UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Zapojeni imunitnich mechanismi do etiologie

chronickych komplikaci boreliozy

BAKALARSKA PRACE

Autor: Stanislav Cikl

Studijni program: B1406 Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Forma studia: Prezencni

Vedouci prace: Mgr. Michal Kiupka, Ph.D.
Rok: 2020



ProhlaSuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné s vyznacenim vsech
pouzitych pramenil a spoluautorstvi. Souhlasim se zvetejnénim bakaléaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, ve znéni pozdé&jSich predpist. Byl jsem
seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, ve znéni pozd¢jsich predpisti.

V Olomouci dne .......oovvveveeeenn.



Chtél bych moc podékovat vedoucimu prace, panu Mgr. Michalovi Kifupkovi, Ph.D. za
poskytnuti literatury, cenné rady, trpélivost a ochotu, kterou mi vénoval béhem celé doby
psani mé bakalaiské prace. Také bych rad pod&koval celému kolektivu Ustavu
imunologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci za piijemné prostiedi a
cenné rady. Tato prace byla podpofena studentskym grantem IGA_LF_2019_014 a
IGA_LF_2020_016



Bibliograficka identifikace
Jméno a piijmeni autora Stanislav Cikl
Nazev prace Zapojeni imunitnich mechanismii do etiologie

chronickych komplikaci boreliézy

Typ prace Bakalarska

Pracovisté Ustav imunologie

Vedouci prace Mgr. Michal Kiupka, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2020

Abstrakt

Ve své bakalafské praci jsem se nejdiive zabyval biologickou strankou Borrélii a
samotné bakterie B. burgdorferi. Nasledné jsem piesel k popisu povrchovych antigenti
a k samotné charakterizaci infekéniho onemocnéni Lymeskd borelioza. Pomoci
dostupné literatury jsem také popsal epidemiologickou situaci v Ceské republice. V
vyvijeni vakein.

Pro praktickou ¢ast byly pouzity tfi proteiny, konkrétné OspA, OspC a DbpA. Tyto tii
proteiny byly laboratorné¢ piipraveny v ramci vyzkumu. Celkové byly ziskany tfi
vysledky. Prvnim vysledkem byla fotografie z fluorescen¢ni mikroskopie. Dal§im
vysledkem bylo vyhodnoceni testu Imunoblot. Poslednim vysledkem bylo vyhodnoceni
metody Western blot. Pro tuto metodu byly pouzity tfi vakcina¢ni antigeny konkrétné
OspA, OspC a celobunécna vakcina B. burgdorferi (Bb). Nami bylo pozorovano, ze
bakterie B. burgdorferi ma spiralovity tvar, dale Ze OspC vykazuje vysokou reaktivitu
za pouziti metody Imunoblot a dva konstrukty, konkrétné OspA a celobunééna vakcina

Bb maji nejvyssi intenzitu ve stejné oblasti molekulovych hmotnosti.

Kli¢ova slova Lymeska borelioza, Borrelia burfdorferi, Ixodes
ricinus, Spirochety, Osp antigeny, Dbp, VISE, erytrema
migrens, Westernblot, ELISA, LYMErix

Pocet stran 61

Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Stanislav Cikl

surname

Title Involvement of immune mechanisms into the etiology
of chronic complications of borreliosis

Type of thesis Bachelor

Department Institute of Immunology

Supervisor Mgr. Michal Ktupka, Ph.D.

The year of presentation 2020

Abstract

In the teoretical part, I have dealt with Borrelia’s biology and characterizing of B.
burgdorferi itself. Then, | have described surface antigens and infectious Lyme disease.
Using the available literature | have also handled the epidemiological situation in the
Czech Republic. Finally, I have discussed previous approaches to disease treatment and
vaccine development procedures.

In the practical part, three proteins were used, specifically OspA, OspC and DbpA.
These three proteins were laboratorally prepared for the research. Overall, three resultes
were obtained. The first one was a photograph of fluorescence microscopy. The second
one was Immunoblot evaluation. The last result was Western blot method evaluation,
three vaccional substances were used in this method, exactly OspA, OspC, and B.
burgdorferi whole cell vaccine. B. burgdorferi were found to have a spiral shape, OspC
showed high reactivity using the immunoblot method, | have also revealed, OspA and

Bb constructs have the highest intensity in the same molecular weight region.

Keywords Lyme disease, Borrelia burgdorferi, Ixodes ricinus,
Spirochets, Osp antigens, Dbp, VISE, erytrema
migrans, Westernblot, ELISA, LYMErix

Number of pages 61

Number of appendices 0

Language Czech



OBSAH

OBSAN .. 6
(0 1 [ o) [ SO PR 8
Lo UVOQ.i e 9
2. Soucasny stav fesené problematiky ..o 10
2.1, Bi0lo@ie DOTEIHI ... cciviiiiiiiiiiiiiccse e 10
2.1.1. Outer surface Proteins (OSP) ....ccveevererreririeieieie ettt 12
2.1.2. Dekorin vazici proteiny (DDP) .....coeoviiiiiiiiiiiiiieiceeee e 14
2.2.  Lymeska DOreliOza ..........cccveiiiiiiiiiiiiic e 16
2.2.1.  Charakteristika ONEMOCNENT ......eecvviieiiiiiiiieie e 16
2.2.2. Klinické pfiznaky ONemMOCHENT ......ccvviviriiiriiiiisiieiece e 17
2.2.2.1. Prvni Casna lokalizovand faze ...........cccocoeeiiiiiiii i 17
2.2.2.2. Druhd ¢asné diseminovana forma ............cccceeveereeiiieniiniee e 18
2.2.2.3. Tteti pozdni/chronickd fAze...........cccooiiiiiiiiiiiiiii 19
2.2.2. DIAgNOSLIKA ......eoiviiiiiic et 19
2.2.3. Nespiralni formy a Post boreliovy syndrom............cccovvvviiiiiiniiiicninnnn, 22
2.3, EPIAemIOlOgie ......oovviiiiieiiee e 26
2.4, LECDA @ VAKCINACE. ... .ciuviiiiiiiii ettt 28
3. EXPerimentalnd CASL.........cuoouiiiiiiiiiiieiiei e 31
3.1, Biologicky mMateridl ........ccueiuiiuiiiiiiiiiiieieiee e s 31
3.2, ChemiKAalie @ TOZEOKY ... ...viivieiriiieiiieii ettt 31
3.3, Materidl @ PIISIIOJE ..veuvirveeiieiiiiesii ettt 35
34, IMELOTIKA. ...t 37
3.4.1.  Kultivace a purifiKaCe .........ccocoiiiiiiiiiiee s 37
3.4.2. Diskontinualni SDS-PAGE elektroforéza .............ccccooviiiiiiiiiiiinniiiiens 38
3.4.3. Priprava ockovaci davky, aplikace a odber vzorku ...........cccooiiiiiiiiiiiiins 39

3.4.4. Imunoblot LYMECHECK Optima IgG a IgM .......ccccoeiiiiiiiiieiccieeee 39



4.

6.

345, WWESEEIN DIOt ..o 40

3.4.6.  Vyhodnoceni Westernblotu ...........cccciiiiiiiiiiiiiiies e 40
3.4.7.  Fluorescencni MikroSKOPI€ ........cccvviiiiiiiiiiiiiicicce e 41
VYsledky @ diSKUZE .......ocviiiiiiiici e 42
ZAVET .ttt E b E bR R ettt b bbb s 49
LIEratUNa.......ceiiiic 50



CILE PRACE

vyhledani odborné literatury a zpracovani literarni reSerSe na téma Lymeska
borelidza, jeji diagnostika, 1écba a prevence, chronické nasledky prodélané
boreliové infekce (post boreliovy syndrom) a souc¢asné znalosti o jejich moznych
produkce hyperimunnich mySich sér pro testovani interakce Borrelii a
specifickych protilatek — produkce rekombinantnich antigeni Borrelia
burgdorferi a jejich purifikace, ptiprava do vakcina¢ni formy, vyhodnoceni

reaktivity s bakteriemi metodou nepiimé imunofluorescence a Western blot



1. UVOD

Lymeska borelidéza je infek¢ni onemocnéni, ktera se vyskytuje v Americe, Evropé a
nékterych ¢astech Asie. Pro kazdou oblast je charakteristicky urcity druh bakterie a jeji
prenase¢. Onemocnéni Lymeska borelidza je zpusobeno komplexem bakterii Borrelia
burgdorferi sensu lato (Bbsl). V Evropé se nejéastéji vyskytujicimi se bakteriemi z toho
komplexu jsou Borrelia afzelii a Borrelia garinni a primarnim pienaSeCem je klisté
obecné (Ixodes ricinus).

V literarnim piehledu své bakalaiské prace se budu zabyvat biologii rodu Borrelia,
dale povrchovymi proteiny bakterie Borrelia burgdorferi a komplexnim popisem
samotné¢ho onemocnéni. Pokusim se charakterizovat a blize pfiblizit pfetrvavajici potize
po 1é¢bé, mozné pri¢iny téchto potizi a také popis nespiralnich forem bakterii rodu
Borrelia.

V praktické ¢asti se budu zabyvat produkci a purifikaci rekombinantnich antigend,
konkrétné OspA, OspC a DbpA, néslednym vyuzitim téchto proteinii pro piipravu
vakcinac¢nich davek a provedenim metody Western blot pro vyhodnoceni produkce
protilatek a jejich detekce. V dalsi ¢asti poté budou potizeny fotografie z fluorescenéni
mikroskopie vzorku bakterii B. burgdorferi a bude proveden test Imunoblot na detekci
protilatek.

V navaznosti na tento experiment budou provedeny vyzkumy zabyvajici se typizaci a

expresi proteinti OspA a OspC v bakteriich rodu Borrelia.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1.Biologie borélii
Rod Borrelia patii spole¢né s rody Treponema a Leptospira do kmene Spirochety. Tyto
rody jsou dulezité zejména pro mikrobiologii (Votava, 2010).

