10B).

Prenos rozdlenych proteii metodou‘'Blue Native-PAGE probihal pi konstantnim
proudu 150 mA po 3 hodinyiip4°C. Byl pouzit blotovaci pufr préBlue Native-PAGE
Membrana byla promyvana v roztoku 25% methanol®% Xkyseliny octové tak, aby bylo
odmyto pozadi, a byla poté oplachnuta ve&védodstragni barvy navazané na proteiny byla
membrana inkubovana 3 minuty v methanolu.

Membrana s fenesenymi proteiny byla uschovarfa#°C do dalSiho zpracovani.

3.2.16.b) Zn&eni pomoci sacharidovych sond

Vzorky byly zn&eny sacharidovymi sondamicérbohydrate probe Syntesom)
pomoci nasledujiciho postupu. Ke &mai byly pouzity membrany dggnesenymi
a rozctlenymi proteiny nebo sés nerozdlenych proteifi aplikovanych pmo na PVDF

membranu (metoddot blotting).
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Postup znéeni:

1. Promyvani v TBS s ionty (2 minuty rrapgace) 3x za sebou;

2. Promyti-blokovani endogennich peroxidas 0.8¥6xidem vodikugerstw

pripravenym, 10 minut;

3. Promyvani 3x v TBS s ionty/Tween 20 (2 minuty fep#ce);

4. Blokovani v 3% BSA v TBS s ionty/Tween 20, 1.5 huodi

5. Inkubace se sacharidovymi sonddrgi hodiny;

6. Promyvani v TBS s ionty/Tween 20 2 minuty fepice, 5x;

7. Inkubace se streptavidinem Zeaym Kenovou prexidasou (Vector) v kaime

koncentraci ug/mlfecéné v 0.3% BSA v TBS s ionty/Tween 20, 1 hodina;

8. Promyvani v TBS s ionty/Tween 20 2 minuty fepce, 5x;

9. Vyvolani pomoci 3,3 -diaminobenzidin (DAB)eroxidase substrate k{i/ector).
“Byly pouZivany sacharidové sondyb-manosag-D-galaktosap-N-acetylgalaktosamin,
[B-N-acetylglukosamin a-fukosa konjugované s biotinem (Syntesdedéné v PBS
v konené koncentraci 1 mg/ml. Na zfeni byla pouzivana koncentrace sacharidovych sond

5 pg/ml.
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4. VYSLEDKY

4.1. PCR

Vzorky Borrelia burgdorferi sensu lato ozrené jako CB3, CBs3, B31, Bs, Bri32
Bss BG4 a B&HUB hyly zkouméany na zastoupeni jednotlivych drulspirochéty zdchto
materiai byly pasazovany ve vhodnych podminkach v BSK-H imédzolovana DNA
jednotlivych izolat borélii byla pomoci PCR a druh®gpecifickych primar porovnavana
v 1% agar6zovém gelu s pozitivni a negativni kdatroByly pouzivany druhayspecifické
primery Gl pro B. burgdorferi sensu stricto, primery Gl pr®. garinii, primery GllI
pro B. afzelii a primery P8/P9 prB. valaisiana. Jako pozitivni kontrola slouzila DNA vzark
u kterych byla prokazanarippmnost daného druhu z druhového kompld&uburgdorferi
sensu latmebo plazmid se zaklonovanym Usekem DNA danéhoudborélie. Jako negativni
kontrola byla pouZita deionizovanad vodBylo owteno zastoupeni jednotlivych diuh
ve vzorcich pomoci amplifikace s drulkaspecifickymi primery, které jsme postuppouZili
na DNA vSech vzork Kontrola byla provedena porovnanim velikosti P@Rodukii
s molekulovym standardem. Velikost PCR produBtwurgdorferi sensu stricto je 544 bp,
produktB. garinii je velky 345 bp, produkB. afzelii je velky 190 bp a produlB. valaisiana
ma velikost 549 bp.

Tabulka 1.: Zastoupeni jednotlivych diui vzorki.

