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Souhrn

Borrelia afzelii je jednim z moznyckioda: lymské boreliézy Ceské republice. Dezitym zdrojem infor-
maci o tomto mikroorganismu je v gagnosti proteomova analyza, ktera svymi vysledlgZiuge pochopit
vznik a ptibeh tohoto onemoemi. Proteiny byly identifikovany pomoci dvojrezavé elektroforézy a hmot-
nostni spektrometrie (MALDI-TOF). Celkem bylo pderitifika’ni proces vybrano 34 proteinovych spot
Borrelia afzelii (kmen CB43). Identifikace byla &Spa u 23 proteifa Tento pdet p-edstavoval 11:dznych
proteini. ldentifikovano bylo #kolik variant OspC proteinu, daleckolik protein: s enzymatickou funkci,
protein zapojeny do procesu chemotaxe CheY a mekarembranového proteinu P66.

Kli éova slova:Borrelia afzelii; Proteomova analyza; 2-DE; MALDBF MS.

Proteome Analysis of BacteriumBorrelia Afzelii

Summary

Borrelia afzelii is one of potential etiological ents of Lyme disease in the Czech Republic. Anrienjio
source of information about this microoganism istppome analysis. It allows to understand pathogenes
of Lyme disease. The proteins were identified lin&nsional electrophoresis and mass spectrometry
(MALDI-TOF). Overall 34 protein spots of Borrelidzalii (strain CB43) were chosen for identificatidrhis
process was done successfully in case of 23 psoté&inis number was represented by 11 differenteprst
We identified some variants of OspC protein, sdvemaymes, protein of chemotaxis CheY and Membrane
associated protein p66 precursor.

Key words: Borrelia afzelii; Proteome analysis; 2-DE; MALDI-FOMS.

Uvod mi komplikovany Zivotni styl. Patogen je udrZzovany
v enzootickém cyklu, ktery kro¥rpatogena zahrnu-
Proteomovéa analyza naSla Siroké upinafrtaké je vektor a hostitele. Vyrazrse tak mini jeho Zi-

v [ékarstvi. V oblasti mikrobiologie je jejim cilem  votni podminky, a musi proto mit schopnost adap-
zejména identifikace protainspojenych s patoge- tovat se na velice rozdilné podminky predf, jez
nitou a identifikace proteinzahrnutych v procesu  osidluji. Kolonizace kliste je spojovana s OspA
interakce mezi hostitelem a patogenem. Snahou je proteinem. Proteiny DbpA, DbpB, Bgp, P66, P47 a
nalezeni a identifikace bakterialnich matkedteré pravdEpodobr i ErpT jsou spojovany s kolonizaci
zrychli a zjednodusi analyzy v klinické praxi. Nez  hostitele, transmise je spojovana s proteinem OspC
kladé téchto poznatk mohou byt vytveéeny rych- a hostitelska obrana s Erp (OspE/F) (2, 4, 18l
I&, relativré jednoduché afpsné metody detekce, této prace je roz8i souwtasné znalosti @. afzelii
identifikace a charakterizacézanych onemoani jako jednom z moznychigodax LB.
a jejich pivodai. VétSina publikovanych praci, které jsou zam
Lymska boreliéza (LB) je onemoeni, které je feny na studium proteomu borelii, se tB@rrelia
zpasobovano bakteriemi rodBorrelia ze skupiny burgdorferi sensu strictoJungblut a spol. ve své

ozna&ované jakdBorrelia burgdorferisensu latd6). praci rozélili pomoci dvojrozrngrové elektroforé-
Souvislost s LB byla prokdzana ti genospecies  zy (2-DE) proteiny vSechitgenospecie8. burg-
z této skupinyBorrelia afzelij Borrelia burgdorferi dorferi s. |, jeZ jsou spojovany s LB. Do studie tak

sensu strict@Borrelia garinii (4). Borelie maji vel- zahrnuli iB. afzeliia detekovali 200 protein(14).
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Material a metody

Cely postup zpracovéani celolného lyzatu,
pripravy vysokorozliSovaci dvojrozfrové elektro-
forézy, p@&itatového vyhodnoceni proteinovych
map, hmotnostni spektrometrie a identifikace jednot
livych proteimi byl proveden podleidre publiko-
vaného postupu (16).