Bakterie rodu Borrelia jsou spiralovitého tvaru bez pevné bunééné stény. Stavba celé
buniky je vyobrazena na obr. 1. Délka téchto mikroorganismu se pohybuje v rozmezi 10—
30 um a jejich pramér Cini 0,2 — 0,3 um. Na obou jejich koncich se mize nachazet 7-14
bi¢ikli (amfitricha), které jsou zodpovédné za pohyb builky. Obecné jsou biciky
lokalizovany v periplasmatickém prostoru. Vyjimecna je ale v tomto ohledu bakterie
stejného rodu, konkrétné B. sinica, coz je bakterie, ktera podle dostupnych informacich
obsahuje v periplasm¢ pouze 2-4 bi¢iky, jez jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
zodpovédné za jeji omezenou mobilitu (Masuzawa, 2001).

Co se tyCe struktury bi¢ikl, tak jsou slozeny pievazné ze dvou typd proteinii —
minoritné se jedna o FlaA, coz je protein, jehoz molekulova hmotnost je 38 kDa
(Mr=38 000), a majoritn¢ zastoupeném FlaB o molekulové hmotnosti 41kDa
(Mr=41 000) (Ge, 1998).

Samotny tvar bakterii rodu Borrelia je dan biciky, jez jsou stofené kolem
protoplasmatického valce. Ve srovnani s ostatnimi bakteriemi bunécna sténa bakterii rodu
Borrelia nema aktivni roli ve tvarové rozdilnosti. Inaktivace genti pro FlaB indukuje
snizeni mobility a ty¢inkovou formu mutovanych bakterii (Motaleb, 2000).

Struktura celé bakterialni buiiky (Obr. 1) je podobna struktuie Gram negativnich bun¢k
(G), coz znamena, ze obsahuji periplasmaticky prostor, ktery se nachazi mezi
cytoplasmatickou membranou a bunéénou sténou. Cela bunécna sténa je u takovychto
bakterii poté tvotfena dvouvrstvym fosfolipidovym filmem. Na vné&jsi strané jsou poté
navazany lipopolysacharidy. Detailni popis struktury bunééné stény je vyobrazen na Obr.
2. U bunék rodu Borrelia se ale vyskytuji uréité anomalie, které jsou pro tuto skupinu i
charakteristické. Napiiklad se jednd o absenci lipopolysacharidi a také nadbytek
lipoproteint ve vnéjsi membrané (Fraser, 1997; Bergstrom, 2002).

Jako dvé hlavni lipidické slozky membran téchto bakterii byly identifikovany dva
fosfolipidy, konkrétné se jedna o fosfatidylcholin a fosfatidylglycerol a také dva atypické
glykolipidy, konkrétné 1-O-palmitoyl-2-O-oleyl-3-O-a-D-galaktopyranosyl-sn-glycerol
a cholesterol 6-O-palmitoyl-B-D-galaktopyranosid. Oba vyse zminéné glykolipidy jsou
schopné vyvolat produkci specifickych protilatek pii imunizaci mysi (Krupka, 2007).
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200 nm

Obr. 1: Struktura bunky B. burgdorferi z elektronového transmisniho mikroskopu. A-
transverzalni fez. 1 — vnitini membrana, 2 — vnéj$i membrana, 3 — periplasmaticky prostor. B. 1
— cysticka forma Borrélii, 2 — transversalni fez, spiralni forma, 3 — podélny fez, spiralni forma
(Krupka, 2007).
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Obr. 2: Stavba bunééného bi¢iku a struktura bunééné stény bakterii. Vlevo bunééna sténa G-

bakterie, vpravo buné¢na sténa G* bakterie (Prescott, 1996, upraveno).

11



Struktura genomu
Spirochety rodu Borrelia jsou velice unikatni bakterie i co se genomu tyce. Jeden za
zakladnich charakteristickych znakl téchto mikroorganismt je mimotradné slozity genom
obsahujici jeden linearni chromozom s velikosti pfiblizné jedné mega baze a n¢kolik
cirkularnich i linearnich plasmida (Krupka, 2007).

Chromozom Borrelii je relativné maly, pokud jeho velikost budeme porovnavat s
ostatnimi bakteridlnimi chromozomy, jejichz velikost genomu se pohybuje v rozmezi

580-9 300 kpb (Brisson, 2012).

2.1.1. Outer surface proteins (Osp)

Outer surface protein A (OspA)

Tento protein byl prvnim popsanym proteinem ze skupiny Osp u Borrelii (Barbour,
1983). OspA je protein, jehoz relativni molekulova hmotnost je podle literatury 31 kDa
(Mr=31 000). Gen pro tento protein je soucasti bicistronniho operonu na plasmidu Ip54 a
je exprimovan spolecné s geny pro dalsi povrchovy protein — OspB (Howe, 1985).
Exprimovani téchto proteint probiha naptiklad ve stfedni ¢asti gastrointestinalniho traktu
klistéte a jejich exprese je regulovana béhem pienosu do vnimavého hostitele (Templeton,
2004).

Hlavni funkce OspA spociva ve vazbé ke glykoproteinim TROSPA, které se vyskytuji
se stievnim epitelu klistéte. Biologicka funkce tohoto glykoproteinu v klistéti ale zatim
nebyla objasnéna (Lahteenmiki, 2001).

Garcia ve svém clanku z roku 2005 dokazal, ze OspA a OspB se piimo vazi
komplementovy receptor CR 3 (CD11b/CD18) u hostitelti (obratlovet), ¢imz vyvolavaji
aktivaci bun¢k imunitniho systému (Garcia, 2005). OspA aktivuje imunitni systém tim,
ze se prichyti k vhodnym receptorim (Singh, 2006). To mtize byt jeden z diivodil snizené
exprese OspA/OspB b&hem pienosu na hostitele (obratlovce), coz minimalizuje
zanétlivou imunitni reakci v asném stadiu infekce. Na druhou stranu ale Crowley objevil,
ze exprese OspA v hostiteli je stimulovana v zanétlivém prostiedi, ¢astecné po
zymosanem indukovaném zanétu (Crowley, 2003).

Neni zcela jasné, zda zvySeni exprese OspA béhem chronické infekce je pouze
odpovéd’ bakterii na zanétlivou imunitni odpoveéd’ proti témto bakteriim, nebo zda exprese

OspA je pro bakterie Borrelii nutna k vytvoreni chronické infekce. Jedno z vysvétleni na
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aktivaci exprese OspA u Borelii béhem chronické faze infekce je takové, ze OspA mize

mit potencialni ochrannou funkci bunék Borrelie (Orndorff, 1999).

Outer surface protein B (OspB)

Molekulova hmotnost tohoto lipoproteinu je podle literatury 31 kDa (Mr=31 000), avSak
jeho zdanliva hmotnost podle SDS-PAGE elektroforézy je 34 kDa (Mr=34 000). Tento
protein je kodovan jednim operonem lokalizovanym na 54-kb linearnim plasmidu B.
burgdorferi. OspA i OspB jsou syntetizovany bakterii B. burgdorferi v infikovanych
nenakrmenych klistatech a regulace jejich syntézy probiha béhem sani klistéte (Becker,
2005).

Sigma faktory jsou iniciované faktory, které podporuji vazby RNA polymeras ke
transkripéni regulator hlavni stresové odpovédi. Ridi pozitivné nebo negativné expresi
nékolika stovek gentl, které jsou vétSinou zapojeny do metabolismu, transportu,
regulacnim a stresovém fizeni. Druhym sigma faktorem je RpoN (o (54)), ktery je
zodpovédny za expresi enzymu zapojenych v argininovém metabolismu (RpoS, 2020;
RpoN, 2020).

Exprese OspA a OspB v bakterii B. burgdorferi zapo¢ne nasledné po vstupu a usidleni
spirochet v prenasecich. Bé&hem transmise z pfenaSece do hostitele B. burgdorferi se
snizuje exprese OspA a OspB a zaroveii se zvysi exprese jinych proteintl, jako OspC nebo
DbpA. Tato selektivni a casova exprese OspA a OspB v klistéti predpoklada, Ze tyto dva
proteiny mohou fungovat béhem ¢asné spirochetalni kolonizace a pobytu spirochet v
klistéti. Je ale malo informaci o roli tohoto proteinu a jeho Zivotnim cyklu v samotné

bakterii B. burgdorferi (Neelakanta, 2007).

Outer surface protein C (OspC)
Dalsim vnéj$im proteinem je OspC (diive pC) s molekulovou hmotnosti 23 kDa
(Mr=23 000). Geny pro tento protein jsou lokalizovany na plasmidu cp26. Tento protein
je syntetizovan béhem pozdni faze infekce u savct (Marconi, 1993). Pochopeni funkce
tohoto proteinu nastalo s objevem Salp15, coZ je ligand pro OspC a je to imunosupresivni
protein (Zhang, 1997).

Salpl5 je rozpustny protein ve slinach ptenasece (klistéte) a potlacuje imunitni
odpovéd hostitele proti komponentam z klistécich slin. Salp15 inhibuje proliferaci CD4*

T lymfocytd tim, Ze se navaZze na extracelularni doménu CD4" molekuly a inhibuje
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vapenaté kanaly. Tyto kanaly jsou nutné k aktivaci transkripénich faktori NF-kB a NF-
AT béhem doby, kdy receptory T lymfocytt zprostiedkovavaji signalizaci (Garg, 2006;
Anguita, 2002).

Outer surface protein D (OspD)

OspD je dalsim povrchové exprimovanym proteinem bakterie B. burgdorferi a jeho

molekulova hmotnost je 28 kDa (Mr=28 000). Gen, ktery koduje tento protein se nachazi

na linearnim plasmidu 38 (Ip38) (Li, 2007). Je zajimavé, Ze pii zmén¢ teploty, konkrétné

z 23°C na 35°C exprese OspD v bakterii B. burgdorferi klesne asi 13x (Ojaimi, 2013).
Existuje nékolik hypotéz o roli tohoto proteinu, naptiklad Ze nemusi byt zasadni pro

samotny prenos spirochet béhem sani klistéte. VSechny tyto exitujici hypotézy je nutné

blize ovéfit (Xi, 2007).