Vzorky
Druhy B31 |CB43| CB53|BGHUB| B5 |Bri32| Bss | BG4

B. burgdorferi

. ° o ° ° o o ° o
sSensu stricto
B. afzdlii o ° o o o o o o
B. garinii o o ° ° o ° ° °
B. valaisiana o o o ° o ) o o

e Pozitivni vysledek o Negativni vysledek

M BG4 + -
10 000 bp —Jpi e

T -

<+— Obr.1.: PCR reakce sprimery Gll
= druhow specifickymi proB. garinii.
M-Marker; + pozitivni kontrola;
1323 11:11: :; .:_... - negativni kontrolavzorekBG4.
Stobp —PIEe o e €—345bp
250 bp —3p =
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druhow specifickymi pro B. valaisiana,

kontrolg vzorkyCB53, CB43, SCW62.

Obr. 2.: PCR reakce sprimery P8/fS—»cB53 CB43 SCW62 + -

M-marker; + pozitivni kontrola; - negativn

M
10 000 b
- € P

—_

L

M B31 B.s.s. + =

s <€€— 1000 bp
€ 750bp
- <549 bp « <€— 500 bp

<€ 250Dbp

10 000 bp —3»
' <+— Obr. 3.: PCR reakce s primery Gl druboyv
specifickymi proB. burgdorferi sensu stricto.
+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
1000 bp —3p M-marker, vzorkyB31, Bss.
iy - —
250 bp —»
Vi23CB43 Kl + - M
<10 000 bp
Obr. 4.: PCR reakce s primery Gl >
druhow specifickymi proB. afzelii.
+ pozitivni kontrola, - negativni <1000 bp
kontrola. M-marker. Vzorky123, :?gogblfp
CB43, KIII. 190 bp <250 bp

Vzorky izolované DNA z narost

lych kultur izotaborélii, které pochazeji ze &h

klistat na lokalitach v okolCeskych Budjovic, byly pomoci PCR a druhéwspecifickych

primeri zkoumany na itomnost jednotl

ivych druhB. burgdorferi sensu strictoB. garinii,

B. afzelii aB. valaisiana. VSechny vzorky byly postugry PCR reakci z primery Gl, GllI, GllI

a P8/9. Diky pozitivni a negativni kontrole bylo Zné vylogit kontaminaci PCR reaki
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smesi a my jsme mohli jagnstanovit zastoupeni borélii ve vzorcich. Vyslegidgu shrnuty

v tabulce tab.1. na str&a27. ZastoupenB. burgdorferi sensu stricto ve vzorcich byla 11,1%,
avSak v koinfekci s dalSimi druhy bylaigomnost 33.3%.B. afzelii byla nalezena spolu
sB. garinii v 11.1% izolai. B. garinii byla gitomna spolu 8. valaisianou u 33.3% izolal.

Z 11.1% byla pitomnaB. valaisiana samostat#ive vzorku.

4.2. Kontrola zaklonovaného PCR produktu
Klonovani do vektoru pCR4-TOPX bylo owifeno PCR reakci plazmidové DNA,

ktera byla izolovana z bgk One Shot TOP10 E. coli. Reakce probihala s primery

pro zaklonované useky Gl, Gll a Glll a s vektora@fekymi primery M13, které ohratu;ji
vioZeny inzert. Druho¥ specifické primery Gl, GIl a GlIl nasedaji na Ugetypicke
pro B. burgdorferi sensu stricto (GI)B. garinii (GII) B. afzdii (Glll) a B. valaisiana (P9/8),
zatimco primer M13 Forw. a Rev. nasedé na speaékience f&d a po vioZeny inzert.
Nasledujici obrdzekipdstavuje plazmidovou DNA sgrpokladanym zaklonovanym
UsekemB. burgdorferi s.s. (jamky 1 a 2 na obr. 5.), se zaklonovanynkemeB. garinii
(jamky 3 a 4 na obr. 5.), se zaklonovanym Usel@nafzelii (jamky 5 a 6 na obr. 5.),

se zaklonovanym UsekeBn valaisiana (jamky 7 a 8 na obr. 5.).

10 000 bp —3

R p——

S0hp f— ——
o — —

250bp —> 544 bp 345 bp | —

190 bp

Obr. 5.: 1 - Reakce s primery Gl, velikost produktu - 544 ®- Kontrola pomoci M13
primeri; 3 - Reakce s primery Gll, velikost - 345 bjp; Kontrola s M13 primery5 -
Reakce s primery GllI, velikost produktu -190 b: Kontrola s M13 primery; M-markery
250 bp-10 000 bp.
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4.3. Sekvenovani produktu PCR

Sekvenovanim byla provedena kontrola, zda zaklamppéazmid spolehli& obsahuje
nami poZzadovany Usek DNA. Byly pouZity vzorky pladové DNA, ktera jiz byla potvrzena
piitomnosti zaklonovaného inzertu pomoci PCR reakdeulsov specifickymi primery

v agarozovém gelu (viz obr. 5).

