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Souhrn

Tato bakalafska prace se zabyva patogenem, ktery zplsobuje lymeskou boreliozu.
Navzdory tomu, Ze je tento patogen znam jiz skoro 40 let, neni této bakterii jeSté zcela
porozumeéno. I pfes mnoho provedenych studii neexistuje jednoznacny zavér o perzistentnich
infekcich provazejicich lymeskou borelidzu vyskytujicich se 1 po adekvatni antibiotické 1€cbé.
Toto téma tak zlistdva nadédle velmi kontroverznim. Jednou z uvaZovanych pficin téchto
chronickych problémil je existence pleomorfnich forem této bakterie. Neexistuje vSak zadny
konsenzus, ktery by jednoznaéné vyvratil, ¢i potvrdil klinicky vyznam pleomorfnich forem této
bakterie v patogenezi lymeské borelidzy. Objasnéni této problematiky by tak mohlo vést
v nejlepSim piipadé k vyfeSeni pticiny chronickych obtizi doprovazejicich lymeskou boreliozu.
Proto byla tato prace zamétfend hlavné na atypické formy spirochet B. burgdorferi,
a to 1 z divodu znaénych rozdilli v nazvoslovi a charakteristikach jednotlivych morfologickych
forem této bakterie.

Experimentalni ¢ast této prace proto byla vénovana indukci riznych morfologickych
forem této bakterie po osmotickém ovlivnéni a po spolecné kultivaci s eukaryotickymi buitkami
bunécné linie U937. Pro tento experiment tedy bylo nutné zavést novou kultivaéni metodu
umoznujici kultivaci spirochet B. burgdorferi sensu stricto s eukaryotickou bunécnou linii
U937, kdy bylo mozné pozorovat adherenci téchto bakterii k eukaryotickym bunkam.
Mikrokolonie tvofené zivymi bakteriemi byly eukaryotickymi buiikami fagocytovany. Zaroven
vSak byla pozorovana i tvorba zivych cystickych forem této bakterie, které naopak vykazovaly
odolnost a témito eukaryotickymi buiitkami fagocytovany nebyly. Tato noveé zavedend metoda
byla nésledné¢ urCena jako vhodna pro vyuziti pii dalSich studiich chovani riznych

morfologickych forem B. burgdorferi.
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Summary

This bachelor thesis studies the pathogen Borrelia burgdorferi that which causes Lyme
disease. Despite the fact that this pathogen has been known for almost forty years, there
is no clear conclusion about persistent infections associated with Lyme disease, resisting
the adequate antibiotic therapy. Thus, this topic remains very controversial. One of the possible
causes of these chronic problems is the existence of pleomorphic forms of this bacterium
in the pathogenesis of Lyme disease. There is no study which would confirm or disprove
a clinical value of pleomorphic forms in Lyme disease pathogenesis. If we could get more
insight into this field, chronical manifestations connected with the Lyme disease could be dealt
with. Therefore, this work was mainly focused on atypical forms of B. burgdorferi spirochetes,
partly due to large variability in the nomenclature and characteristics of the individual
morphological bacterial forms.

The experimental part of this work was dedicated to induction of various morphological
forms of this bacterium after osmotic influencing and after cocultivation with eukaryotic cells
of the cell line U937. For that we had to develop a new cultivation method allowing
the cultivation of B. burgdorferi s. s. with the eukaryotic cell line U937, so we could observe
adherences of these bacteria to eukaryotic cells. Microcolonies formed by live bacteria were
phagocytosed by eukaryotic cells. At the same time, there was also observed formation of live
cystic forms of this bacterium. On the other hand, these forms were not phagocytosed
by the eukaryotic cells. This newly introduced cocultivation method proved to be a very useful

method in further studies of behaviour of B. burgdorferi.
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Seznam symboli a zkratek

ACA - acrodermatitis chronica atrophicans

ATCC — American Type Culture Collection

Bb — Borrelia burgdorferi

Bbsl — Borrelia burgdorferi sensu lato

Bbss — Borrelia burgdorferi sensu stricto

BFL — ,,biofilm-like* kolonie

BSK — médium Barbour-Stoenner-Kelly

CFDA-SE — 5(6)-karboxyfluorescein diacetat N-sukcinimidyl ester
CFSE — karboxyfluorescein sukcinimidyl ester

CM - cytoplazmatickd membrana

CRASPs — complement regulator-acquiring surface proteins
cp — kruhovy plazmid

DAPI — 4,6-diamidino-2-fenylindol

DbpA — decorin binding protein A

DbpB — decorin binding protein B

ECACC — European Collection of Animal Cell Culture

EM — erythema migrans

EPS — extracellular polymeric substances (extracelularni polymerni latka bakteridlnich
biofilm1)

Erp — OspEF related proteins

FBS — fetalni bovinni sérum

FHL-1 — faktor H-like protein 1

FlaA — flagellin A (vnéjsi protein biciku)

FlaB — flagellin B (vnitini protein bic¢iku)

JRA —juvenilni revmatoidni artritida

LB — lymeska borelioza

Ip — linearni plazmid

Osp — outer surface proteins (OspA—F)

PI — propidium jodid

RBs — round bodies

RPMI-1640 — médium Roswell Park Memorial Institute 1640
SSPs — serum-starvation proteins

TROSPA — tick receptor for OspA

VIsE — variable major protein E
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1 Uvod