Outer surface protein E/F (OspE/F)
Gen pro syntézu proteinu OspE se nachdzi na 5’-konci operonu a obsahuje 513 nukleotidt
kéduje protein o 171 aminokyselinach s vypocitanou molekulovou hmotnosti 19,2 kDa
(Mr=19 200). Gen pro OspF se nachazi na genu pro syntézu proteinu OspE, sklada se z
690 nukleotidl a koduje protein o 230 aminokyselindch s molekulovou hmotnosti 26,1
kDa (Mr=26 100) (Barbour, 1984). VétSina paralogi OspE se vaze na FH (faktor H), coz
je jeden z regulatori alternativnich drah (Zipfel, 1999).

Diky vySe zminénym podobnostem a také podobnosti k vazbé na faktor H jsou
proteiny OspE a OspF fazeny pod termin Erps (Brissette, 2008). Jejich role v pteziti

spirochet béhem infekce neni jesté zcela znama (Siegel, 2010; Hammerschmidt, 2012).

2.1.2. Dekorin vazici proteiny (Dbp)

Dekorin je proteoglykan, ktery se sklada z jadra o molekulova hmotnosti je 36 kDa
(Mr=36 000), obvykle substituované¢ho jednim GAG fetézcem chondroitin dermatan
sulfatového typu. GAG jsou dlouhé, nerozvétvené, disacharidové opakujici se fetézce,
které jsou extrémné heterogenni skupinou. Dermatan sulfat, heparin, heparin sulfat a
chondroitin sulfat jsou rizné tfidy GAG vyznacujici se jejich ¢aste€nou disacharidovou
opakujici se jednotkou a/nebo rozdilnosti v jejich stupni modifikace. GAG a
proteoglykany jsou také zakladnimi stavebnimi kameny sav¢ich tkani a jsou cilem mnoha

bakterialnich patogent (Rostand, 1997).
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DbpA a DbpB jsou lipoproteiny o molekulové hmotnosti 20 kDa (Mr=20 000),
respektive 18kDa (Mr=18 000). Jsou kddovany operonem na lp54 a byly identifikovany
jako dekorin vazebné proteiny v gelovych testech. Navzdory jejich 56 % sekvenéni
podobnosti, DbpA se od DbpB v nékterych vlastnostech 1isi:

1. schopnosti u¢innéji vazat dekorin

2. schopnosti inhibovat vazby bakterie B. burgdorferi k imobilizovanému dekorinu

3. schopnosti vyvolat obrannou imunitni odpovéd’ proti B. burgdorferi kultivované in
vitro

4. vysokym stupném polymorfismu se sekvencni podobnosti tak nizkou jako 58 % mezi
alelami (Feng, 1998)

Zda se, ze DbpA a DbpB ziejmé nejsou exprimovany v prenaseci také to vypada, ze
jejich exprese se zvysi béhem infekce vice nez pii kultivaci in vitro (Hagman, 2000).

Prestoze DbpA/DbpB neni zasadni pro schopneost B. burgdorferi zptsobit infekci u
laboratornich mysi, zakddované proteiny maji role, které je tfeba blize zkoumat (Leong,

2010).

VISE

Tento protein ma molekulovou hmotnost rovnu 36 kDa (Mr=36 000) a vyskytuje se na
povrchu vnéj$i bunééné stény pro ¢loveéka patogennich Borrelii. Transkripéni ¢ast tohoto
lipoproteinu je lokalizovana v misté vls, které obsahuje Sest riznych (VRs) oblasti se
stfidajicimi se sedmi oblastmi nizké variability (IR). Pfedpoklada se, Ze nepferuSovany
rekombinant v regionu vysoké variability vyrazné brani efektivni odpovédi hostitelského
imunitniho systému, coZ umoziuje vznik chronickych infekci a pfeziti samotnych
spirochet v savcich (Bubeck-Martinez, 2005). Protein VISE je kdédovany VISE genem,
ktery tvofi ¢ast tak zvané vls lokusu, a je lokalizovan blizko telomeru linedrniho plasmidu
Ip28-1 (Vink, 2012).

Navzdory piitomnosti variabilnich regionti (VR) a pfizplisobeni tercidrnich proteind,
coz Castecn¢ potlaci neménné oblasti, vykazuje protein VISE vysokou imunogenitu a
proto je také bézné uzivan pii serologickych testech na onemocnéni Lymeska borelidza.
Podle novéjsich studii, je tento protein silné exprimovan pouze v podminkach in vivo,
takze jedinou cestou, jak ziskat pravy antigen pro konstrukci diagnostickych testi, je

spolehnout se na genetické inzenyrstvi (Sung, 2001).
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Jak bylo ale prokazano v nékolika nezavislych studiich, obohaceni diagnostickych
testll na pfitomnost protilatek proti B. burgdorferi proteinem VISE znacné zvysuje

citlivost a spolehlivost provadéného sérologického testu (Krzemien, 2017).

2.2.Lymeska borelioza

2.2.1. Charakteristika onemocnéni

Lymeska borelidza je nemoc, kterd je zptsobena bakteriemi nalezicimi do druhového
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl), coz je komplex 10 druhd bakterii
patogennich pro ¢lovéka - B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii, B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B. mayonii, B. spielmanii a B. valaisiana.
U dalsich 12 druhd, které patii do stejného komplexu, zatim patogenita prokazana nebyla.
Jedna se o B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. carolinensis, B. chilensis, B.
finlandensis, B. japonica, B. lanei, B. tanukii, B. turdi, B. sinica a B. yangtzensis (Krupka,
2007; Rudenko, 2011).

Onemocnéni je rozsifeno v Americe, Evropé a ¢astecné i v Asii. Mezi ptenaSece tohoto
onemocnéni patii klistata rodu Ixodes. V USA se jedna nejcastéji o druhy 1. scapularis a
I. pacificus, v Evropé je typickym pienaseCem tohoto onemocnéni I. ricinus (Obr. 3),

pfi¢emz nejvice zamotené jsou oblasti Stfedni a Severovychodni Evropy (Mead, 2015).

Q o}

Obr. 3: Vlevo samice, vpravo samec I. ricinus (ptevzato z: scalibor.cz; 2020)
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2.2.2. Klinické priznaky onemocnéni

2.2.2.1. Prvni ¢asna lokalizovana faze
V této fazi je charakteristicky vyskyt erythremy migrans, jeZ bude blize popsana dale. Ta
se objevuje u vétsiny pacientll v prvnich tydnech od napadeni pfenaSecem (rtizné druhy

klist'at) (Borchers, 2015)

Erytrema migrans

Mezi nejcastéji vyskytujici se kozni projevy patii erytrema migrans (Obr. 4), ktera se
projevuje asi u 70-95 % pacienti béhem prvnich tii tydni po nakaze a prezentuje se jako
cervend, kulatd nebo ovalna skvrna s centralnim vyblednutim. Nekteré 1éze maji
tercovitou morfologii. Mlize méfit 5 nebo 1 vice centimetrti, ackoliv maximum se mize
meénit. Co se tyce vyskytu, tak se erytrema migrans u déti nachazi nejcastéji na hlaveé a

krku. U dospélych je napadenou cCasti téla napiiklad okoli panve (Borchers, 2015).

Obr. 4: Erytrema migrans (Cardenas-de la Garza, 2019).
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2.2.2.2. Druha ¢asna diseminovana forma
Jedna se o druhou féazi, kterd nastupuje tydny az meésice po vystaveni ndkaze a jejim
projevem je napiiklad celotélovy vyskyt erytremy migrans, dale Lymeska artritida,

Lymeska neuroborelidéza a vzacnéji Lymeska karditida (Borchers 2015).

Lymeska artritida

Je to druhy nejbézngjsi piiznak u americkych pacientl. Artritida je asymetricka,
monoartikularni (postiZzeni jednoho kloubu) nebo oligoartikularni a miize byt soucasné v
preruSované nebo trvalé formé. Nejéastéji postizenym kloubem je koleno (Arvikar,
2015). Zanét drobnych kloubii nemoc ptimo nevylucuje, i kdyz se v tomto piipad¢ mize
jednat o revmatologické onemocnéni. Typicky jsou klouby oteklé, mohou byt i zarudlé,

synovialni tekutina obsahuje leukocyty, pfedev$im polymorfonuklearni bunky (Picha,

2013).

Lymeska neuroborelidoza

Lymeska borelioza postihuje nervovy systém u 10-15 % infikovanych pacientd, jak v
Evropé, tak 1 v USA. Pokud bychom se na tento pfiznak podivali z patofyziologického
hlediska, tak zjistime, ze infekce zpisobuje multifokalni zanét perifernich nervi, zanét
dochazi k postiZzeni kranialnich a perifernich nervli. Zdaleka nejcastéji ale zpiisobuje
kranialni neuropatii — obrna IV. obli¢ejového nervu — slabost jedné casti obliceje,
zahrnujici ztizené zavirani oc¢i a sevieni rtd. Dlouho se predpokladalo, Ze radikularni
symptomy zpusobuji dermatom na misté, kde doslo ke kousnuti kliStétem, nov¢€jsi prace
ale ukazaly, ze to bylo mylné (pojmem radikulitida se mysli zanét misnich nervi) (Ogrinc,
2016).

Pokud Lymeska neuroborelioza (LNB) zasahne CNS, pak je pro ni typicka
cerebrospinalni fluidni pleocytdza a snizena hladina CSF proteinu (az 100krat niz$i). CSF
glukdza se pohybuje v rozmezi normalnich hodnot, nebo muze byt lehce sniZena. Studie
predpokladaji, ze spirochety vstupuji do CNS brzy po infekci, stimuluji lokalni produkci
CXCL1, chemokinu piitahujiciho B-buiky, coz vede k migraci a nasledné proliferaci pro

B. burgdorferi specifickych bunék. Dalsim diagnostickym markerem, ktery se zkouma,
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je koncentrace CXCL13 v CSF. Tento marker je také vyuzivan pii diagnostice. (Halperin,
2019).

Lymeska karditida

Klinické projevy jsou nejasné, respektive nespecifikované, odpovidajici Sirokému
spektru srde¢nich obtizi. Obvykle ale zahrnuje mdloby, ztratu védomi, slabost, dychaci
obtize, buSeni srdce anebo i bolest na hrudi (Krause, 2014). Podle dostupnych dat v
literatuie je Lymeska karditida obvykle spojovéana s vyrazkou, neurologickymi symptomy
nebo artritidou (Scheffold, 2015).