Obr.6.: Chromatogram ze sekvenatoru - Usek typickyB. burgdorferi sensu stricto.

4.4. Analyza proteini SDS-PAGE

U pouzitych vzork borélii ozndenych: B&, CB43, CBs3, B31, Bs5, Bri32, Bss
a BGHUB bylo zjisS€no rozdilné zastoupeni protéinProteiny &chto izolati borélii byly
separovany v 12 % akrylamidovém gelu SDS-PAGE edéktézou (viz 3.2.13). Gely byly
barveny, odbarveny, vyfoceny a porovnany mezi setamzdjem. Obrazky 7a. a 7b.
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Obr. 7.: Elektroforetické porovnani heterogenitgtpmového spektra u jednotlivych izalat
Elektroforetické rozéleni proteiri (SDS-PAGE) v 12% akrylamidovém gelu u vzbiBG4,
CB43, CB53, B31, B5, Br132, Bss a BGHURBzorky izolované pomoci TPl. Porovnani
s markery.

Obr.7a:

CB53 CB43 BG4 M

170 kDa
130 kDa
95 kDa

72 kDa
55 kDa

43 kDa

34 kDa

26 kDa

17 kDa

Obr. 7b:

M BG4 CB43 _CB33.BGhuby B3 S.5.00Br1325 B3 1 J0DE
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Proteiny byly izolovany z peletu bék a izolace probihala podle protokolu TPl nebo
pomoci sonikace, ipkteré byly buiky rozbity a centrifugaci byly nerozbité zbytky kkn
odstrarny.

Z obrazku 7a. a 7b. vidime, Ze se jednotlivé vzoligy zastoupenim protein
Ve vzorcich je variabilita v zastoupeni déufviz tabulka 1), ale také velk&iznorodost
v proteinovém profilu. Vzorky, které obsahuji stejsloZeni druin borélii vykazuji podobné
sloZeni izolovanych protein Piikladem mohou byt proteinové profily B{6B a Bss které
maji podobné oblastitiplizné od 30 kDa do 70 kDa. Z obrékle také vidt, Ze se u &Siny
vzorki objevuje protein o velikosti kolem 60 kDa, protesnvelikosti giblizné 40 kDa,
protein o velikosti kolem 30 kDa na obrazku 7 &igxprimovany u vzork BG4, CB43, Bss
BG4 a BGHUB a protein o velikosti 20 kDa.

<—170kDa

< 130kDa <«— Obr. 8.: Ukézka elektroforetického rateni proteirii
<—95kDa

u vzorku CB53 (izolovany pomoci TPI)v 12%

<—72kDa . ; L. .
akrylamidovém gelu. Porovnani protéin se

- K standardem molekulovych hmotnosti.

<— 43 kDa

<—34kDa

<«—26kDa

<«——17 kDa

11 kDa

?

Obr. 9.: Riznaredni proteiri u vzorkuBGHUB izolovaného pomoci sonikace v PBS.koncentrace
proteini 0,537ug/ml, 2 - koncentrace proteinl,073ug/ml, 3 - koncentrace protein2,147ug/ml,
4 - koncentrace protein3,221ug/ml, 5 - koncentrace proteird,294ug/mil.
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4.5 Separace proteiil nativni elektroforézou ‘Blue Native-PAGE a nativni
gradientovou PAGE

Jelikoz se sacharidové sondy nevazaly na protektgré byly analyzované
pii ‘dot-blotech v ptitomnosti SDS a DTT, isli jsme na pouziti nativnich elektroforéz
k separaci proteiilektin.

V 8 % akrylamidovém gelu nativni elektroforézouz(v8.2.14) a v gradientovém gelu
5-17.5 % gelu nativni gradientovou PAGE byly sepany proteiny a lektiny za podminek
uvedenych 3.2.14-3.2.15.

Jako pozitivni kontrola vazby cukernych sond bylgujpity lektiny rozdlené
v akrylamidovém gelu aipnesené na membranu. Byly vybrany lektiny s odmgidd
vazebnou aktivitou k pouzivanym sacharidovym sondEon&na koncentrace pouzitych
lektind byla S5pg/ml.