Onemocnéni lymeska borelioza, které se ve skutecnosti v lidské populaci vyskytuje
uz velmi dlouho dobu, bylo dikladnéji poznano az téméf na konci 20. stoleti. Lymeska
borelidza je zapficinéna spirochetami druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato,
ktery dnes €it4 vice nez dvacet druhti rodu Borrelia. Lymeska borelidza je jedno z nejcastéjSich
multisystémovych onemocnéni, které ptenaSi Clenovci (konkrétné klistata rodu Ixodes).
V ptipadé€ pozdni diagnostiky ¢i nev€asné 1écby tohoto onemocnéni, mize vést az k velmi
zavaznym chronickym obtizim. Tyto chronické obtiZe se vSak ale mohou vyskytovat
1u pacientli po vhodné a ucinné antibiotické 1é¢be¢, a to jednak uplatnénim autoimunitnich
procestl pacienta, ¢i riznym mechanismim, které B. burgdorferi s. [. vyuziva k delsi perzistenci
v hostiteli.

Jednim z téchto moznych mechanismi je schopnost spirochet Borrelia burgdorferi s. L.
vytvafet pfi nepfiznivych Zivotnich podminkach jiné morfologické formy nez spirélni,
napiiklad rtzné sférick¢ formy (cysty, vezikuly a L-formy). Tyto morfologické zmény
tak umoznuji bakterii obejit imunitni systém hostitele a mnohdy poskytuji bakterii rezistenci
k ur€itym antibiotikiim.

Problematika premény cystické formy B. burgdorferi s nizkou metabolickou aktivitou
zpét k patogenni spiralni formé byla jiz popséana. I pfi in vivo podminkach bylo prokazano,
ze jsou tyto cystické formy schopné konverze do spirochetdlni formy. Otazkou ale nadéle
zUstava, zdali tyto retransformované spirochety mohou umoznit propuknuti opétovné nakazy
a vést tak k chronickym obtizim hostitele.

Touto bakalarskou praci jsem Vam tedy chtéla co nejlépe pftiblizit problematiku jinych
morfologickych forem spirochet B. burgdorferi a nastinit tak vyznam jednotlivych morfolo-

gickych forem, jejich indukci a jejich dal§i mozZnosti studia.



2 Cile prace

Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt.

Vypracovani literarni reSerSe zaméfené na téma bakteridlniho rodu Borrelia,
na patogenezi lymeské borelidzy a na rtizné morfologické formy spirochet
druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato.

Prakticka Cast zaméfena na zvladnuti kultivaCnich metod spirochet Borrelia
burgdorferi sensu stricto, na indukci morfologickych zmén vyvolanych zménami
vnéjSiho prostiedi a na vyhodnoceni jednotlivych vysledkii za pouziti metod

fluorescen¢ni mikroskopie.



3 Literarni prehled

3.1 Obecna historie

Vyznaéné historické zminky vztahujici se k lymeské borelioze (LB) a pozdé&ji
1 k bakteriim rodu Borrelia 1ze zaznamenat od druhé poloviny 19. stoleti. Od této doby doslo
neurologickych.

V roce 1883 némecky 1ékat Buchwald predlozil piipad vyskytu acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA). Jedna se o kozni onemocnéni, které je dnes znamé jako pozdni projev
lymeské boreliozy. Tento nalez ACA je nejspiSe prvni zminkou vztahujici se k LB
(Weber, 2001). V roce 1907 holandsky bakteriolog Nicholas Swellengrebel udélil bakteriim
Spirillium gallinarum (ptvodce ndvratnych horecek) nové rodové oznaceni Borrelia. Toto
jméno zvolil po francouzském bakteriologovi Amédéeovi Borrelym, ktery u tohoto rodu poprvé
pozoroval peritrichalni biciky (Swellengrebel, 1907). O tfi roky pozdé&ji, v roce 1910,
byl Svédem A. Afzeliem poprvé popsan nalez erythema migrans (EM). Tento Svéd véfil
ve spojitost nalezu EM s kousnutim klistétem. Tuto spojitost potvrdil v roce 1921, ale ptivodce
tohoto onemocnéni byl stale neznamy (Weber, 2001).

Dalsi pokroky ve vyzkumu navratnych horecek zapti¢inéné bakteriemi rodu Borrelia
mohly déle pokracovat hlavné diky dostupnosti imunochemickych a molekularnich metod,
které se zacaly pouZivat v poloving Sedesatych let minulého stoleti. Velkym priillomem ale bylo
vytvofeni kultivatniho média vhodného pro kultivaci Borrelia hermsii doktorem Richardem
Kellym. Dnes je toto kultivaéni médium znamé jako BSK II (Kelly, 1971; Burgdorfer, 2001).
Samotnému objevu bakteridlniho druhu Borrelia burgdorferi ptedchazelo, kdyz Allen Steere
se svymi pracovniky ptednesli vroce 1977 své zavery ohledné epidemického propuknuti
juvenilni revmatoidni artritidy (JRA) u déti zijicich pobliz mésteCka Lyme v Connecticutu
(Spojené staty americké). Nejvétsi incidence této nemoci se objevovala od 1éta do podzimu.
JRA piedchézela kozni erythematozni 1éze podobna té, kterou popsal Afzelius v roce 1921.
Toto ,,nové™ onemocnéni bylo pojmenované lymeskd artritida, pozdé€ji jako lymeska nemoc,
kvili doprovéazejicim neurologickym a kardiologickym obtiZim (Steere et al., 1977a; Steere
et al., 1977b). Nedlouho poté byl objeven i ptivodce tohoto onemocnéni v klistatech druhu
Ixodes dammini (dnes znadm pod druhem Ixodes scapularis), a to americkym védcem
Svycarského ptivodu Willym Burgdorferem v roce 1981 pomoci nepitimé imunofluorescence.

