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Souhrn

Lymeska boreli6za je vaZznym onemmém, jehoZ fivodcem je v Evrapneiastji Borrelia garinii. Pro
pochopeni patogeneze tohoto onerdotife dilezité ziskat informace o proteinovém sloZeiviodce a vy-
znamnym zdrojen#¢hto informaci je proteomovéa analyza. Pro idengifikpomoci dvojrozemové elektro-
forézy a hmotnostni spektrometrie bylo vybrano i@@emovych spot Borrelia garinii (kmen CB61). Zmi
bylo Usgsre identifikovano 40, é&Sina se vSak vyskytovala ¥znych izoformach. Identifikovano tak bylo
celkem 16 dznych proteiri. Prevazuji proteiny s enzymatickou funkci, ale pibaize také identifikovatéa
které proteiny zahrnuté v enzootickém cyklu. Js@efména proteiny skupiny Osp, membranovy prptn

a flagelarni protein.

Kli éova slova:Borrelia garinii; Proteomova analyza; 2-DE; MALDI-TOF MS.

Proteome Analysis of MicroorganismBorrelia garinii

Summary

Lyme disease is a serious illness caused in Eurggst frequently by Borrelia garinii. It is importato find
information about protein content for understandpeghogenesis of Lyme disease. Proteome analyais is
important source of this information. We used 2atisional electrophoresis and mass spectrometry for
identification of 63 chosen Borrelia garinii (stralCB61) protein spots. Overall 40 protein spotsenidentified
however most of them occurred in several isofofifotally 16 different proteins were identified. Argahem
we identified several enzymes. Proteins that pigeie in enzootic cycle of pathogen are more irging.
They are mainly proteins of Osp group, membranégimg66 and flagellar protein.

Key words: Borrelia garinii; Proteome analysis; 2-DE; MALDI-TOF MS.

Uvod

Lymeska boreli6za (LB) je ne}ingjSim vekto-
rem genaSenym onemoénim v Evrog, USA a
¢asti Asie (21). Onemoeni je zmisobeno zastupci
roduBorrelia ze skupinyBorrelia burgdorferisen-
su lato, kam bylo dosud izzeno celkem 11 geno-
specii (4). Uit z nich byla prokdzana souvislost
s onemoceénim LB. Jsou tdorrelia afzelii, Borre-
lia burgdorferi sensu stricto 8orrelia garinii (2).
Zastoupeni jednotlivych genospecii v Evagbedo-
vali Hubalek a Halouzkél2). Zjistili, Ze¢etnost vy-
skytu v Evrog klesa v peadiB. garinii (39,7 %),
B. afzelii (37,1 %) aB. burgdorferis. s. (15,9 %).
Stejné vysledky byly publikovany i v dalSi studii
(27). Hlavnim cilem této préace je protigpét k po-
znaniB. garinii za pomoci proteomové analyzy. Ta

zahrnuje identifikaci, charakterizaci a kvantifikac
protein ve tkénich nebo likach (5). Takto ziska-
né informace mohouipet k rozSteni sodasnych

znalosti patogeneze tohoto zavazného oneémbcn

V porovnani s jinymi patogennimi mikroorga-
nismy bylo dosud publikovano jerkolik studii za-
metenych na proteinové slozeBi garinii. Proteom
tohoto mikroorganismu bylast&né popséan v roce
1999. Autdi nejprve detekovali 217 proteinovych
spot B. garinii a identifikovali 6 antigetx OspA,
OspB, OspC, p83/100, p39 a flagellin p41 (15).
V dalSi praci rozdili pomoci 2-DE proteinyB. ga-
rinii (kmen 20047 a BITSB. afzeliiaB. burgdor-
feri s. s. a identifikovali celkem 20 antigerp39,
p83/100, OspB, OspC, OspB, oligopeptid permeéza,
OspA, GAPDH, Hsp70 (16).
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Material a metody