Vzorky byly k separaci nativni elektroforézotippaveny ve vzorkovém pufru bez

redukujiciho DTT a bez tepelné denaturace.

<«— Obr. 10.: Porovnani elektroforetick

<

rozckleného proteinuBGHUB (izolace
pomoci sonikace) se vzorkovym pufrem
1,2-bez DTT &3,4- s DTT.

140 kDa —> « 7 i N\ 7
?

Obr.11.: Elektroforeticky roztlené proteinyBGHUB a lektinyWGA a PNA
rozcklené nativni gradientovou elektroforézou v gradiegin gelu 5-17.5%.
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Vzorky z elektroforézyBlue Native-PAGEse nepoddo separovat v 8% gelu. Tento
gel nendl dostaténe velké pory, aby jim nedenaturované proteiny pro$ nativni
gradientové PAGE byl pouzit gradientovy gel s geattm 5%-17.5%, diky kterému
nedenaturované proteiny postdgorochazely gelem a zastavovaly se na rozmezi egdi
kde uz dal nemohly projit (obr. 11).

V nativnich podminkach byl pouzivan vzorkovy psfejného sloZeni, ale bez DTT.
Obrazek 8 ukazuje srovnani na rélethém proteinu BBUB s DTT a bez DTT. Je wvitl
Ze vzorky rozdiné bez denatutaiho ¢inidla DTT maji rekteré proteiny, které jsou s DTT

dolxe viditelné, propojenéi Spatre ¢itelné.

4.6. Znaeni pomoci sacharidovych sond

Proteiny rozdlené v akrylamidovém gelu,ignesené technikoWestern blotting
na PVDF membranu a neratené sndsi proteimi aplikované pimo na PVDF membranu
technikou'dot blotting byly znaeny pomoci sacharidovych sond, podle postupu @Z48.b.
Kontrola byla provedena stejnym postupem, avSakontdskernych sond byl pouzit TBS
doplreny kovovymi ionty. Jako pozitivni kontrola na vazbacharid, byly pouzity rostlinné
lektiny o zndmych vazebnych specifitach pro sadyarlLektin ‘Concanavalin A (ConA)
s vazebnou specifitou pro-D-manosu, lektinWheat germ agglutinin(WGA) s vazebnou
specifitou pro N-acetylglukosamin, lektiSoybean agglutininlSBA) s vazebnou specifitou
pro N-acetylgalaktosamin a lektibllex europaeus agglutidifUEA) s vazebnou specifitou

pro L-fukosu.

ﬁ | Obr. 12.: Dot-blot:3- Nerozdleny proteinB2 (koncentrace 4,61
i 4_

i . pg/ml)  aplikovany na PVDF membranu, inkubovahy
s N-acetyl-D-galaktosaminylovou sondou a HRP-strédinem.

4- Kontrola nezn&na sacharidovou prébou, ale inkubovdna

I

s TBS s ionty a HRP-streptavidinem.

<— Obr. 13.: Dot-blot:3- Nerozdleny lektin SBA (koncentrace
5ug/ml) aplikovany na PVDF membranu, inkubovany
s N-acetyl-D-galaktosaminylovou sondou a HRP-s&n@pinem
“ <+— 8- Kontrola nezn&na sacharidovou probou, ale inkubovdna

s TBS s ionty a HRP-streptavidinem.
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Obr. 14.: Proteiny/lektingWWGA, UEA,

<+— SBA elektroforeticky rozélené
v akryamidovém gelu, viftomnosti DTT
nebo bez DTT, ienesené na PVDJ

membranu a obarvené v Ponceau-S.

Obr.15.: Lektin ConA elektroforeticky
rozdkleny v akrylamidovém gelu s

11%

vzorkovym pufrem s nebo bez DTT. Proteipy
byly preneseny na PVDF membranu |a
obarveny v Ponceau-S.