Byla tak odhalena spojitost mezi kliStétem rodu Ixodes, erythema migrans, lymeskou nemoci
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a spirochetami Borrelia burgdorferi (Bb), pojmenované prave po svém objeviteli (Burgdorfer
et al., 1982).

JiZ vyzkumnici Todd a Dutton se zmifiovali ve svém clanku o cystickych formach
spirochet (Dutton et Todd., 1907). O 100 let pozdéji zacaly tyto morfologické formy opét
zajimat evropské a americké badatele. Tak roku 1996 mnichovska laboratot publikovala ¢lanek
o morfologickych forméch Borrelia burgdorferi (tzv. L-formach), které mohly byt indukovany

in vivo medikaci penicilinu (Preac et al., 1996; Burgdorfer, 2001).

3.2 Lymeska borelioza

I pfes zdokonaleni preventivnich opatifeni, diagnostickych metod a terapie, patii
lymeska borelioza k jednomu z nejcastéjSich onemocnéni prendsené Clenovci, a to i piesto,

7e se vyskytuje pouze v oblasti mirného pasma severni polokoule (Rizzoli et al., 2011).

3.2.1 Klinické projevy u ¢lovéka

Lymeska borelioza je charakterizovana jako komplexni multisystemové, infekéni,
zanétlivé a chronické onemocnéni, které miize postihnout vice orgdnt a télnich systému
napt. kozni, kloubni, srde¢ni, nervovy systém a jiné (Kiupka et al., 2007). Toto onemocnéni
je doprovazeno pestrou Skalou klinickych projevii, proto nema u vsech infikovanych pacienti
stejny klinicky prabéeh (Steere, 1989). Za tuto rozmanitost klinickych projev maze také odlisné
geografické zastoupeni jednotlivych patogennich druht rodu Borrelia. Z tohoto divodu
se ne¢které klinické projevy liSi napti¢ kontinenty (Stanek et Strle, 2008). Dle jednotlivych
klinickych projevil se lymeska borelidza rozdéluje do tii stadii.

Prvnim z nich je stddium casné lokalizované (Steere, 1989). Pro toto stddium
je nejtypictejSim prvotnim projevem kozni 1éze tzv. erythema migrans (EM), ktera se objevuje
po 3 az 30 dnech v oblasti pfisati infikované¢ho klistéte. Obvykle se vSak objevuje mezi
7.a 10. dnem po pftisati klistéte (Nadelman et Wormser, 1995; Stanek et al., 2002; Honegr,
2009). EM se nejdiive projevuje jako nesvédiva Cervend okrouhla skvrna majici v priméru
alespon 5 cm a u niZ mize byt pfitomny i1 centralni vybled (Honegr, 2009; Stanek et al., 2012).
Toto stadium LB je také ¢asto doprovazeno nespecifickymi, chiipce podobnymi ptfiznaky, jako
je subfebrilie (Honegr, 2009), tnava, bolest hlavy, kloubt, svalt atd. (Nadelman e Wormser,
1995). U piiblizné¢ 20 % infikovanych pacienti se EM neprojevi nebo ziistane pacientem
nepovSimnuta (Nadelman et Wormser, 1995). Je pak t¢z8i ndkazu prokédzat a bez patiicné

imunitni odpovédi nebo bez vhodné antibiotické 1€cby se spirochety mohou rozsitit
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hematogenné ¢i lymfogenné do okolnich mist organismu a infekce tak mize ptejit do druhého
tzv. Casn¢ diseminovaného stadia (Steere, 1989; Stanek et al., 2012).

Druhé stddium nasleduje po né€kolika tydnech az mésicich od nakazeni infikovanym
klistétem a miZe se projevit riznymi klinickymi projevy od koZnich (mnohocetna ¢i sekundarni
EM a boreliovy lymfocytom, ktery se vyskytuje jen v Evropé, a to zejména u déti na uSnim
lalticku, skrotu ¢i prsni bradavce), neurologickych (periferni paréza n. facialis, meningitidy,
encefalitidy, akutni meningoradikuloneuritidy...), revmatologickych (migrujici artralgie,
myalgie a akutni artritidy, které jsou Castéjsi u severoamerickych pacientt), tak az po vzacné
kardialni (lymeské karditidy a atrioventrikularni bloky), ¢i zanétlivé ocni projevy (Stanek
et Strle, 2008; Honegr, 2009; Stanek et al., 2012). Béhem tohoto stadia jsou vySe zminéné
klinické projevy také Casto doprovazeny subfebriliemi, celkovou slabosti a tnavou (Steere,
1989).