Pro analyzu byla pouZita 12. pasaZz kmene CB61
B. garinii, ktery byl izolovan ze sanika klistéte
I. ricinus v oblasti jiznichCech a identifikovan po-
moci monoklonalnich protilatek a PCR v labofiato
Parazitologického Ustavu AUR v Ceskych Bud-
jovicich. Kultivace probihala v Barbour-Stoenner-
-Kelly-H médiu s obsahem 6% kré&ho séra a sip
davkem antibiotické s&si pro borrelie. Padesat ml
sterilniho média bylo inokulovano 3 ml prekultury.
Inkubace probihala po dobu2 tydni pii teplog
34 °C. Rostouci kultury byly kontrolovany mikro-
skopicky v zastinu a vifpadt kontaminace byla
kultura vylowena z dalSiho zpracovani. Kéng
pocet spirochet byl fiblizng 5x10°50 ml média
(uréeno podle 19).

Pro gipravu celobu&ného lyzatu byla kultura
centrifugovana 10 minip5000 g a 4 °C. Sediment
byl 2krat promyt ve 20 ml vychlazeného PBS. Po
promyti byl sediment rozpuit a ihned homogeni-
zovan v 1 ml lyzéniho pufru obsahujiciho 137 mM
NaCl, 10% glycerol, 1% N-octy}-D-glucopyra-
noside, 50 mM NaF, 1 mM N¥O, a inhibitory
protedz. Lyzace na ledu sdlsnym vortexovanim
trvala 25 min a roztok byl nasleglicentrifugovan
po dobu 10 min f» 20 600 g a 4 °C. Supernatant
byl prepipetovan do novych zkumavek a takie p
pravené celobugné lyzaty byly uchovavany ve
zkumavkéach po 1 mlipteplog 79 °C.

Bakterialni proteiny byly precipitovanygs noc,
pii —18 °C, v roztoku 20% trichloroctové kyseliny
v acetonu obsahujicim 0,2 % dithiothreitolu (DTT)
(9). Nasledn byly rozpu&gny v pufru pro izoelek-
trickou fokusaci (IEF) (9 M m&ovina, 4 % w/v
CHAPS, 70 mM DTT a 2 % v/v amfolyty pH-21).
Pro provedeni analyz proteinovych lyizdtyla po-
uZita vysokorozliSovaci dvojrozfrova elektrofo-
réza (2-DE) v kombinaci s IEF v prvnim &m a
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou vip
tomnosti dodecyl-sulfatu sodného (SDS PAGE) ve
smeru druhém. Pro standardni elektroforézu byl po-
uzit rozsah pH 310. NanaSeno bylo 75 g protiin
/gel pro analyzy obrazu a 250 pg protégel pro
identifikaci proteiri hmotnostni spektrometrii. Po-
stup byl jiz dive publikovan (10). Proteiny byly
pro komparativni analyzy barvenyistenim (11).
Pro hmotnostni spektrometrii byl k barveni pouzit
Colloidal Blue Staining KIT (G-250). Proteinové
mapy byly skenovany pouzitim laserového denzito-
metru (Personal Densitometer, Molecular Dynamics).

Analyza 2-DE obrak stibienych referegnich map
byla provedena pomoci Melanie Il programu. Hod-
noty izoelektrickych boidl a molekularnich hmot-
nosti jednotlivych proteiinbyly urgeny s vyuZitim
proteirt, které jiz byly identifikovany.

Proteinové spoty vybrané pro identifikaci pro-
teind byly vyfezany a zpracovany podlék publi-
kovaného postupu (13). VSechna hmotnostni spektra
byla ziskana pomoci MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru (Voyager-DF STR, Perseptive Bio-
systems) tlive publikovanym postupem (18). Pro-
teiny byly identifikovany s vyuzitim prograirPro-
teinProspector a ProFound a v obdipadech byla
pouzita NCBInr databaze.