Pro analyzu byla pouZzita 12. pasaz kmene CB43

B. afzelii,ktery byl kultivovan Zaxodes ricinugL.,
1758) — samice (25). VSechny kultivace probihaly
v Barbour-Stoenner-Kelly-H médiu a byly prova-
dény v laborat#i Parazitologického Gstavu AUR

v Ceskych Budjovicich. Pro identifikaci jednotli-
vych proteirii byla pouzita hmotnostni spektra zis-
kana pomoci MALDI-TOF hmotnostniho spektro-

metru (Voyager-DETM STR, Perseptive Biosystems).
Proteiny byly identifikovany s vyuZitim program
ProteinProspector a ProFound. V obdipadech
byla pouZzita NCBInr databéaze.

Vysledky a diskuse

Na zaklad positacového zpracovani a vyhodno-
ceni vSech proteinovych map byla wyitena refe-
renéni mapaB. afzelii Identifikaéni postup byl pro-
veden u 34 vybranych proteinovych spot a z tohoto
poctu bylo 23 spot usfne identifikovano. \&tSina
z nich v8ak byla nalezena kolika variantach.
Tato skupina tak fiedstavuje 11dznych protei
(tab. 1, obr. 1).

Tabulka 1
Identifikované proteiny B. afzelii
;I;It(; Nazev proteinu (podle databaze NCBInr) Mtvgcf:(e[t)iécl)lzépl Mxvagré[f):r)]gal SF;E\chreﬁt(i:e
83 Membrane associated protein p66 precursor 68,2/5 60,5/5,2 52%
84 Membrane associated protein p66 precursor 68,2/5 60,5/5,3 49%
85 Membrane associated protein p66 precursor 68,2/5 61,2/5.4 40%
145 Aminopeptidase | 51,5/5,8 52,2/6,4 47%
170 Aminopeptidase | 51,5/5,8 52,0/6,5 46%
374 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 36,37 34,1/6,4 63%
442 L-lactate dehydrogenase 34,9/6,4 31,0/6,5 32%
450 L-lactate dehydrogenase 34,9/6,4 31,0/6,5 29%
520 Phosphoglyceromutase 28,4/6,6 28,1/6,6 53%
521 Phosphoglyceromutase 28,4/6,6 28,0/6,5 47%
524 Phosphoglyceromutase 28,4/6,6 27,9/7,0 29%
525 Conserved hypothetical protein 25,6/6,6 27,8/6,7 56%
526 Phosphoglyceromutase 28,4/6,6 27,8/6,3 22%
532 Conserved hypothetical protein 25,6/6,6 27,5/6,3 53%
538 Triosephosphate isomerase 27,8/5,9 27,0/6,2 44%
560 Superoxide dismutase [Fe] 23,5/6,1 23,6/6,3 25%
584 Outer surface protein C 20,5/7,0 21,8/6,5 56%
598 Outer surface protein C 20,5/7,0 21,7/6,3 37%
611 Outer surface protein C 20,5/7,0 21,8/7,1 47%
621 Outer surface protein C 20,5/7,0 21,7/6,5 48%
624 Outer surface protein C 20,5/7,0 21,7/5,9 47%
691 Outer surface protein C 19,4/6,2 20,9/5,7 25%
722 CheY 16,3/7,7 12,6/6,5 45%
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Obr. 1: Stibrenéa 2-DE referedni mapa B. afzelii. Extrahované proteiny byly idedy pomoci IEF v rozsahu pH3-10 s naslednym
SDS-PAGE gradientnim gelem (9-16%isla spot indikuji identifikované proteiny.

Razné studie ukazaly schopnost bakterigniin
své povrchové struktury viznych stadiich svého
Zivotniho cyklu v savcich a klatech znou ex-
presi gen pro lipoproteiny. Rozdilna genovéa expre-
se a variabilni rekombinace mohotispét k pro-
dukci novych molekul povrchu spirochet. Tento jev
je prav@&podobré spojen se schopnosti adaptovat
se ha hostitele, vyhnout se jeho imunitni odibv
a umoauje chronickou infekci (1, 10, 15, 17, 20,
21). Redpoklddanymi mechanismy perzisterig:e
burgdorferiv hostiteli jsou: potl&eni aktivni imu-
nity a anik ged imunitou. K Uniku dochazi jak fa-
Zovou a antigenni profnou, tak i vytvéenim fy-
zickych bariér (intracelularni lokalizace, vzniksty
vyhledavani imunologicky privilegovanych mist).
Mezi boreliové proteiny, které jsou déchto pro-
cedi zahrnuty, pat zejména OspA, OspB, OspC,
OspE, ErpA, ErpP, vIsE, BapA, dbpA (11).