K propuknuti tfetiho stadia (tzv. pozdniho diseminovaného) dochazi jen u malého poctu
infikovanych pacienti (Stanek ef al., 2012). Projevuje se po né¢kolika mésicich az letech
od propuknuti infekce. K typickym projeviim patii acrodermatitis chronica atrophicans (ACA),
kterd se projevuje na akralnich c¢astech koncetin tim, Ze se kize zaCind zbarvovat
do modro-Cervena a postiZzena mista nabyvaji téstovitého charakteru. V téchto postizenych
castech dochazi také k postizeni kloubtl a perifernich nervii. Nasledné v ptipad¢ neléceni tyto
1éze atrofuji a ziskavaji vzhled papirové ktize (Honegr, 2009; Stanek et al., 2012). ACA se vSak
vyskytuje velmi ziidka u severoamerickych pacientii, a to zejména proto, ze je zpusobena
pievazné spirochetami druhu B. afzelii, které se v Severni Americe nevyskytuji (Stanek ez Strle,
2008). Dalsimi klinickymi projevy pozdniho diseminovaného stadia jsou chronické artritidy
postihujici pfedevsim velké klouby, kardiomyopatie a pozdni neuroboreliézy zahrnujici
encefalomyelitidy, encefalopatie a presenilni demenci (Honegr, 2009).

Diskutovanym a nékdy 1 velmi kontroverznim tématem nadale zastavaji chronické
obtize spjat¢é s LB oznaCované souhrnné jako tzv. post-Lyme disease syndrom, ktery
se objevuje u 10 % az 20 % nakazenych pacientii zhruba rok po terapii adekvatnimi antibiotiky
proti LB. Jednd se o perzistenci ¢i relaps nespecifickych klinickych ptiznaka, jako je bolest

hlavy a kloubti, inava, kognitivni poruchy a parestezie (Marques, 2008; Adrion et al., 2015).



3.2.2 Diagnostika

Mezi vysoce specificky klinicky projev patfi erythema migrans, ktera je sama o sobé
dostacujici ke stanoveni diagnozy LB (Nadelman et Wormser, 1998). U ostatnich klinickych
projevil, které nejsou natolik specifické, je nutné potvrdit diagnézu LB pomoci odpovidajicich
laboratornich metod. V klinické praxi se nejcastéji uzivaji metody nepiimé, lze vSak pouzit
imetod pfimych (Rohacova, 2012). K zdkladnim nepfimym sérologickym metoddm patii
ELISA rozpoznavajici specifické protilatky IgM a IgG proti jednotlivym boreliovym
antigentim. Tuto metodu je vSak nutné pti vysledné pozitivité anebo pii ziskani meznich hodnot
ovefit imunoblotem (Nadelman er Wormser, 1998; Honegr, 2009).

K pfimym metodam patii kultivace v zivném médiu Barbour-Stoenner-Kelly (BSK),
mikroskopické metody — imunofluorescence, imunoelektronovd mikroskopie (Wilske et al.,
2007; Honegr, 2009); dale pak Casto vyuzivanou je PCR metoda prokazujici DNA borelii
v télnich tekutinach pacienta (Rohacova, 2012). Nevyhodou této metody je nemoznost rozlisit
mezi Zivymi a mrtvymi spirochetami v organismu pacienta (Nadelman et Wormser, 1998)

a zaroven 1 niz§i citlivost této diagnostiky z krevnich vzorki (Kfupka et al., 2008).

3.2.3 Terapie a prevence

Lécba LB je zaloZena na podavani antibiotik, kterd jsou U€inna pro vSechna stadia
onemocnéni a typy manifestace. Nejefektivnéjsi jsou vSak v piipadé stadii ¢asnych. Volba
vhodnych antibiotik se odviji od diagnostikovaného stddia LB, klinickych projevi, véku
pacienta a také od jeho piipadnych alergii a dalSich faktorG (napt. t€hotenstvi). U Casné
lokalizovanych a Casné diseminovanych stadii je volbou antibiotikum doxycyklin, u déti
do 8 let a t€hotnych Zen je indikovan amoxicilin (Steere, 2001; Honegr, 2009). U kardialnich
a neurologickych projevi je indikovan cefotaxim, ceftriaxon a ptipadné penicilin G podavany
nitroziln¢ (Rohacova, 2012). Po 1é¢be je doporuceno pacienta dispenzarizovat po dobu 2 let

(Vanousova et Hercogova, 2008; Honegr, 2009).

Nejucinngjsi prevence je vyhnuti se styku s klistétem (Rizzoli et al., 2011).

3.3 Bakteridlni komplex Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl)

Bakterialni komplex Bbsl dnes zahrnuje nejméné dvacet jedna rtznych druhti rodu
Borrelia jak patogennich pro ¢loveka, tak 1 nepatogennich. Nékteré druhy se striktné vyskytuji
pouze v Eurasii, jsou to B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. spielmanii, B. finlandensis,

B. bavariensis, B. yangtzensis, B. japonica, B. sinica, B. tanukii a B. turdi. Druhy nachazejici

6



se striktn€ pouze na severoamerickém kontinenté jsou B. americana, B. kurtenbachii,
B. andersonii, B. californiensis a B. carolinensis (Margos et al., 2009; Rudenko et al., 2009;
Margos et al., 2010; Casjens et al., 2011; Ivanova et al., 2014; Margos et al., 2015; Pritt et al.,
2016a). Za hlavni a prokazatelné patogenni druhy pro Clovéka jsou povazovany druhy
B. burgdorferi sensu stricto (Bbss), B. garinii, B. afzelii a B. bavariensis. Z pozdé&ji objevenych
druhti rodu Borrelia maji pro clovéka patogenni potencidl druhy B. valaisiana, B. spielmani,
B. lusitaniae a také B. mayonii (Rudenko ef al., 2011; Pritt et al., 2016b). V Evrop¢ je lymeska
borelibza zapii¢inéna hlavné gramnegativnimi spirochetami B. garinii, B. afzelii

a B. bavariensis ptenasené zejména klistétem druhu Ixodes ricinus (Rizzoli et al., 2011; Pritt

et al.,2016b).