O tomto ptiznaku se zacalo poprvé psat jiz v roce 1980 a predstavuje velmi vzacny
projev Lymeské boreliozy (Stanek, 2011). Odhaduje se, Ze k postizeni srdce dochazi, v
ptipadé¢ evropskych pacientd, u 0,3-4 % pacientd infikovanych Lymeskou boreliozou. V
Americe se tento ptiznak vyskytuje u 1,5-10 % pacientl bez odpovidajici antibiotické
lécbe (Rostoff, 2010).

2.2.2.3. Treti pozdni/chronicka faze

Treti faze onemocnéni je spojena s chronickym koZnim onemocnénim, Lymeskou

artritidou a neurologickymi symptomy (Borchers, 2015).

Dalsi dermatologické projevy
Jinou formou erytremy migrans je tzv. druhotna erytrema migrans, ktera se da popsat
jako erytrema migrans s rozdilnou morfologii. Nejvice zasazenou oblasti byva oblice;.
Sifeni spirochetalni infekce probiha pies krevni ob&h a lymfu (Vasudevan, 2013).
Acrodermatitis chronica atropicans (ACA) je vzacné kozni onemocnéni spojené s
pozdni fazi Lymeské borelidozy. VéEtSinou se vyskytuje v Evropé, ato asi jen u 10 % vsech

infikovanych pacientt (Steere, 2016).

2.2.2. Diagnostika

Podle Hulinské (2013) je mozné diagnostické metody rozdé€lit do dvou kategorii:
1. Pfimé diagnostické metody
2. Nepifimé diagnostické metody
Mezi nepiimé diagnostické metody prikazu tohoto onemocnéni patii zjiStovani
specifickych antiboreliovych protilatek metodou ELISA, nepiimou imunofluorescenci

IFA a dale Westernblot. Tyto metody slouzi k pritkazu protilatek IgG a IgM.

19



K pifimym diagnostickym metoddm zase patii naptiklad svételnd mikroskopie v
zastinu, kultivace Borrelii pomoci Barbour-Stoenner-Kellyho kultiva¢ni média (BSK),
histologicky pritkaz (roztéry po barveni Giemsou a toluidinovou modfi nebo stiibrem s
1-2 % dusi¢nanem stfibrnym po natraveni amylazou), DNA-hybridizace ¢i PCR. Nize

budou popsany jen vybrané metody.

Blotové metody
Principem této metody je nejdiive provést diskontinudlni SDS-PAGE elektroforézu
vzorku proteinti, nasledné blotting proteinti z gelu na membranu a poté detekce proteind.
Ptitomnost danych proteint je na membrané detekovana pouzitim primarni protilatky, na
kterou se v dalsim kroku vaze znaCena sekundarni protilatka (fluorescenéné,
chemiluminiscencné). (pfevzato z: labguide.cz)

Jako piiklad uvadim sloZzeni detek¢ni sady Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (IgG)
firmy EUROIMMUN. Obsah baleni kitu je zachycen na Obr. 5. VSechny roztoky jsou

pfipraveny k okamzitému pouZziti.

Obr. 5: Komer¢né zakoupena sada na provedeni testu Wetsern blot. A — zabalena desti¢ka na
provedeni testu, B — pufr 10x, C — substrat, D — konjugat 10x, E — pozitivni kontrola 50x; autor:
Stanislav Cikl
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ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Tato metoda patii vedle metody RIA a Luminiscen¢ni imunoanalyzy do skupiny
heterogennich imunoanalyz. Metoda vyuziva jako znacku sekundarni protilatky enzym
(nejcasteji kifenova peroxidasa, alkalicka fosfatasa).

Pro tento test se vyuzivaji mikrotitracni desti¢ky potazené protilatkou. K detekci se
pouziva vertikdlni fotometr pro mikrotitraéni desticky (reader). Jedna z nevyhod této
metody je pouziti vicebodové kalibra¢ni zavislosti pii kazdém méfeni (Benovska, 2011).

Obsah kitu firmy EUROIMMUN na provedeni této metody je vyobrazen na Obr.6a 7.

Obr. 6: Vybaveni komer¢né dostupného kitu na provedeni ELISA. A — pufr na promyti vzorku,
B — substrat, C — promyvaci pufr 10x, D — konjugat, E — protilatka 200 RU/ml, F — protilatka 20
RU/mI, G2 RU/mI, H — negativni kontrola, CH — pozitivni kontrola; autor: Stanislav Cikl
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Obr. 7: Obsah baleni komer¢niho kitu obsahujiciho testovaci desku na provedeni metody ELISA.
Autor: Stanislav Cikl

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pii této metodé je vyuzivano podobného principu, na jakém dochazi k syntéze DNA
béhem replikace v burice. Dfive se pouzival enzym DNA polymerasa izolovana z bakterie
Thermus aquaticus, coz je termostabilni bakterie. Dnes nachazi vyuziti Siroké spektrum
reakénich rekombinantnich polymeras (i DNA polymerasa z T. aquaticus). Jednotlivé
faze zahrnuji denaturaci, nasednuti primert (annealing) a polymeraci DNA. V§echny tyto
kroky probihaji pfi jinych teplotach. Produkty PCR se mohou analyzovat jednoduchou
elektroforézou, nebo znac¢enymi oligonukleotidy, nebo pomoci znacené protilatky (PCR,
2019).

2.2.3. Nespiralni formy a Post boreliovy syndrom
Termin post-treatment Lyme disease syndrome (PTLDS) byl vytvoten pro klasifikaci
pacientd, u kterych i ptes 1écbu pretrvavaly néjaké z vySe uvedenych piiznakt. Spolecnost
IDSA (Infectious Diseases Society of America) popisuje subjektivni symptomy PBS jako
unavu, rozsifeni muskuloskeletalni bolesti a kognitivni obtize, které maji za nasledek

sniZzeni pracovnich, studijnich nebo jinych aktivit (Wormser, 2006).
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Podle nejriznéjSich odhadi se mira téchto pfiznakdi pohybuje v rozmezi 0-23,4 %
(evropské studie) ¢i 0-40,8 % (americké studie) u vSech nakazenych pacientti (Cerar,
2010).

Konkrétni pfiCiny pretrvavajicich potizi nejsou zatim znamy, ale uvazuje se o n¢kolika
moznostech.

1. Perzistence bakterii, zivych, nebo nezivotaschopnych forem, v organismu, které
si ale mohou zachovat imunogenni potencial. Siln¢ je ale v dneSnich dnech
diskutovdna moznost, ze ur¢itou ulohu mohou mit atypické morfologické formy
borélii. Pfechod mezi moznymi formami je vidét na Obr. 8. Tyto formy mohou za
nepiiznivych podminek piechazet v rtizné nespirdlni formy. U starnoucich
struktur byl in vitro pozorovan vznik agregatt. Je mozné, ze by tyto formy mohly
naptiklad stimulovat imunitni systém, avSak dikaz této mysSlenky neni (Kfupka,

2019).

Obr. 8: Prechod mezi spirdlnimi a nespiralnimi formami borélii indukovany hypotonickym

prosttedim; spiralni formy; ptechodné formy; nespiralni kulovité formy, ob¢as nepfesné nazyvané
jako cysty. Vitalni barveni karboxyfluoresceinem sukcinimidyl esterem. Foto: Mgr. Michal

Kipuka, Ph.D., pouzité zvétseni 400x. Prevzato z Kiupka, 2019.
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2. Autoimunitni reakce. U pacienti s dlouhodobymi potizemi byla pozorovéana
zvySeni hladiny protilatek, naptiklad rastovému faktoru ECGF, apolipoproteinu
B-100 nebo annexinu A2 (Ktupka, 2019).

3. Koinfekce dalsimi infekce prenaSenymi klistaty, kam patii napiiklad infekce
bakteriemi rodu Anaplasma, Bartonella nebo Babesia (Horowitz, 2013).

Existuji 1 dal§i mozné pfi¢iny jako napiiklad poSkozeni tkani, nebo aktivace
imunitniho systému pietrvavajici i po eliminaci kauzalnich bakterii. Zadna z tdchto
hypotéz ale nebyla potvrzena a neni ani jasnou, do jaké miry se tyto mechanismy podile;ji
na pretrvavajicich potizich. D4 se ale pocitat i s tim, Ze se tyto mechanismy kombinuji
(Kiupka, 2019).

Termin chronick¢ Lymeské boreliozy (CLD) byl obecné piredmét debat napfic
védeckou literaturou, Iékarskou obci a spolecnosti. CLD byla klinicky popsana jednim
zdrojem jako pretrvavajici bolest, inava a neurokognitivni zhorSeni u pacientt, kteti
nem¢li pfedchozi zdznamy o Lymeské borelioze (Feder, 2007). V dnesni dobé¢ je ale CLD
nejvice vyuzivdna jako vSeobecny pojem, ktery popisuje jedince trpici zdlouhavou
nemoci s podezienim ¢i dikazem na Lymeskou boreliézu, ktefi nespadaji do jiné
kategorie. V rtuznych ¢lancich byla navrhovana i jina oznaceni pomahajici analyzovat
komplexnost piipadit CLD. Tyto popisy také prokazaly rozsahlé mozné pohledy na
klasifikaci CLD. Jedna se naptiklad o ADCLS (alternatively diagnosed CLD), coZ jsou
pacienti, ktefi byli diagnostikovani na klinickém zakladé€ a také mé&li pozitivni vysledkt
testll z neakreditované laboratofe. Dal$i skupinou je napfiklad skupina seronegativni
Lymeska borelioza, ktera zahrnuje pacienty s diagnostickymi ptiznaky, ale onemocnéni
nebylo prokazano kvili teprve propukajici infekci (Patrcik, 2015). Obecné se ale tento
termin nedoporucuje (Nemeth, 2016).