Vysledky

Ziskané proteinové mapy byly ftecové zpra-
covany, vyhodnoceny a byla z nich vyteoa refe-
rereni 2-DE mapaB. garinii. Pro identifikaci bylo
vybrano celkem 63 proteinovych spot, z nichZ bylo
40 uspsre identifikovano, cozZ fedstavuje 160z-
nych proteir (tab. 1, obr. 1). Genol. garinii PBi
obsahuje podle udagverejnénych v internetovych
databazich celkem 932 protein kddujicich igen
(29, 30). Nelze fedpokladat, Ze kazda proteinova
spota pedstavuje expresi jednoho genu &alik
spot lokalizovanych v rozsahu stejného pl, jsou pro
to modifikované skupiny proteinkodované stej-
nym genem. Vysledny get jednotlivych genovych
produkt je tak niZsi, neZ pet proteinovych spot.

Z nami identifikovanych proteinje v literatde
publikovano nejvice informaci o proteinech azma
vanych jako proteiny wjSiho povrchu Osp. Z nich
OspA a OspB jsou zejména proteiny asociované
s cytoplazmatickou membranou, které jsou zahrnu-
ty v procesu vazby spirochet k endotelialnini-bu
kédm (6, 23). Existujedkolik hypotéz, Ze OspA vaze
spirochety k sednimu stevu kliséte, a tim hraje
daleZitou roli v kolonizaci seva vektora. OspB ma
pravdpodobré stejnou funkci. Proteiny této skupi-
ny maji vysokou variabilitu. V jedné z provedenych
studii byly ugeny 4 fenotypy OspA. ¥Sina z 25
izolati pochazejicich ze 4 oblasti USA byla homo-
gennich, zatimco 21 izotare 3 zemi v Evrapby-
lo v tomto fenotypu heterogennich. Jen 3 evropské
kmeny se v OspA fenotypu podobaly krienseve-
roamerickym (3, 22, 25). Z této informace fejme,

Ze vyvoj &inné vakciny protB. burgdorferis. I. je
z divodu vysoké heterogenity velmi obtizny.
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Tabulka 1
Identifikované proteiny B. garinii
gpl;sé)ltc;/ Néazev proteinu (podle databaze NCBInr) (kg)/l;’;/pl ) (kg)/l;/pl, SZE\Ijg]tLe
teoretické | nantrené

132 Membrane-associated protein p66 68,2/6,0 61,2/5,4 36%
133 Membrane-associated protein p66 68,2/6,0 61,0/5,6 36%
134 Membrane-associated protein p66 68,2/6,0 61,4/5,4 32%
135 Membrane-associated protein p66 68,2/6,0 61,5/5,3 28%
197 Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phospisfarase beta subunit 49,8/5/5 55,6/6,6 11%
199 Pyruvate kinase 53,0/6,7 55,4/7,7 38%
201 Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phospisierase beta subunit 49,8/5/5 55,6/8,3 12%
202 Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phospisfarase beta subunit 49,8/5/5 55,5/6,5 14%
204 Pyruvate kinase 53,0/6,7 55,3/7,5 27%
208 Pyruvate kinase 53,0/6,7 55,1/7,2 20%
245 Aminopeptidase | 51,5/5,8 52,8/6,1 26%
249 Aminopeptidase | 51,5/5,8 52,8/6,2 42%
394 Phosphoglycerate kinase 42,416,4 44,8/6,5 34%
397 Phosphoglycerate kinase 42.4/6,4 44,8/6,5 33%
421 Phosphoglycerate kinase 42,416,4 44,3/6,4 32%
449 Serine hydroxymethyltransferase 45,9/7,2 42.,4/6,9 24%
452 Serine hydroxymethyltransferase 45,9/7,2 42,3/7,1 18%
465 Unknown 30,6/6,6 41,4/7,3 32%
486 Nucleotide sugar epimerase 40,5/7,8 37,6/7,0 24%
487 Nucleotide sugar epimerase 40,5/7,8 37,8/7,3 27%
509 DNA-directed RNA polymerase 38,7/5,4 36,6/5,2 37%
520 Flagellin A 38,5/8,8 34,9/6,5 33%
574 Outer surface protein B 32,0/5,9 30,8/5,2 37%
577 L-lactate dehydrogenase 34,8/6,4 30,3/7,0 28%
578 L-lactate dehydrogenase 34,8/6,4 30,6/7,3 24%
579 L-lactate dehydrogenase 34,8/6,4 30,2/6,7 27%
583 Outer surface protein B 32,0/5,9 29,8/5,3 48%
591 Outer surface protein B 32,0/5,9 30,4/5,3 24%
592 L-lactate dehydrogenase 34,8/6,4 30,2/6,7 23%
596 Outer surface protein B 32,0/5,9 30,2/5,2 30%
602 Outer surface protein A precursor 29,6/8,6 29,5/5,8 44%
604 Outer surface protein A precursor 29,6/8,6 29,5/6,6 57%
607 Outer surface protein A precursor 29,6/8,6 29,4/5,4 25%
621 Outer surface protein A precursor 29,6/8,6 29,4/6,6 45%
634 Outer surface protein A precursor 29,6/8,6 29,4/6,7 40%
695 Phosphoglyceromutase 28,4/6,6 27,9/6,8 58%
698 Phosphoglyceromutase 28,4/6,6 27,8/6,7 58%
708 Triosephosphate isomerase 27,8/5,9 27,216,7 39%
711 Triosephosphate isomerase 27,8/5,9 27,1/6,6 34%
718 pfs protein 26,6/7,0 26,7/6,9 36%