3.3.1 Morfologie spirochet

Borrelia burgdorferi s. l. patii mezi gramnegativni mikroaerofilni spirochety. Maji tedy
spiralovité stocené télo a ke svému ristu pottebuji pouze nizké koncentrace pritomného kysliku
(ve vétsich koncentracich kysliku neptezivaji). Nicméné¢ Bbsl maji vyznamné odliSnosti
od jinych gramnegativnich bakterii, napt. postradaji lipopolysacharidy ve vnéj$i membrané
(Takayama et al., 1987) a naopak disponuji lipoproteiny ve vnéjs§i membrané, které maji stejné
jako pritomné glykolipidy imunogenni charakter (Eiffert ef al., 1991; Ktupka et al., 2007,
Kenedy et al., 2012). Jejich délka se pohybuje v rozmezi 4-30 um a tloustka od 0,18 um
do 0,25 um. Na kazdém konci bunék se nachazi v priméru 7-14 periplazmatickych bicikt
(endoflagel), které jsou dostatecné dlouhé a ptekryvaji se ve stfedni ¢asti bakterie. Bi¢iky jsou
tak napnuty ptes celou buniku bakterie (Hovind-Hougen, 1984; Johnson ef al., 1984; Yano et al.,
1997, Ktupka et al., 2007). Tyto bi¢iky jsou uvniti tvofeny proteinem flagellinem B (FlaB)
avngj§i vrstvu biCiku tvori protein flagellin A (FlaA). U B. burgdorferi se molekulova
hmotnost proteinu FlaA rovna 38 kDa a proteinu FlaB 41 kDa (Ge ef al., 1998). Biciky jsou
ukotveny v cytoplazmatické membrané€, obviji se kolem tzv. protoplazmatického cylindru
audavaji tak bakterii tvar, ale hlavné ji umoziuji pohyb (Rosa, 1997). Spirochetdm
je tak umoznéna velmi dobra pohyblivost ve vysoce viskoznim prostiedi (napft. v extracelularni
matrix ¢i v pojivove tkani) a zdroven jsou schopné unikat nejrychlejsim fagocytujicim bunkdm
v téle, a to neutrofiliim, jelikoZ jsou Bbsl n€kolikandsobné rychlejsi. Diky témto schopnostem
je jim také umoznéno prekondvat jak epitelidlni, tak i hematoencefalickou bariéru (Kimsey

et Spielman, 1990; Kiupka et al., 2008; Malawista et de Boisfleury Chevance, 2008).



Nad cytoplazmatickou membranou se nachazi vrstva peptidoglykanovéa tvofici
bunécnou sténu, kterd je fluidni povahy. Na samotném povrchu bakterie se nachdzi vnéjsi
membrana, ktera ohranicuje spolu s bunécnou sténou periplazmaticky prostor, kde se vinou
bi¢iky (Johnson et al., 1984). Tato vnéjsi bunécnd membrana Bbsl obsahuje vice nez 100 druhi
polypeptidi (Luft et al., 1989). Nejstudovan€j$Simi z nich jsou lipoproteiny nazyvané outer
surface proteins (OspA—OspF), decorin binding proteins (DbpA a DbpB), variable major
protein E (VISE) a dalsi. Nékteré z nich slouZzi v dnesni dobé pro detekci Bbsl pii sérologickych
diagnostikach (Rosa, 1997; Kenedy ef al., 2012). Tyto povrchové lipoproteiny hraji klicovou
roli pii prostupu Bbsl ze zazivaciho traktu vektora (priméarné se jedna o klisté rodu Ixodes)
do jeho slinnych zl4z a odtud do hostitele (savce ¢i ptaka), kde v zavislosti na své proménlivé
expresi (zavislé na dobé sani klistéte, na teploté a na fazi infekce hostitele) mohou zabranit
vzniku imunitni reakce a rozsifit se tak az do cilovych tkani (Anderson, 1989; Schwan et al.,
1991; Schwan et al., 1995; Kiupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012). Souhrnna morfologie

spirochet B. burgdorferi je demonstrovana nize — viz Obrazek 1.

transmembranovy
protein

s o vnéjsi
g 5
membrana

periplazmaticky
peptidoglykanova bicik
vrstva

vnitini
membrana

protoplazmaticky ukotveni biciku
cylindr v cytoplazmatické
membrané

Obrazek 1: Morfologicka stavba B. burgdorferi (Bb); A — snimek ultrastruktury pfi¢ného prirezu
Bb z transmisniho elektronového mikroskopu, B — schématicky nakres struktury Bb na podélném
prafezu (upraveno dle Singh er Girschick, 2004).