Aby mohla byt potvrzena diagnéza PTLDS, tak podle svycarské spole¢nosti musi byt
splnéna tato kritéria:

» klinicky a laboratorn¢ dokumentované prodélani Lymeské borelidozy

+ absolvovani dokumentované a kompletni antibiotické terapie adekvatni ke konkrétni
fazi onemocnéni

* perzistentni ¢i rekurentni potiZe, jako jsou tUnava artralgie, myalgie, kognitivni
dysfunkce ¢i kofenova bolest po dobu delsi nez 6 mésicti po prodélani terapie

» pravdépodobnd casova navaznost mezi dokumentovanou boreliovou infekei a
nastupem symptomt PTLDS — potize pfetrvavajici, nebo nastupujici do 6 mésict od

ukonceni antibiotické terapie a jsou pfitomny po dobu delsi nez 6 mésicu
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 objektivni klinicky nalez neni pozadovan

Vylucujici kritéria jsou podle stejného ¢lanku:

» prikaz aktivni infekce

* soubch jiného onemocnéni, jako jsou aktivni revmatologické, neurologické nebo
psychiatrické choroby (Ktupka, 2019).

Dle dostupnych informaci a poznatkl jsou spekulace, ze pleomorfismus hraje roli v
patologii Lymeské borelidzy a tyto rizné morfologické formy mohou piispét nebo
prodlouzit trvani v lidském hostiteli (Bamm, 2019).

Jednim z relativné béznych zptsobt indukce kulovitych télisek bakterii B. burgdorferi
je nedostatek Zivin, zvlasté pak chybéni sérovych faktorti v kultivaénim mediu. Borrelia
spp je znama tim, ze ma nedostatek potiebnych pozadavkl pro de novo synthesu
aminokyselin. Tyto aminokyseliny poté tvofi z latek obsazenych ve vektorech nebo
hostitelich (Groshong, 2017; Fraser, 1997). Mechanismus transformace do kulovitych
télisek zahrnuje v prvnim kroku expanzi vnéj$i membrany a nasledné ve druhém kroku
obtoceni protoplasmatického cylindru a na Obr. 9 je vySe popsané schéma vzniku téchto

struktur (Schwarzbach, 2015).
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Obr. 9: Schéma vzniku kulovitych télisek bakterie B. burgdorferi. Pievzato z Bamm, 2019.
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Pleomorfické formy Borrelie spp byli detekovany béhem enzootického zivotniho
cyklu spirochet, konkrétné ve stitednim sttevu klistat (Dunham-Ems, 2012). Tyto formy
byly volné popsany jako sferuly, granuly, cysty, kokoidy nebo kulovita téliska (Bamm,
2019).

Borrelie se mohou vyskytovat také ve formé klastrii nebo agregatii. Tyto klastry jsou
zodpovédné za formovani mnoha biotickych a abiotickych povrchi a existuji informace,
ze obsahuji extracelularni DNA, alginat a kalcium. To jsou zndmé komponenty extra
polymerickych substanci (EPS). Nasledné vyvstaly dohady, zda forma biofilmu mutze byt

mechanismem, jakym spirochety mohou odolavat v hostiteli. (Bamm, 2019).

2.3. Epidemiologie
Jako hlavni pfenase¢ Lymeské borelidzy se uvadi klisté obecné (Ixodes ricinus), které
dokaze tuto nemoc pienést na ¢lovéka i na zvifata. Bakterie rodu Borelia ptezivaji ve
stievé infikovaného klistéte a v okamziku ptisati klistéte k postizenému objektu se
premistuji do slinnych zlaz. Riziko ptfenosu infekce se tedy zvySuje s dobou pfisati
klistéte (Lymeska borelioza, 2015).

Ixodes ricinus ma Ctyfstupiiovy vyvojovy cyklus, ktery zahrnuje stadia vajicka, larvy,
nymfy a dospélého jedince. Délka tohoto cyklu se pohybuje mezi ttemi a Sesti lety a zavisi
na klimatickych podminkach. Pro nalezeni hostitele si klisté vybralo strategii pfepadent,
které zahrnuje to, Ze kliSt€ vyleze na vrcholek rostliny a ¢ekd na vhodného hostitele.
(Randolph, 2004).

Par dni po nasyceni se kli§té pusti hostitele a spadne na zem. Nékolik mésicii trva, nez
kliste ptejde do sve dalsi vyvojové faze, nebo, jedné-li se o dosp€lou samicku, zacne klast
nekolik tisic vajicek a nasledné zemie. Jen malad Cast klistat dokonCi svlij vyvojovy
cyklus: okolo 10 % larev se vyvine do nymfy a pouze kolem 10 % nymf je schopno
dosahnout stupné dospélého jedince (Hofmeester, 2016).

Klisté travi vétSinu svého zZivota ve vegetaci. Teplota a relativni vlhkost jsou klicové
pfedpoklady pro vyvoj, preziti a aktivitu klistéte. Panuje shoda, Ze prave to jsou limitujici
faktory geografického rozsifeni klistat (Sprong, 2018). Klimatické zmény poslednich
dekad pak maji za disledek prodlouzeni aktivity klistat (Sprong, 2012).

Vyse zminéné predpoklady implikuji, Ze klisté je vice rozsitené v oblastech opadavych
lest, kde ziji mali savci a vysoka zveét, nicméné 1 v nékterych oblastech s dostatecnymi

srazkami, se muze vyskytnout velka populace I. ricinus na otevienych stanovistich jako
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napfiiklad: na loukach a v raselinistich (Van Duijvendijk, 2015). Nicméné n¢kterd ohniska
nizké intensity byla zaznamendna i v méstské zeleni, jako tfeba v parcich ¢i na zahradach
(Guy, 1991).

Epidemiologickou situaci v Cesku vystihuje Obr. 10. Na ném zfetelné, Ze Cervené
oblasti znazorfuji nejvyssi miru infikovanosti pienaSecti onemocnéni. Naopak bile a

zelené jsou vyznaceny relativné bezpecné zony. V téchto oblastech je riziko onemocnéni

mensi, avSak nemusi byt nulové.
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Obr. 10: Mapa vyskytu I. ricinus k 29.1.2020. Pievzato z: Www.web.natur.cuni.cz
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Statni zdravotnicky ustav (SZU) nepravidelné vydava data o vyskytu infekéniho
onemocnéni Lymeské boreliéz na tizemi CR. Nejaktualngjsi data jsou z roku 2016. Ve
zprave z kvétna roku 2017 je mozné sledovat vyvoj a pocet pacientli nakazenych danym
infekénim onemocnénim. Pocet infikovanych obyvatel byl vyssi v roce 2016 nez v roce
2015. Co se tyce vekovych skupin, tak nejvice zasazenou skupinou jsou malé déti ve véku
5/9 let a takeé starsi lidé ve veéku 55/64 a 65/74 let.

Dale jdou vysledovat dalsi informace, jako naptiklad Zze nejvyssi hodnoty vyskytu
tohoto onemocnéni se vyskytuji v letech 2015 a 2016 v 1637 kalendainim tydnu. Toto
obdobi odpovida i aktivité pfenaseci a také teplym pocasim. Do tohoto obdobi ale mohou
spadat i pripady, které jsou chronické, ¢i identifikované v pozdéjsich stadiich onemocnéni

(Kiiz, 2017).

2.4.Lécba a vakcinace
V posledni tieting 20. stoleti probéhl v Severni Americe pokus porovnavajici penicilin G,
erytromycin a tetracyklin, 1€¢ivé latky bézn¢ predepisované k 1é¢bé Lymeské boreliozy.
Z tohoto pokusu vyplynulo, ze penicilin a tetracyklin jsou vhodné k potlaceni trvani
erytremy migrans (Steere, 1980). Pacienti s Lymeskou boreliézou byli 1é¢eni antibiotiky
(primarné penicilinem G) s riznym stupném uspéchu. Tento zplisob se vyuziva i dnes
(Steere, 1985).

Tabulka 1a Shrnuti 1é¢by vybranych piiznakti onemocnéni Lymeska boreliéza (Stanek, 2018,

upraveno)

Klinické Antibiotikum | Aplikace Délka
projevy (dny)
Erytrema Doxycyklin Orélni 10-14
migrans, Amoxicilin Oralni 14
Boreliovy Cefuroxim Oralni 14
lymfocytom | Fenoxymethyl |  Oralni 14
penicilin
Azitromycin Oralni 1/4/6
Eritromycin Orélni 14
Ceftriaxon l.v. 14
Penicilin G l.v. 14
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Tab. 1b Shrnuti 1é¢by vybranych piiznakd onemocnéni Lymeska borelioza (Stanek, 2018,

upraveno)
Neuroborelioza | Ceftriaxon lL.v. 14-28
a srdeCni Penicilin G lLv. 14-28
problémy | Doxycyklin [ Oralni 14-28

Acrodermatitis | Doxycyklin Orélni 21 (21-28)
chronica Amoxicilin Oralni 21 (14-28)
atropicans Ceftriaxon Lv. 21 (14-28)
Penicilin G l.v. 21 (14-28)

Jak je mozné vidét v Tab. 1, tak pro rizna stadia Lymeské borelidzy se pouZzivaji riizné
1é¢ivé latky, které zvysuji uspésnost vyléceni pacientt. Je ale dulezité uvést, ze napiiklad
antibiotikum doxycyklin se nesmi podéavat détem, t¢hotnym Zenam a také lidem s alergii
na dané antibiotikum, penicilin G je nevhodny pro pacienty s alergii na betalaktamova

antibiotika (Stanek, 2018).

Vakcinace

Uplné prvni vakcina proti Lymeské borelioze LYMErix byla registrovana roku 1998
v USA, ale o 5 let pozdéji byla stazena z trhu pro nedostatek zajmu (Plotkin, 2011;
Poland, 2011). Tato vakcina byla zaloZena na rekombinantnim povrchovém proteinu A
(OspA) bakterie B. burgdorferi (kmen ZS7) a byla vyvijena evropskou spoleénosti
GlaxoSmithKline (Fikrig, 1992). Na vyvoji druhé vakciny ImmuLyme se podileli
Pasteur Mérieux Connaght (Nesich, 2020).