ROCNIK LXXVII, 2008, ¢. 3

VOJBEKESZDRAVOTNICKE LISTY

107

Mr
IEF [kDa]
e R ]
70
S
D W
s WSt 428204199 | O
‘ o
z 9‘ 20120z 197 ¢ & ® 50
8218 5 ) e
G . . ¥452
E (S 7/1‘ AV oo,
- 397 394« ¥ & _/A65 40
509 449
. » v . = LI N 487
574 °20 604 502578 oyy Y57E* - |
62 . ¥ e
53 §é . -:
{. g ::695
i 1l P8 @ .
TR
. . - -
»
-
“
2 3
- -
& -
- - o Y

Obr. 1: Stib/ena 2-DE refereini mapa B. garinii. Extrahované proteiny byly rdety pomoci IEF v rozsahu pH-B0 s naslednym
SDS-PAGE gradientnim gelem{% %).Cisla spot indikuji identifikované proteiny.

Bylo prokdzano, Ze protein p66 (Oms66) je aso-

ciovan s viijSi membranou spirochet a daste&ne
povrcho¥ exponovan (1, 7). Rétdo skupiny pori-
na, tj. proteini formujicich nespecifické difuzni
kanaly, a pravpodobr je tento protein dlezity
pro patogenezi LB a fyziologii spirochet (7, 26).
Periplazmaticka flagela maji nezbytnou roli v po-
hyblivosti a bugéné morfologii spirochet. U&Siny
spirochet zahrnuji 2 skupiny protéjra to proteiny
vngjSi vrstvy, ozn&ované jako FlaA proteiny, a pro-
teiny stedovécasti, ozndované jako FlaB. Byla
prokdzana nezbytna role periplazmatickych flagel
v burééné morfologii a motilig (14, 8). GileZitou
vlastnostB. burgdorferia dalSich spirochet je schop-

nost dole plavat ve visk6znim gelovitém médiu,
kde jiné bakterie selhavaji, klesaji a nejsou sehop
ny pohybu. Tyto faktory invazivity mohoutippi-
vat k jejich pfichodu pes mimobuscnou hmotu a
burg¢né spoje infikovanych tkani (17, 24).