Lipoproteiny OspA (31 kDa), OspB (34 kDa) a OspC (22 kDa), které jsou plazmidové
koédované, se nenachazi pouze ve vnéj§i bunééné membrané, ale nachdzi se 1 na vnitini
cytoplazmatické membrang, a to dokonce ve vétSim mnozstvi (Howe et al., 1985; Fuchs et al.,
1992; Cox etal., 1996; Kenedy et al., 2012). OspA spolu s OspB jsou exprimovany
pti kolonizaci a perzistenci B. burgdorferi v zaZzivacim traktu nepfisatého klistéte. OspA
se specificky vaze v zazivacim traktu klistéte ke glykoproteinovému receptoru TROSPA (tick

receptor for OspA). Tato vazba je nutnd pro kolonizaci klistéte boreliemi, tedy k adhezi
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B. burgdorferi k epitelidlnim buitkam zazivaciho traktu kliStéte. Béhem sani na hostiteli
dochazi ke snizovani exprese OspA, OspB a zaroven se zvySuje exprese OspC. Diky tomuto
dochazi k ptestupu B. burgdorferi ze zazivaciho traktu do slinnych zlaz klistéte (Pal et al.,
2004; Neelakanta et al., 2007; Kenedy et al., 2012). OspC je tedy exprimovan recipro¢né vuci
OspA a OspB po nékolika hodinach od piisati klistéte. Tento lipoprotein je faktorem virulence,
ktery je nezbytny pii casném stadiu infekce obratlovcl a dle novéjSich vyzkumi OspC neni
potiebny pii migraci B. burgdorferi ze zazivaciho traktu kliStéte do jeho slinnych zlaz (Grimm
et al., 2004; Kiupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012).

OspE a OspF (spolu s dalSimi proteiny kodovanymi riznymi erp geny) patii do skupiny
tzv. OspEF related proteins (Erps) (Stevenson et al., 1996). Dale bylo prokazano, Ze do této
skupiny proteini patii 1 n€které proteiny ze skupiny oznacujici se jako CRASPs (complement
regulator-acquiring surface proteins). Ob¢ tyto vyse zminéné skupiny proteinti umi vazat lidsky
sérovy faktor H ¢i faktor H-like protein 1 (FHL-1), které jsou inhibi¢nimi proteiny C3b sloZzky
komplementu (Kraiczy et al., 2004). Vazbu faktoru H ¢i faktoru H-like protein 1 vyuzivaji t€lu
vlastni buiilky pro svou ochranu pied nespecifickou aktivaci komplementu a zabranuji
tak svému autoimunitnimu poSkozeni komplementem. Tento stejny mechanismus patii
k jednomu z mnohych, které¢ Bbsl vyuzivaji pro Gnik pfed imunitnim systémem hostitele. Diky
tomuto je umoznéna del$i doba perzistence Bbsl v hostiteli a pfechod do pozdniho stadia
LB (Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al., 2001; Kiupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012).

K dalsi strategii, ktera umoziuje Bb uniknout imunitnimu systému hostitele, je moznost
opakovanych genovych konverzi na lokusu vis genu probihajicich v konkrétnim plazmidu Bb,
kdy dochazi k expresi variabilnich antigennich proteinti VISE (variable major protein-like
sequence E) béhem infekce hostitele (Zhang et al., 1997; Kenedy et al., 2012).

DbpA a DbpB jsou tzv. decorin binding proteins A a B, které¢ se ucastni specifické
adheze Bbsl k hostitelské bunce, konkrétné k proteoglykanu dekorinu asociovaného
s kolagenem (Guo et al., 1995). Bylo také prokdzéano, Zze DbpA a DbpB hraji vyznamnou roli
pii pozdnich chronickych stadiich lymeské borelidzy, ale Ze nejsou nezbytné pro propuknuti
infekce u savct (Blevins et al., 2008; Kenedy et al., 2012).

K dal§im adhezivnim molekuldm Bbsl patfi tzv. fibronectin binding protein (konkrétné
BBK32), ktery se v hostitelich vaze na extracelularni protein fibronektin (Szczepanski et al.,

1990; Kenedy et al., 2012) a glykosaminoglykany (Fischer et al., 2006).



3.3.2 Genom spirochet Bbsl

Prvni geneticka mapa kmene B. burgdorferi sensu stricto B31 byla ziskana v roce 1997
(Fraser et al., 1997; Kiupka et al., 2007) a kompletn¢ byla doplnéna v roce 2000 o dalsi
nukleotidové sekvence deseti plazmidi (Casjens et al, 2000). Genom Bbsl je druhové
jedine¢ny. Lisi se jak strukturdln€, organizacné, tak 1 v poctu kopii jednotlivych genii (Rosa,
1997). Genom Bb je velky 1,5 Mb a je zastoupeny jedinym unikatnim linedrnim chromozomem
piiblizné délky 1 Mb a deviti linearnimi (Ip) a kruhovymi plazmidy (cp), kterych je dvanact
(Fraser et al., 1997; Casjens et al., 2000). Na obou koncich linearniho chromozomu a linedrnich
plazmidt se nachéazi kovalentné uzaviené vlasenky (Barbour et Garon, 1987; Casjens et al.,
1997). Linearni chromozom obsahuje pievazné kodujici sekvence genti zabezpecujici spravnou
vitalni funk¢énost spirochety a homology znamych housekeeping genti. Plazmidy maji naopak
mensi pocet kddujicich sekvenci, ale 1 toto malé mnozstvi kodujicich sekvenci koduje velmi
dualezité proteiny, které se ucastni béhem raznych fazi Zivotniho cyklu Bb (Iyer ef al., 2003;
Rosa et al., 2005; Margos et al., 2009). Tyto bakterie ovSem nekdduji vSechny potiebné
proteiny s bunécnou biosyntetickou aktivitou, tudiZ se z nich stavaji organismy na hostiteli
¢1 vektoru zavislé. To je také diivod, pro€ jsou pii kultivaci spirochet Bb v in vitro podminkach

potieba komplexni kultivacni média doplnéna savéim krevnim sérem (Fraser et al., 1997).