Vakcina LYMErix byla ur¢ena pacientim ve véku 15-70 let, ale ImmuLyme pro
pacienty ve véku 18-92 let. Tyto vakciny byly ale nevhodné jak pro te¢hotné Zeny, tak pro
pacienty s nizkym vékem. Obecné byla vakcina urCena zejména pro osoby zijici nebo
pracujicich Vv lesich nebo travnatych oblastech. Samoziejmé ale mohla byt vakcina
vyuZita 1 pro pacienty, ktetfi se néjakym zplisobem pohybovali v rizikovych oblastech
(Hughes, 1999).

Ptesto ale musime zminit, Ze tato vakcina byla testovana a dostupna pouze v USA, kde
byl zaznamenan jeden konkrétni patogeneticky poddruh. Z tohoto dtvodu jsou vakciny
vyrobené v USA pravdépodobné neefektivni pro pouziti v Evrop€. Mezi kmeny bakterii
vyskytujicich se v riznych geografickych oblastech byly nalezeny vyznamné serologické

rozdily, které mohou mit mnoho pfi€in. Vakcina vyvijena pro pouziti v Evropé by m¢la
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obsahovat smés proteinti B. burgdorferi majicich antigenni vlastnosti, které byly ziskany
na zakladé izolace materidlu z kmeni B. burgdorferi vyskytujicich se v Evropé
(Skotarczak, 2015).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Biologicky material
Byly pouzit bakterialni kmeny Escherichia coli BL21, které obsahovaly rekombinantni
geny pro produkci vySe zminénych antigent (OspA, OspC, DbpA). Pro vakcinaci byly
pouzity mysi kmene Balb/C (kvalita SPF).

3.2. Chemikalie a roztoky
Albumin (Calbiochem)
Antibiotikum ampicilin (Sigma)
Bromfenolova modi (Roth)
CGSE (Sigma)
Deionizovana voda
FBS (Fetal bovine serum) (SERVA)
IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid) (OmniPur)
LB-Médium (modifikace média Barbour-Soner-Kelly pod komerénim nazvem BSK-H)
(VWR)
Methanol (VWR)
n-butanol (Lach-Ner)
Nikel-trioctova agarosa (Ni-NTA) (Quiagen)
10 % roztok Sava

Standard pouzivany pro elektroforézu: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 250 pl
Tween 20 (SERVA)

Barvici roztok

Coomasie briliant blue v 50% ethanolu (VWR) a 10% kyseliny octové (VWR)

Elektrodovy pufr:
45,3 g Tris (AMRESCO)
216 g glycinu (VWR)
15 g SDS (Roth)

doplnit destilovanou vodou do 3 1
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Elu¢ni pufr:
Zékladni roztok: 500 ml
3,9 g dihydratudihydrogenfosfore¢nanu sodného (VWR)
8,77 g chloridu sodného (Lach-Ner)
17,02 g imidazolu (Calbiochem)

Ptidavky: 10 ml
20 ul phenylmethylsulfonylfluoridu (SERVA)
4 ul leupeptinu (SERVA)
5,25 pl aprotininu (SERVA)

Uprava na pH 8

Fixac¢ni roztok:
750 ml isopropanolu (VWR)
300 ml kyseliny octové (VWR)

doplnit destilovanou vodou do 3 1

Gely pro elektroforézu

Délici gel (15 %)
7,5 ml 30 % A/B (akrylamid-bisakrylamid) (SERVA)
3,75 ml 4xTris pufr pH 8,8
3,75 ml ddH.0

75 ul 10 % vodného roztoku persiranu amonného (SERVA)

15 Wl N, N, N, N'-tetramethylendiamin (TEMED) (SERVA)
Zaostiovaci gel (4 %)

1,3 ml 30 % A/B (akrylamid-bisakrylamid) (SERVA)

2,5 ml 4xTris pufr pH 6,8

6,2 ml ddH20

50 pul 10 % vodného roztoku persiranu amonného (SERVA)

10 uI N, N, N’, N’-tetramethylendiamin (TEMED) (SERVA)

Loadovaci pufr pro elektroforézu
0,755 g Tris (AMRESCO)
7,95 ml glycerolu (VWR)
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2,3 g SDS (Roth)

5 ml 2-merkaptoethanolu (Calbiochem)
rozpustit v 37,5 ml deionizované vody
obarvit bromfenolovou modii (Roth)
upravit na pH 6,8

doplnit deionizovanou vodou na 50 ml

Lyzacni roztok
Zakladni roztok: 100 ml
0,780 g Tris (AMRESCO)
1,754 g chloridu sodného (mikroChem)
0,068 g imidazolu (Calbiochem)
Ptidavky: 10 ml
Phenylmethylsulfonylfluoride (SERVA)
20 ul EtOH 11,14 g/250 ml (VWR)
4 ul leupeptinu (SERVA)
5,25 pl aprotininu (SERVA)

10 pl Triton X100 (Sigma)
5 mg lysozymu (SERVA)
10 ul EDTA (Sigma-Aldrich)
Uprava na pH 8 — cca 2,5 ml konc. kyseliny chlorovodikové (36 %) (VWR)

Ockovaci davka (na 100 ml)
10 mg proteinu (rekombinantni antigen OspA/OspC)
Hydroxid hlinity (VAC 20)
rozpustit v PBS

Odbarvovaci roztok:
150 ml metanolu (VWR)
210 ml kyseliny octové (VWR)

doplnit destilovanou vodou do 3 |
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Pracovni roztok 1x PBS
900 ml deionizované vody

100 ml zasobniho roztoku 10x PBS

Towbiniv transferovy pufr
9 g Tris (AMRESCO)
43,2 g glycinu (VWR)
600 ml methanolu (VWR)
doplnit destilovanou vodou do objemu 3 |

Tris promyvaci pufr:
Zakladni roztok: 1 |
6,06 g Tris (AMRESCO)
17,54 g chloridu sodné¢ho (MikroChem)

1,36 g imidazolu (Calbiochem)

Pridavky: 10 ml
20 pl phenylmethylsulfonylfluoridu (SERVA)
4 ul leupeptinu (SERVA)
5,25 pl aprotininu (SERVA)

Uprava na pH 8

Zasobni roztok PBS 10x:
240 g chlorid sodny (MikroChem)
6 g chlorid draselny (Lach-Ner)
40,08 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného (VWR)
6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (Lach-Ner)

doplnit do 3 I deionizovanou vodou
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3.3. Material a pristroje
Blotovaci papir
Centrifuga salova (Jouan)
Centrifuga stolni chlazena (Hettich Mikro 22 R)
Dialyzacni sttivko (Spectra Por)
Digitalni vahy (KERN EMB200-2)
Drti¢ ledu
Elektroforeticka nadoba (Bio-Rad)
Elektroforeticka skla (Bio-Rad)
Erlenmayerovy baiiky sklenéné (2 1)
Filtra¢ni papir
Fluorescen¢ni mikroskop (Opton)
Hiebinek na jamky (Bio-Rad)
Kadinky
Kity
Kit pro Imunoblot (LYMECHECK Optima I1gG a IgM)
Kit pro vyvolani chemiluminiscence u Westernblot: Supersignal WestPico PLUS
Chemiluminiscent Substrate
Kolona (SIGMA)
Kyvety (250 ml)
Laminarni box (TRIGON-PLUS)
Lednice
Magneticka michacka (HOTPLATE STIRRER SB 162-3)
Mikrozkumavky plastové (2 ml, 5 ml, 50 ml)
Petriho misky
pH-metr (HANNA pH210)
Pipety a pipetovaci Spicky
Rovnoramenné vahy (CHIXARA)
Sonikator (Hielscher UP200S)
Spektrofotometr (Lasany)
Stojanek na skla pro elektroforézu (Bio-Rad)
Termoblok (HOEFER TE77X)
Ttiepacka na gely (IKA KS 130 BASIC)

35



Ttepacka pti 4°C (HEIDOPLH TITPA MAX)
Ttepacka véetné inkubatoru (Edmund Buhler)
Ultrazvukovy homogenizator pro sonikaci

Zdroj napéti (Bio-Rad)
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11.

3.4. Metodika

3.4.1. Kultivace a purifikace
Napipetovat 1000 ul bakterialni kultury do 100 ml zkumavky s LB médiem a nechat
inkubovat ptes noc. Poté prelit cely obsah zkumavky do 1000 ml LB média v 2 |
Erlenmayerovy banky. Nasledné inkubovat pii teplot¢ 37 °C a tfepat do dosazeni
O.D.600 = 0,6. Nasledné ptidat IPTG a nechat 4 hodiny
Nasledn¢ postupné roztoky z Erlenmayerovych ban€k slévat do pfedem oznacenych
kyvet o objemu 250 ml. Kyvety vyvazit proti sob¢ bud’ na 1ékarnickych vahach, nebo
pomoci vah digitalnich. Vyvazené kyvety centrifugovat 15 min pii 4°C a 9000xg.
Ziskany supernatant odlit do pfichystané nadoby s desinfekénim roztokem Sava.
Po poslednim zcentrifugovani supernatant odlit do nadoby s roztokem Sava,
rozmichat pelety v roztoku 1x PBS. VSechny takto rozmichané pelety slit do jedné
kyvety a vyvazit pomoci 1ékarnickych vah nebo vah digitalnich proti destilované
vod¢. Tyto kyvety poté centrifugovat 15 min pii 4°C a 9000xg.
Vznikly pelet rozsuspendovat v lyza¢nim pufru, kdy na 1 gram peletu ptipada 10 ml
lyza¢niho pufru
Po zcentrifugovani odlit supernatant do pfipravené mikrozkumavky o objemu 50 ml.
Nadrtit ledoveé kostky pomoci drtice a vytvofit ledové Supiny. Na tyto Supiny v
kadince umistit mikrozkumavky s pfipravenym supernatantem.
Provést sonikaci pfi 15 opakovani po dobu 15 sekund s pauzami 2-3 minuty mezi
jednotlivymi opakovanimi. Po ukonc¢eni sonikace smés vyvazit proti destilované vodé
pomoci lékarnickych vah nebo vah digitalnich a centrifugovat 15 min pii 4°C a
9000xg.
Supernatant po centrifugaci slit do vyautoklavované a uzaviratelné nadoby. Piidat Ni-
NTA agarosu v pomé&ru 1:10. Takto pfipravenou smés inkubovat na tfepacce 10 min
pii 4°C.
Mezitim upevnit malou kolonu pomoci svorek na stojan do chladnic¢ky pii 4°C. Do
kolony nejdiive nalit 10 ml destilované vody.
Po uplynuti doby pro navazani Ni-NTA agarosy tuto smés vlit do ptipravené kolony.
Roztok poté jimat do pfipravené kadinky o objemu 100 ml. Po proteceni celého
roztoku, roztok vratit zpét do nddoby a poté opét nechat protéct pies kolonu.
Po proteceni smés vratit zpét do nadoby. Kolonu promyt pomoci 100 ml Tris

promyvaciho pufru. Poté kolonu promyt 100 ml elu¢niho pufru a jimat frakce 1-5,

37



12.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

kdy frakce ¢. 1-4 jimat do mikrozkumavky o objemu 2 ml a frakci ¢. 5 do
mikrozkumavky o objemu 5 ml.
Ziskané frakce poté umistit do chladnicky a piejit k ptipravé skel pro diskontinudlni

SDS-elektroforézu.