Obr. 16.: Prouzek membrany

s elektroforeticky roz&lenym WGA se
vzorkovym pufrem bez DTT, po
inkubaci s N-acetyl-D-glukosaminylovoyu
sondou a HRP-streptavidinem.
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Obr.17.: Proteiny a lektinyfpnesené nativni gradientovou
elektroforézou byly zngeny podle nasledujiciho schémafygy, -6 4 = = 1= =
1- WGA po inkubaci s N-acetyl-D-glukosaminylovou '
sondou a HRP-streptavidinem;

2 - WGA - kontrola inkubovana pouze

s HRP-streptavidinem; —> 1
5 - ConA po inkubaci s1-manosylovou sondou a
HRP-streptavidinem;

6 - ConA -kontrola - znaena pouze HRP-streptavidinent; 232 ko2

7 - BGHUB po inkubaci s N-acetyl-D-glukosaminylovou M s 1
sondou a HRP-streptavidinem;

8 - BGHUB - po inkubaci

s N-acetyl-D-galaktosaminylovou sondou

a HRP-streptavidinem
9 - BGHuUB po inkubaci sx-manosylovou sondou a
HPR-streptavidinem;

10 - kontrolaBGHuUB inkubovane jen s

HRP-streptavidinem.

Pokusy znéit elektroforeticky rozédlené proteiny i‘dot-bloty proteini, které byly
izolovany pomoci protokolu TPI, byly net§me. Nepodido se nam znét takto izolované
proteiny. Jako srovnavaci vzorek kontroly vazngsittharidové sondy na proteinovy izoléat
borélie byl pouzit protein B2, ktery byl izolovawrskaci a naslednou centrifugaci v PBS.
Tento protein vykazoval nalot-blotech reakci pouze u N-acetylgalaktosaminu (obr. 12).
U proteinu BGiUB izolovaného jiz v PBS byla reakce na N-acetylgais&min také silna,
ale kontrola zn&na pouze streptavidinem konjugovanym s HRP by#éipoi na gitomnost
nespecifickych vazeb.

Takto gipravené proteiny roztené pomoci SDS-PAGE ve vzorkovém pufru
s denaturénim ¢inidlem DTT nebo bez & (obr. 10), vSak byly neugpné. Ani v jednom
piipadt nedoslo k navazani sacharidové sondy na protéarnegené na membranu.

Jako pozitivni kontroly jsme pouzili elektroforetic rozctlené lektiny, které by se
mely vazat se sacharidovymi sondami alyrby tak potvrdit spravnou funkci vaznosti sond.
AvSak jakkoliv se sacharidové sondy vazaly na ilskBBA a WGA nddot-blotech sondy
nebyly schopné se navazat na &edé proteiny v SDS-PAGE. Pouze s vyjimkou WGA,
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ktery navazal N-acetylglukosamin (obr.16). Lektin GW byl nejprve separovan
se vzorkovym pufrem v iftomnosti DTT a s tepelnou denaturaci v akrylaméovgelu,
ale k vazk nedoSlo. Teprve beziippmnosti DTT ve vzorkovém pufru doSlo k navazani
sondy na vazebné misto lektinu. Paeneseni elektroforeticky ipnesenych protein
na membranu, byla membrana obarvena v PonceaurS1#b15), abychom se ujistili, Zze
pienos proteith probshl v paddku. Jelikoz se sacharidové sondy nevazaly natndsta
konkrétni lektiny s vyjimkou vazby N-acetylglukosizun na WGA, byly zminény podminky
separace protein Proteiny a lektiny byly rozdeny v akrylamidovém gelu nativni
elektroforézouBlue Native PAGEa nativni gradientovou elektroforéztRore limit gradient
PAGE. Proteiny BGUB a lektiny (WGA, ConA) penesené na membranu z gelu
gradientovou elektroforézou byly &pznaeny sacharidovymi sondami, avSak pozitivni
vysledek protein-sacharidové interakce byl zazna@meogt pouze v pipac WGA po

inkubaci s N-acetyl-D-glukosaminylovou sondou. (dbf).
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5. DISKUSE

Cilem prace bylo us8né pasazovat borélie z izotatklistat sesbiranych v okoli
Ceskych Budjovic, zjistit druhové slozeni komplex@orrelia burgdorferi sensu lato wthto
izolatech metodou PCR s drukkospecifickymi primery a demonstrovat rozdilné zapeni
antigennich struktur v izolovanych proteinech. Dal&ilem bylo prokazat schopnost borélii
vazat sacharidy.

Spirochéty byly pasadZzovany v BSK-H mediu po dobkofika mesiai. Ke kultivaci
byly zprvu pouzivany antibiotika, abychom vytilukontaminaci vzork. DalSi pasdze byly
kultivovany bez antibiotik a diky vhodnym podminkaspirochéty rostly velmi rychle.
Spirochéty byly pravidekhkontrolovany mikroskopicky v temném poli. Kultiveage vhodnou
metodou k ziskani dost&teého materialu k dalSi identifikaci izolat(Wittenbrink et al.
1996).