3.3.3 Dalsi morfologické formy Bbsl

Jiz od roku 1905 se piedpokladalo, ze Borrelia burgdorferi ma i odlisné formy,
nez jen formu spirdlni (Miklossy et al., 2008). Dnes je jiz znamo, Ze je spirocheta Bb schopna
vlivem nevhodnych podminek prostiedi transformovat svou morfologii pohyblivé spirochety
do riznych nepohyblivych sférickych télisek (RBs — ,,round bodies*), které jsou vici témto
nevhodnym podminkam odolng&jsi (Brorson et al., 2009; Merildinen et al., 2016).
Pti fyziologické in vitro kultivaci se B. burgdorferi vyskytuje nejcastéji jako spirocheta.
V malém mnozstvi lze vSak najit i formy odliSné, nejcastéji membranové vezikuly a agregaty
Bb — ,,biofilm-like* kolonie (Merildinen ef al., 2015).

Kvili nesjednocené klasifikaci a nazvoslovi je obtizné rozdélit jednotlivée formy
do urcitych skupin a je velmi matouci ptifazovat jednotlivé hovorové pojmy k danym formam.
V této préci se tedy budu drZet souhrnného rozdéleni, které uvetejnil se svymi spolupracovniky
vyzkumnik Lantos v roce 2014 (viz Tabulka 1 nize). V dalsi Casti se tak zaméfim predevsim

na formy cystické, granularni vezikuly oznacované jako ,,blebs*, i sférické formy bez bunécéné
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stény — tzv. L-formy (Lantos et al., 2014). A v neposledni fad¢ se také zminim o agregatech Bb

(,,biofilm-like* koloniich).

Tabulka 1: Souhrnna terminologie jednotlivych morfologickych variant Borrelia burgdorferi
(upraveno dle Barbour et Hayes, 1986; Lantos et al., 2014; Merildinen et al., 2015).

Nazev morfologické formy DalSi uzivané pojmy

,,coccoid bodies*
emmae*

,,.Blebs* "8

granula

vezikuly

,cell wall-deficient form*
L-forma ,,round bodies*
sféroplast ¢i protoplast

Cysta ,,yound bodies*

Nevhodné podminky pro spirochety Bb mohou nastat naptiklad pii zméné pH prostiedi
(Murgia et Cinco, 2004), pti osmotickych zménach (Brorson et Brorson, 1998a), pfi expozici
ruznym antibiotiktim (Kersten et al., 1995), ¢i pii depleci potfebnych metabolitt. Také ale muze
dochazet k morfologickym zménam v disledku stafi spirochet nezavisle na podminkach
prostiedi (Burgdorfer et Hayes, 1989). Kromé toho byla prokézana indukce morfologickych
zmén spirochet také v mozkomiSnim moku a v lidském krevnim séru (Brorson et Brorson,
1998b; Merilédinen et al., 2015). V in vitro, ale 1v in vivo podminkach byla také dokazana
navratnost sférickych forem do plivodni spirochetdlni podoby (Brorson ef Brorson, 1998a;
Brorson et Brorson, 1998b; Gruntar et al., 2001). Tyto sférické formy Bb jsou odlisné
fagocytovany diferencovanymi makrofagy, a tudiz indukuji jinou imunitni odpovéd’ (produkci
jinych cytokint a chemokinll) nez spirochety pfii in vitro kultivaci (Merildinen et al., 2016).
Bylo také potvrzeno, Ze jednotlivé morfologické formy spirochet Bb se liSi v expresi
membranovych proteinti, a tak maji 1odliSné antigenni vlastnosti (Alban et al, 2000;
Merilédinen et al., 2016).

I ptes malo informaci o pfesném prubéhu transformace spirochet Bb do sférickych
forem bylo pomoci elektronové mikroskopie zjisténo, ze zména do cystickych tvart probiha
pocate¢nim vypoulenim membrany a naslednym slozenim protoplazmatického cylindru uvnitt
vngj§i membrany (Murgia et Cinco, 2004). Prokdzano také bylo, Ze bic¢iky spirochet
s deficientnim hlavnim proteinem FlaB nijak neovlivnily tvorbu sférickych forem (Al-Robaiy

etal.,2010).
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Jelikoz je zndmo velmi malo o jednotlivych sférickych formach Bb, existuje mnoho
kontroverznich ndzorti tykajicich se vyznamu jednotlivych pleomorfnich forem Bb
v patogenezi LB (Lantos et al., 2014; Merilédinen et al., 2015).