Identifikovali jsme celkem Sest variant proteinu

OspC paticiho do skupiny protetnvnéjSiho povr-
chu. Jde o protein, ktery je velastym objektem
studia, a to zejména zigbdu jeho velmi vysoké
variability. Bylo zjiS&no, Ze tento protein je varia-
bilni dokonce i uvnit jedné populace (26, 28, 29).
U OspC byl prokazan vyznam v invazi slinnych Zlaz
vektora, coz je ktiovy krok v fFenosu spirochet na
hostitele. Spirochety Zmaji syntetizovat OspCéb
hem séani krve klf&ty, zatimco jsou stéle v klét
cim travicim traktu. Pofenosu borelii do s&iho
hostitele je exprese tohoto proteinu¢bgnizena.
OspC tak hraje roli v roz&vani spirochet v klis-
téti a je oznaovan jako viruletni faktor nezbytny
pro paéatesni stadium infekce sauq13, 19).
Identifikovany byly také iii varianty prekurzo-
ru proteinu P66. Ten je asociovan sjshmembra-
nou spirochet a jéast&né povrcho¥ exponovan
(3, 8). Pozdji bylo popsano, Ze u borelii jsou povr-
chow exponované oblasti tohoto proteinu vysoce
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variabilni, a to ve velikosti i sekvenci (9). Byt{s-
téno, Ze se protein P66 podili na twomespecifi-
ckych difuznich kandl tj. ma porinovou aktivitu.
Protein je prav&podobré dulezity pro patogenezi
LB a fyziologii spirochet (22, 23).

Dal8im z proteif, které byly identifikovany, je
Che Y. Bakterie se pohybuji gnem k prostedi,
které je pro # priznivé a smirem od prosedi, kte-
ré je pro & negiznivé. Tim zvySuji pravwpodob-
nost sveho feziti. Pokud je tento proces odgdv
na chemické latky, je oztbavan jako chemotaxe.
Mezi geny pro chemotaxi gatcheR, cheW, cheA,
cheY a cheB. Regulace chemotaxe byla interzivn
studovana LE. coliaS. entericaserovarTyphimu-
rium a bylo zjis¢éno, Ze vyznamnou roli mé v re-
gulaci typu pohybu buik fosforylace CheY (5, 24,
27). Porgrné malo je vS8ak znamo o chemotaxi spi-
rochet. GenonB. burgdorferiobsahuje homology
nékolika gerti pro motilitu a chemotaxi (cheA, cheY,
cheW, cheB) a neobsahuje cheZ homolog (12).

Identifikovano bylo i ®&kolik proteini s enzy-
matickou funkci (aminopeptidaza |, glyceraldehyd
3-fosfat dehydrogenaza, L-laktat dehydrogenéaza,
fosfoglyceromutaza, triosefosfat izomeraza, super-
oxid dismutaza) a dva proteiny byly oZeay jako
tzv. hypotetické.

Zavér

Pro zkvalitni diagnostiky a léby LB je teba
detailrgji poznat givodce onemocii LB. Cilem
této prace je protoipét k poznani proteinového
sloZeniBorrelia afzeliia tim také fispst k poznani
enzootického cyklu borelii a nalezeriiaFitych fak-
tora virulence.

Prizpasobeni se hostiteli pomoci omezené expre-
se gef je pravapodobr nezbytné pro unikied
obranou hostitele a umadm vzniku chronickeé in-
fekce (15). \étSina bakterialnich patogémexprimu-
je faktory virulence na bwném povrchu (fip.
pobliZ tohoto povrchu) nebo jsou jimi secernovany
do extracelularniho okoli, kde mohotimo ovliv-
novat prostedi hostitele. Tyto faktory mohou byt
zahrnuty v poateni fazi kolonizace a invaze, zis-
kavani Zivin z prosedi hostitele nebo Unikurgd
obrannymi mechanismy hostitele, mohou takié p
mo pasobit na tk&wa hostitele. Také borelie produ-
kuji faktory virulence nezbytné pragiti bakterie
v cizim prostedi. Identifikace a charakterizace po-
vrchovych sloZek zahrnutych v patogenezi onemoc-
néni prispivaji k porozuréni onemocwni a vedou

k efektivrejSi diagnostice a e (7). Vyznamnym
zdrojem novych informaci jsou v stasnosti po-
stupy pouzivané v proteomice. Znalosti o iolen-
tifikovanych proteinech Ize uplatnit v oblasti diag
nostiky onemocéni a vyvoje vakcin, stefnjako
pii hledani novych ,cll“ pro &innou l&bu. Za nej-
duleZitejSi je povazovan cil identifikovat markery
onemocgni.
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