3.4.2. Diskontinualni SDS-PAGE elektroforéza

Ptipravit si stojan na umisténi skel, ktera je nutné¢ dikladné¢ umyt ethanolem a
destilovanou vodou a osusit.

Spravné umistit skla do stojanu a pfipravit si délici gel podle navodu.

Délici gel nalit 1 cm pod vrchni okraj a prevrstvit n-butanolem.

Po ztuhnuti gelu n-butanol vylit a pievrstvit destilovanou vodou. Destilovanou vodu
poté odsat pomoci prouzk filtracniho papiru.

Ptipravit zaostfovaci gel podle navodu a prevrstvit délici gel. Poté vlozit hiebinek tak,
aby nevznikly bublinky.

Vzorky pro elektroforézu smichat v poméru 1:1 s SDS loadovacim pufrem. Takto
ptipravené vzorky umistit do termostatu (95°C) po dobu 10 minut.

Do elektroforetické komurky vlozit pifipravend skla, vyjmout hiebinek a nalit
elektrodovy puft.

Vzorky davkovat podle potadi: 14 ul barvivo, 4 ul standard, 10 pl vzorek (frakce 1-
5), 14 ul barvivo.

Poté elektroforetickou komiirku uzavfit, nastavit 180 V po dobu 60 minut.

Po uplynuti 60 minut zhodnotit priibéh elektroforézy a podle potieby ¢as upravit.
Vypnout elektroforetickou komiirku, vyjmout skla a pfipravit fixa¢ni roztok.

S nejvetsi opatrnosti prevést gel do fixacniho roztoku a umistit na rolujici tfepacku na
dobu 30 minut.

Poté pienést gel do barviciho roztoku na dobu 30 minut a opé&t umistit na rolujici
ttepacku.

Nasledn¢ gel ptenést do odbarvovaciho roztoku, kde gel ponechat pfes noc na
ttepacce v chladové mistnosti ptes noc.

Poté provést dialyzu a to tak, Ze dialyzacni stfevo nejprve namocit do vody na dobu
10 minut. Poté napipetovat ziskané vzorky, stfevo uzavtit a ponechat v roztoku PBS

po dobu 6 hodin. Poté cely postup provést znovu, jen s novou davkou pufru.
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3.4.3. Priprava ockovaci davky, aplikace a odbér vzorku
Ptipravit o¢kovaci davku podle vySe zminéného navodu.
Aplikaci provést na vzorku mys$i subkutanné pii dodrzeni vSech bezpecnostnich
opatienich.
Po 14 dnech odebrat prvni vzorek krve z mySiho ocasu. Mysi ocas umistit pod
infralampu a poté ocas natfiznout sterilnim skalpelem. Vzorek krve poté jimat do
oznacené¢ mikrozkumavky, dal§i potfebné vozky odebrat stejnym postupem, ale

V jinych ¢asovych intervalech.

3.4.4. Imunoblot LYMECHECK Optima IgG a IgM

Nejdiive vSechny reagencie 30 minut ponechat temperovat pii laboratorni teploté
Mezitim diagnostické prouzky umistit do plastové nadoby, jez byla soucasti baleni a
prouzky prelit 2 ml fediciho pufru.

Poté pridat 20 ul nefedéného vzorku (krevné sérum z vakcinovanych mysi) na kazdy
testovany prouzek a inkubovat 1 hodinu na tfepacce.

Po 1 hoding plastovou nadobu odstranit z tfepacky, opatrné sejmut plastovy kryt a
roztok odpipetovat do odpadu.

Nasledné piidat 2 ml piipraveného promyvaciho roztoku A, plastovou nadobu opét
uzavfit plastovym vikem a po dobu 5 minut ponechat na tfepacce, tento postup
zopakovat jesté dvakrat.

Mezi tim pfipravit 2 ml konjugatu, kdy na jeden prouzek piipada 20 ul konjugatu IgG
a 2 ml promyvaciho roztoku A.

Po tfetim promyti promyvacim roztokem A, ktery byl odpipetovan do odpadu, pridat
2 ml pfipraveného konjugatu, které byly za stejnych podminek inkubovany 45 minut.
Po uplynuti 45 minut byl roztok konjugatu odpipetovan do odpadu a podle vyse
zminéného postupu prouzek promyt tiikrat 2 ml promyvaciho roztoku A

Po promyti ptidat 1,5 ml roztoku substratu a celou smés inkubovat 8 minut na
tiepacce.

Po 8 minutach roztok substratu odpipetovat do odpadu a celou reakci zastavit tfemi
promytimi celé smési destilovanou vodou.

Nasledné prouzky vyjmout z plastové nadoby, vysusit mezi filtraénimi papiry a

vyhodnotit.
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3.4.5. Western blot

. Nejdfive odebrat vzorky pro cely experiment. Jedna se o vzorky OspA, OspC,
konstrukt 09 a Bb.

. Provést elektroforézu podle vyse zminéného postupu (3.4.2). Vzorky aplikovat podle
schématu: mezera — standard — vzorek (1:1 s bromfenolovou modii) — mezera —
standard — vzorek— mezera — standard — vzorek— mezera — standard — vzorek — mezera.
Mezitim aktivovat membranu sestfizenou do tvaru gelu ponofenim do roztoku
methanolu na 2 minuty.

. Po ukonceni elektroforézy ptenést gel do vanicky s Towbinovym transferovym
pufrem. Do druhé vani¢ky se stejnym pufrem dat dva blotovaci papiry vystiizené do
stejného tvaru jako je tvar gelu a aktivovanou membranu. V roztoku nechat 20 minut
. Nasledn¢ poskladat vSechny ¢asti do pfistroje podle schématu: blotovaci papir — gel
— membrana — blotovaci papir. Pristroj pripojit ke zdroji napéti pti vstupnich udajich
20 V a 400 mA po dobu 1 hodiny

. VytaZenou membranu ponofit na chvili do roztoku 1 x PBS a nechat v barvicim

roztoku

3.4.6. Vyhodnoceni Westernblotu
Ptipravit 1 1 PBS v poméru 9: 1, tzn. 450 ml ddH20 a 50 ml 10x PBS. Poté pridat
Tween 20 0,5 ml na 1 | roztoku
. Membranu sestiihnout skalpelem tak, aby vznikly 4 prouzky. Tyto prouzky premistit
pinzetou do 4 oznacenych Petriho misek. Oznaceni A, C, 09, Bb
K nastfihanym membranam pfidat na 2 minuty methanol a slit.
. Membréany poté promyt v pomoci pfipravené¢ho roztoku PBS, umistit na vifivou
ttepacku a po 10 minutach slit. Cely postup zopakovat jeste jednou.
Mezitim piipravit blokovaci roztok, kdy na 100 ml pfipraveného roztoku PBS ptidat
1 g albuminu. Petriho misky s prouzky sundat z tfepacky.
. Do Petriho misek pfidat 7 ml pfipraveného roztoku albuminu na ponechat na tfepacce
po dobu 1 hodiny.
.V mezicase naredit protilatky v poméru 1:1000 (10 pl roztoku protilatky na 10 ml
roztoku albuminu), napipetovat do Petriho misek a umistit na tfepacku po dobu 1,5

hodiny.
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Odsat protilatky, 3x promyt roztokem PBS-Tween 20 po dobu 5 minut a umistovat
na tfepacku.

Ptidat 10 ml sekundarni protilatky (antimysi IgG protilatka — konjugat s SHRP; pomér
1:5000) a nechat inkubovat pies noc v chladnicce

Odsat roztok protilatek a 4x promyt roztok PBS-Tween 20 10 ml po 10 minutach na
tiepacce.

Poté 2x promyt 100 ml ziedéného roztoku 10x PBS, tzn. 90 ml ddH20 na 10 ml 10x
PBS po dobu 10 minut.

Pro vyvolani chemiluminiscence pouzit zakoupeny komer¢ni Kit.

Membrany z Petriho misek pomoci pinzety pienést do jedné vanicky.

Podle navodu vyse zminéného kitu pfipravit 8 ml pracovniho roztoku v poméru 1:1 a
pridat k membranam. Roztok se sklada ze stabilniho peroxidového roztoku a roztoku
luminolu. Takto pfipraveny roztok pfidat k nastithanym c¢astem membrany do
vanicky.

Pomoci pfistroje pofidit pfislusné fotografie a vyhodnotit.