Ziskané izolaty byly zkoumany na druhové zastougerburgdorferi sensu stricto,
B. garinii, B. afzelii a B. valaisianu, pomoci PCR s druhg&v specifickymi primery.
Optimalizovali jsme PCR cyklus a minimalizovali jentrvani reakce, aby mnoZzstvi DNA
spirochét bylo dostateé k vizualizaci v agarozovém gelu bez dalSi redikgpte PCR
produktu. Pouzitim SYBR Greenu se zvysila citlivdstekce DNA v gelu.

Nejcastji izolovanym druhem komplexuB. burgdorferi sensu lato v Evrap je
B. garinni (39.1%), fetim nefasgji izolovanym druhem palB. burgdorferi sensu stricto
(15.9%). Procentualni naleBy burgdorferi sensu strictoB. afzelii, B. garinii i B. valaisiana
v izolatech podporuji i idve publikované vysledky o vyskytu driuhv okoli Ceskych
Budgjovic ( Stpankova-Tresovét al. 2000, Hubéalek a Halouzka 1997).

Proteiny izolované ze vzolk u kterych bylo prokadzano stejné zastoupeni Horéli
mely velmi podobny profil protei.. Nejvice exprimované byly&tSinou proteiny o velikosti
okolo 60 kDa, 40 kDa, 30 kDa a 20 kDa. Tyto progeiodpovidaji proteiim
charakteristickym pro kompleB. burgdorferi sensu lato jako jsou: flagelinovy protein
molekulova velikost 41 kDa, 60 kDa protein a poweh proteiny OspA (31 kDa),
OspB(34 kDa) a OspC o velikosti 21-25 kDa (Wilskel. 1991). JelikoZ nedZzeme pesre
urcit jaké proteiny jsou skute¢ zastoupeny v pozorovaném profilu profeinemizeme ani
spekulovat otrznorodosti &chto profii. Rizna sila exprese protéinu jednotlivych izolai
muze byt také ovlivina pdtem pasazi v kulturach. Variabilni zastoupeni pnéte

u jednotlivych izolai obsahujicitzné druhy spirochét LB neiie byt gikladano k iznym
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vlivam ovliviiujicim spirochétyn vivo. Tyto vlivy jsou napiklad nizné: geografické roz&ni

LB spirochét, odlisni hostitelé, ale také odliSnknikké projevy patogennich apodal
onemocgni LB. Je mozné, Ze zudodu fiznych podminek ve svém okoli by spirochéty
reagovaly na toto pra®tdi a ménily tak expresi @iznych proteif, avSak studium této
problematiky bylo provedenim vitro, ¢imz nelze tyto Gvahy ani vyvratit ani potvrdit. fate
jako vliv zastoupenych dradhv izolatech. JelikoZz jsme nein k dispozici cisté kultury
jednotlivych druli, nemohli jsme porovnat rozdily v proteinovych [lesfh izolati a jasr
fici, zda vice drulnv kulture ovliviiuje tento profil.

Proteinové profily byly urovany pomoci elektroforézy SDS-PAGE, kde jsou vyork
v prostedi obsahujicim detergent sodium dodecyl sulfaf@S}S Tento iontovy detergent
denaturuje proteiny ve vzorku Zmou konformace od nativniho stavu protee pevi je
vaze ke své molekule. Molekuly SDS diky sulfatokapsné udtluji proteinim swvaj vlastni
negativni naboj a vyt¥atak uniformni naboj vSem proté&inZavedenim elektrického proudu
do elektroforézy zznou vSechny proteiny putovat gelemé&em k anod. SDS-PAGE gel
rozckluje proteiny primaré podle velikosti, jelikoZ naboj je relatigrstejny (Laemmli 1970).