V literatue bylo nedekavar publikovano wtsi
mnozstvi aminopeptidazy | v membranové frakci
Vv porovnani s mnozstvim tohoto proteinu v cyto-
plazne (20). Charakter asociaci s membranou vSak
zatim neni zcela jasny. Pyruvat kinaza je protein
zapojeny do procesu glykolyzy. Tento protein byl
zZjisten v nadbytku v cytoplazén Fosfoglycerat ki-
naza se &astni glykolyzy a je lokalizovana v cyto-
plazme. Je to enzym, ktery katalyzujéeporenu ATP
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na ADP a naopak. Serin hydroxymetyltransferaza je
klicovy enzym biosyntézy punin lipidt, hormori

a dalSich slozek. Je lokalizovan v cytoplazirlak-

tat dehydrogenaza je enzym anaerobni glykolyzy,
ktery je lokalizovan v cytoplazén Fosfoglyceromu-
taza je protein, ktery ses@stni glykolyzy. Triose-
fosfat izomeraza hrajeubkzitou roli v rekolika
metabolickych drahach a je to glykolyticky enzym,
ktery hraje nepostradatelnou roli v tvérbnergie
(28, 31).

Zavér

Hlavnim cilem této prace je zisk novych poz-
natkl o proteinovém slozerd. garinii, které budou
vyuzitelné k dalSi analyze fakiovirulence daného
mikroorganismu. Pod#o se identifikovat i protei-
ny, které jsou velicetdeZité pro enzooticky cyklus
patogena a patogenezi onemédn Ty se mohou
Gcastnit vzajemnych interakci s hostiteli, a byt tak
souwasti molekularniho mechanismu patogenetic-
kého obrazu onemoéni. Neékteré ze sledovanych
proteirt jsou zcela nezndmé a jsou camzny ja-
ko tzv. hypotetické proteiny, jiné se opakujfac
species s odliSnymi hodnotamigldokonce odlis-
nou molekulovou hmotnosti. Ani Ugsre identifi-
kovanych proteit vSak neni zcela jasné, jakou
funkci maji odlisné formy téhoZ proteinu. R@¥n
tak neni jasné, jak oviiwje funkci proteinu jeho
zmeénéna lokalizace.

MozZnosti vyuziti proteomiky ve vztahu kz-
nym onemocénim jsou obrovské. Zejména jsou to:
identifikace (pozranéné) exprese proteina jeji
vztah k onemoaii, vyvoj hovych biomarkérpro
diagnostiku a ranou detekci onemaan identifi-
kace novych cil pro I&bu, @ip. kandidai pro
vyvoj innych vakcin. Identifikacedkterych pro-
teind tak mize vést k vyvoji novych lév a je tak
mozné ziskat i nové markery daného onerdntn
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Informace o sjezdu

Ve dnech 24. a7 27. 5. 2008 se konal v Brné XVI. vyro¢ni sjezd Ceské kardiologické spole¢nosti.
Jako jiz tradicné byl rozdélen do fady sekci, v nichz zaznély Spickové i rutinné koncipované prace rady
odbornik@. Interni klinika UVN Praha, predevsim jeji kardiologické oddéleni, se Gcastnila odbornymi
prednaskami v oblasti hypertenze, arytmologie a nékolika posterovymi sdélenimi. Odbornych predna-
Sek se zUcCastnily i zdravotni sestry angazované v oblasti kardiologie.

Celkova ucast na sjezdu cinila kolem 4000 osob. Kromé odbornych aktivit byly pro Gcastniky sjezdu
pfipraveny samoziejmé i veCerni spoleCenské akce a v neposledni fadé také jiz tradicni Kardiobéh
Jifiho Tomana, jehoZ se zUcastnili i Ctyfi prislusnici Interni kliniky UVN Praha.

_ Pri neforméinim rozhovoru s predsedou Ceské internistické spolecnosti prof. MUDr. Richardem
Ceskou, DrSc., jsem byl dotdzan, zda by vojensti Iékari-internisté méli zdjem stat se ve vétsim poctu
neZ doposud dleny Ceské internistické spolecnosti. Skytalo by to jisté moznosti v oblasti publikacni,
védecké a snad i vyzkumné. Prislibil jsem, Ze tuto informaci rozsifim mezi lekare-vojaky z povolani a
civilni zaméstnance resortu MO CR, kteri doposud ve vyse uvedené spolecnosti nejsou registrovani.

MUDr. Ivan Jefabek
zastupce prednosty IK UVN Praha