3.4.7. Fluorescen¢ni mikroskopie
1 ml bakterialni kultury centrifugovat v 1,5 ml zkumavce pfi laboratorni teploté, pti
2500xg 10 minut
Pelet promyt 1 ml PBS o laboratorni teploté
Promyty pelet rozsuspendovat v 500 pl PBS o laboratorni teploté
Pfidat 500 pl PBS obsahujiciho 10 ul CFSE
Protiepat zkumavku a inkubovat ve tmé€ po dobu 10 minut
Centrifugovat pti 2500xg 10 minut pfi laboratorni teploté
Rozsuspendovat pelet v PBS s 5% FBS
Centrifugovat vzorek pii 2500xg 10 minut pfi laboratorni teploté
Rozsuspendovat pelet v PBS s 5% FBS
Roztok umistit na podlozni sklicko, umistit do fluorescenéniho mikroskopu a pofidit

fotografie
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Ve své praktické ¢asti jsem se nejdiive zaméfil na kultivaci a vizualizaci samotné bakterie
B. burgdorferi (Obr. 11). K vizualizaci bylo vyuzito fluorescencni barveni, jehoz postup
byl popsan vysSe. K pofizeni samotné fotografie byl vyuzit fluorescen¢ni mikroskop.
Mikroskopii jsme prokazali narist bakterii spiralni morfologie typické pro spirochety.
Cysticka forma, ktera je pro tyto bakterie typickd, zde neni moc dobie vidét. Tyto

formy mohou byt z urcité casti zodpovédné za pietrvavajici potize pii 1¢cbé onemocnéni.

Obr. 11: Fotografie pofizena pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Jedna se o bakterie B.

burgdorferi. Zvétseno 400x. Autofi: Michal Kiupka, Stanislav Cikl
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K vyhodnoceni purifikacnich procesii byla pouzita metoda SDS-PAGE diskontinuélni
elektroforézy. Pouzité vzorky byly jimany po pouziti elu¢niho pufru. Prvni Ctyfi frakce
byly jimany do zkumavek o objemu 2 ml, posledni frakce do zkumavky o objemu 5 ml.
Nami hledané rekombinantni antigeny OspA, OspC a DbpA byly identifikovany na
zakladé srovndni bandu proteinu a bandu standardu molekulovych hmotnosti.
Molekulova hmotnost je podle literatury pro OspA je 31 kDa, pro OspC 23 kDa a pro
DbpA 20 kDa.

Jak mizeme vidét na obr. 12, tak rekombinantni antigen OspA se nam podafilo
vyizolovat pomérné v Cisté podobé. U prvnich dvou frakci (jamky €. 3 a 4) jsou vidét
kromé cilového proteinu i dalsi slabsi bandy. S nejvétsi pravdépodobnosti se mize jednat
0 proteiny z bakterie E. coli. Tteti, ¢tvrta i pata frakce (jamky ¢. 5, 6 a 7) obsahuje
relativné Cisty rekombinantni antigen OspA, jen u posledni frakce je patrné, Ze
koncentrace tohoto proteinu jiz neni pfili§ vysoka. Ziejmé bychom proteiny z E. coli
pozorovali u dalSich vzorki, ale vzorky 3, 4 a 5 jiz nejsou tak koncentrované jako prvni

dva.

18
1R

70 kDa
55 kDa " . ) -

35 kDa — g A
25 kDa

OspA
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Obr. 12: Obr. Elektroforeogram péti ziskanych vzorkl rekombinantniho antigenu OspA. V jamce
¢. 1 — PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, jamka ¢. 2 — mozné kontaminace, jamka ¢. 3 —

7 pét ziskanych vzorki rekombinantniho antigenu OspA.

43



Na obr. 13 je patrny vysledek purifikace rekombinantniho antigenu OpsC, kde je
mozné pozorovat, ze prvni dvé frakce obsahuji i jiné slozky nez nami hledany
rekombinantni protein. Jako Vv piipadé OspA, i zde se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna
0 proteiny z E. coli. Tyto proteiny bychom nejspiSe vidéli i u dalSich t¥i vzorkd, pokud by
byly stejné koncentrované jako ptedeslé. Posledni tii frakce tedy obsahuji vice méné

Cisty, nami hledany, antigen.

1 2 3 4 s 6 7

o

[
55 kDa -
35kDa e D S . OspC
25 kDa
15 kDa -
10 kDa

Obr. 13: Leketroforeogram péti ziskanych vzorkd rekombinantniho antigenu OspC. Jamka ¢. 1 —
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, jamka ¢. 2 — prazdnd, jamka ¢. 3 — 7 pét ziskanych

vzorki rekombinantniho antigenu OspC.
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U rekombinantniho antigenu DbpA nastal problém vtom, Ze po provedeni
purifika¢nich procest, jimani péti frakei a diskontinualni SDS-PAGE -elektroforézy
nebyly patrné bandy tohoto proteinu na gelu. Cely proces byl proveden nékolikrat, ale
vzdy bez tspéchu.

Rekombinantni antigeny OspA a OspC byly dale pouzity k ptipravé vakcina¢ni davky,
ale az po probéhnuti dialyzacnich procest, od kterych jsme ocekavali dalsi precisténi
téchto rekombinantnich antigend.

Test Imunoblotu (Obr. 14) byl vyhodnocen pouze vizualné. Jako spravnost celého
testu slouzi kontrolni prouzek, ktery znaci pozitivitu (izotopova kontrola). Je mozné vidét,
ze slabou pozitivitu vykazuje OspA a p41l, coz je flagelin. Tento protein se vyskytuje pii
valné vétsin€é vSech bakterialnich onemocnéni, coz znamend, Ze pro onemocnéni
Lymeska borelioza a konkrétné pro infekci B. burgdorferi neni specificky. Za
jednoznaéné pozitivni 1ze povazovat OspC, konkrétné B. burgdorferi sensu stricto, B.

afzelii, B. garinii a B. spielmani.
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Obr. 14: Vysledek testu Imunoblot. Autofi: Kristyna Sloupensk4, Stanislav Cikl

V posledni ¢asti mé praktické ¢asti byl proveden sérologicky test, konkrétné Western
blot (Obr. 15). Nejdiive byla provedena elektroforéza podle postupu popsaného vyse.
Poté byl proveden samotny Western blot, jehoz vyhodnoceni bylo provedeno pomoci
chemiluminiscence.

Prvni prouzek je prouzek obsahujici OspC. Na tomto prouzku je patrné silné pozadi.
Jsou patrné dveé velmi silné odezvy. Prvni se nachazi v oblasti 70-100 kDa (Mr=70 000
—100 000) a druha se nachazi v oblasti 25 kDa (Mr=25 000). Podle literatury je hmotnost
tohoto proteinu 23 kDa (Mr=23 000).

Druhym prouzkem v pofadi je prouzek obsahujici Bb, ktery piedstavuje celobunécnou

vakcinu. Tato vakcina obsahovala bakterie B. burgdorferi inaktivované formaldehydem.
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V tomto piipadé dostavame dvé silné odezvy. Prvni je v oblasti 55 kDa (Mr=55 000) a
druha v oblasti 35 kDa (Mr=35 00).

Poslednim je prouzek obsahujici OspA. Zde dostavame tfi silné odezvy. Prvni je
v oblasti 70 kDa (Mr=70 000), druha v oblasti 35 kDa (Mr=35 000) a tieti v oblasti 10
kDa (Mr=10 000). Druha odezva je shodna s odezvou pro celobunéénou vakcinu Bb.
Podle vySe zminénych literarnich pramenti je hmotnost samotného proteinu 31 kDa
(Mr=31 000).

Miuzeme tedy fict, ze oba dva pasy maji nejsiln€j$i odezvu v oblasti 35 kDa
(Mr=35 000). Pokud bychom chtéli vyvodit né&jaky zavér, tak vSechny vySe uvedené
informace mtizeme vztahnout k celobunééné vakciné. Z toho vyvozuji, ze vzorky
z vakciny Bb obsahovaly OspA a Ze tento protein je protein syntetizovany v Casné fazi

infekce, coz odpovida i literarnim pramentim.
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Obr. 15: Vysledky Western blotu. Zleva: séra mys$i imunizovanych antigenem OspC,
celobunéénou inaktivovanou vakcinou Bb, monovalentnim antigenem OSpA. Pouzity standard:

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder. Autofi: Kristyna Sloupensk4, Stanislav Cikl
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5. ZAVER

Teoreticka ¢ast si dala za cil shrnout dosavadni znalosti o biologii rodu Borrelia a
konkrétn¢ druhového komplexu B. burgdorferi sensu lato (Bbsl). Byla provedena i
literarni reSerSe a zpracovana stru¢na charakteristika povrchovych proteinti véetné téch,
které byly pozdé&ji vyuzity v praktické ¢asti. Nasledoval popis samotného onemocnéni
Lymeska borelidza a jejich fazi. Dale byla shrnuta nejnovéjsi data o epidemiologické
situaci v CR v&etné charakterizace vektoru, tj. klistéte Ixodes ricinus. Zavér teoretické
¢asti se pak vénuje popisu 1écby a také vakcein, které byly doposud na trh uvedeny.

V praktické ¢asti jsem se zaméfil na produkei hyperimunnich sér, k jejiz produkei byly
vyuzity dva ze tii vybranych proteind. Nejdiive se mélo jednat o pouziti rekombinantnich
antigenti OspA, OspC a DbpA. S témito proteiny byl proveden také cely purifikaéni
proces, ktery byl zakonéen SDS-PAGE diskontinudlni elektroforézou s pouzitim
standardu pro zjiSténi pfitomnosti pozadovanych proteini na zakladé¢ porovnani
molekulovych hmotnosti. Pfi vyhodnoceni gelu s DbpA bylo zjisténo, ze se ndm tento
protein nepodafilo vyizolovat v dostatecném mnoZzstvi a ani kvalité. Po dohod¢ s
vedoucim prace bylo dohodnuto, Ze budou pouzity pouze dva proteiny, a to OspA a OspC.

Dale bylo pfistoupeno k piipravé ockovaci davky, jeji aplikaci do vzorku mysi
subkutanné a odebrani vzorkd pro provedeni testu na detekci protilatek (Imuno blot) a
také pro provedeni metody Western blot. V posledni ¢asti byla provedena fluorescenéni
mikroskopie kultury bakterie B. burgdorferi.

Cely tento experiment je jen jednou Casti z celého projektu. Vysledkem této prvni ¢asti
mélo byt ziskdni a prokazani pfitomnosti protilatek proti tfem rekombinantnim
antigenim. To se nam ale podaftilo jen u dvou ze tii poZadovanych proteint.

V dalsi ¢asti budou pouzity ziskané protilatky proti OspA a OspC a budou provedeny
specifické detekce Borrelii v riznych kultiva¢nich podminkach.

Vsechny nami vytycené cile byly splnény.
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