Proteiny a lektiny byly také roztbvany nativni elektroforézou, ktera nam dovoluje
odcklovat proteiny v nativni terciarni konformaci a goehava proteinovym komplém
biologickou aktivitu, coz rwze gFispst k lepSi detekci protilatkami. “Blue Native PAGEa
tu vyhodu, Ze jediny detergentig@vany ke vzorkm slouZzi k solubilizaci membranovych
lipida a neni Skodlivy pro proteinyiiRéto elektroforéze to neni SDS, kdciluge proteirim
zaporny naboj, ale Coomassie blue G-280gvany ke vzorkm a pH 7.5 pufru. Proteiny
nejsou rozdlované podle své molekulové hmotnosti, ale podlkesti pém v gradientovém
gelu nativni elektroforézy. TudiZ nejsou vhodné presné stanoveni molekulové velikosti
(Wittig et al. 2006). Jelikoz proteinyagtavaji v komplexech, jejich velikost se Zn& liSi
od té, kterou maijiip pouziti denaturénich cinidel (SDS-PAGE). Protoip pouziti 8% gelu
pii nativni elektroforéze’Blue Native PAGE nedoSlo k rozéleni lektini ani proteiri
izolovanych z borélii.

Pouzitim nativni elektroforézy'Pore limit gradient PAGE jsme eliminovali
denaturani vliv na proteiny. Na rozdil odBlue Native PAGE gel gradientové nativni
elektroforézy obsahuje SDS. Elektroforéza je sm#sina jil hodiny jeS¢ pred nanesenim
vzorka a diky tomu SDS putuje gelenitepl vzorky a rozélované proteiny se s SDS tém
nesetkaji. | zde se proteiny r@hgji jen v zavislosti na velikosti pdrgradientového gelu.

K prokazani sacharidovych vazebnych mist prat@ktind B. burgdorferi jsme

pouzili sacharidové sondy. ¢které sacharidové sondy ukazovaly pozitivni reakci
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na “dot-blotech”. Protein BB se vazal se sondou obsahujici N-acetylglukosalaktin
WGA se také vazal se sondou obsahujici sacharidedglukosamin a lektin SBA se vazal
se sondou obsahujici sacharid N-acetylgalaktosafnvisak na membrany s elektroforeticky
roz&klenymi proteiny/lektiny (SDS-PAGE) se kraniN-acetylglukosaminu, ktery se vazal
na elektroforeticky rozfleny lektin WGA, nevazala Zadna dalSi sonda. Jg t@dzné,
Ze rekteré sacharidové sondy mohou reagovat s denatymiabilkovinami, jindy je nutné
pouzit nativni elektroforézu. Proto jsme proteiny lektiny rozdlili pomoci nativni
elektroforézy a fenesli na membrany, které jsmesbpn&ili sacharidovymi sondami. AvSak
pozitivni vysledek interakce byl zaznamenastgmuze v pipad kontrolniho lektinu WGA.
Neprokazali jsme iftomnost sacharid vazajicich mist u spirochét kemypl
B. burgdorferi sensu lato pomoci sacharidovych sond s naslechijicikrenymi zbytky
s glykosidickymi vazbami uvedené anomerni konfigarao-D-manosa, a-D-galaktosa,
B-N-acetylgalaktosamin af-N-acetylglukosamin konjugované s biotinem. Je néozn
Ze izolované proteiny/lektiny ztraceji svojiiypdni konformaci a tim i vazebné misto
pro sacharidy. Nebo je mozné, Ze sacharidové sautlavané firmou Syntesom nejsou

vhodné k vazbna bur¢né i izolované lektiny.
6. ZAVER

Vzorky izolati byly UsgsSné pasazovanyin vitro pii standardnich podminkach
platnych pro Borrelia burgdorferi sensu lato. lzolovana DNA byla pomoci druéiov
specifickych primetr a PCR prozkoumana na druhové slozBniburgdorferi sensu lato
v téchto vzorcich. Druhové sloZzeni odpovida jiz publi&koym studiim o vyskytu
jednotlivych druli (B. burgdorferi sensu stricto,B. garinii, B.afzelii a B. valaisiana)

v kligtatech pochéazejicich z lokalit v ok@leskych Budjovic.

Ze ziskanych izolat byly izolovany proteiny a pomoci elektroforézy
v akrylamidovém gelu byl den proteinovy profil jednotlivych izoléat Izolované proteiny
byly také geneseny na membranu metoddilestern blottinga byly zngeny sacharidovymi
sondami konjugovanymi s biotinem Kk potvrzeni vlasth borélii vazat sacharidové
konjugaty. Nepodido se nam prokazatiftomnost sacharidovych vazebnych mist u spirochét

z druhového komplexB. burgdorferi sensu lato.
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