Jednim z dnes uvazovanych nazorl je, Ze diky morfologickym zméndm disponuji
Bb dal§im moznym mechanismem, ktery jim umozZiuje uniknout imunitnimu systému hostitele
a prodluzuje tak jejich perzistenci v hostitelové téle 1 béhem nevhodnych podminek (Miklossy
et al., 2008; Merildinen et al., 2016). Mohou tedy byt jednou z moZznych pfi¢in chronickych
infekci (Kersten ef al., 1995; Brorson, 2009). I kdyZ nejsou zavéry jednotlivych vyzkumu jesté
zcela piijaty, je vSak jiz dnes evidentni, Ze urcitou roli v patogenezi LB tyto sférické formy

zastavaji (Merildinen ef al., 2016).

,,Blebs*

Jedné se o rtizné€ velké extracelularni vezikuly, které Bbsl produkuje v nevhodnych
kultiva¢nich podminkach ve velkém poctu (jak in vitro, tak 1 in vivo), napt. pfi osmotickych
a teplotnich zméndach, pfi zménach pH, pfi expozici anti-boredlnim protilatkdm, komplementu
a antibiotiktim. Tato tvorba je taky zavisld na stafi boredlni kultury (Barbour et Hayes, 1986;
Garon ef al., 1989; Dorward ef al., 1991; Radolf ef al., 1994). Tyto formy Bb byly nalezeny
jak v mozkomisnim moku, tak i ve vzorcich krve pacienti (Hulinska et al., 1994). Jsou
to odSkrcované vezikuly ze spirochetdlni formy (viz Obrazek 2B niZe), kdy kazda vezikula
disponuje vnéj§i membranou a nékteré mohou obsahovat i cytoplazmatickou membranu
(Radolf et al., 1994). Uvadénou pramérnou velikosti vezikul je 1,3 um (Merildinen et al.,
2015). Dalsimi vyzkumy bylo také prokazano, ze Zadna z indukovanych vezikul neobsahovala
41kDa FlaB (Dorward et al., 1991; Bergstrom et al., 2002). Naopak obsahovaly jak linearni,
tak 1 kruhovou plazmidovou DNA, a to pievazné tu, ktera obsahovala geny osp (Garon et al.,
1989; Persing et al., 1994; Radolf et al., 1994; Bergstrom et al., 2002). V jejich membrané
tak byly detekované jak OspA, OspB, adhezivni molekuly k endoteliim hostitele, tak 1 dalsi
nizkomolekularni lipoproteiny neznamé funkce (Dorward et al., 1991; Katona et al., 1992;
Shoberg ef Thomas, 1993; Shoberg et Thomas, 1995). Nelze tedy popfit moznou tlohu vezikul
Bb v procesu vymény genetické informace (Garon et al., 1989; Alban et al., 2000).

V prvotnich studiich byla tato sférickd forma myln€ povaZzovéna za jedno z vyvojovych
stadii Bb (Barbour et Hayes, 1986). Dnes je jiz znamo, Ze se o zadné vyvojové stadium Bb
nejedna, ale ze jsou to subceluldrni formy schopné vyvolat imunitni odpovéd’ (Miklossy et al.,

2008). Jsou povazovany za silné B-lymfocytové mitogeny (latky indukujici bunécnou
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proliferaci polyklonalnich B-lymfocytl) a indukuji sekreci IgM protilatek (Whitmire et Garon,
1993; Merildinen et al., 2015). Jednim z uvazovanych diivoda tvorby je 1 ochrana spirochet
pted jejich detekci imunitnim systémem, jelikoZ se ¢ast antigenli nachdzi ve vezikulach
(Hulinska et al., 1994).

I dnes vSak neni zcela jasné k ¢emu tyto vezikuly slouzi (Merildinen et al., 2015).
Na rozdil od cystickych forem vSak nejsou vezikuly metabolicky aktivni a jsou tudiz neschopné

dalsi kultivace ¢i premény zpét do spirochetalni podoby (Alban et al., 2000).

Cysty

Cysty B. burgdorferi vznikaji zménou bunécéné integrity a naslednou zménou tvaru
spirochet do (nejcastéji nepravidelné) sférické formy, kterd je nepohybliva (Brorson et Brorson,
1997; Alban et al., 2000). Tyto cystické formy jsou opét indukovany pii nepiiznivych
podminkach prosttedi (napf. pii vystaveni antibiotikiim, protilatkdm, oxidativnimu stresu,
depleci metabolit,, zméné pH a teploty), ale 1 stafi bakterialni kultury hraje roli (Kersten et al.,
1995; Brorson et Brorson, 1997; Brorson et Brorson, 1998b; Alban et al., 2000; Murgia
et Cinco, 2004). Vyznamnou studii byla prace P. S. Albana, ktery se svymi spolupracovniky
indukoval cysty pfti in vitro podminkach v médiu RPMI-1640 bez ptidavku krali¢iho krevniho
séra. Spirochety tak nemély zadny zdroj mastnych kyselin a tukii. Dochézelo tak tedy k tvorbé
cyst (transformovano ptiblizné 90 % spirochet béhem prvnich 48 hodin), kterd mohla byt
zastavena pridavkem antibiotika tetracyklinu. Po pfidani krali¢iho krevniho séra ¢i BSK II
média ke kultufe doSlo k pfeméné cystické formy do formy spirochetdlni (béhem 2 dnti
pfiblizné¢ u poloviny cyst). V pribéhu hladovéni doSlo k syntéze vice nez 20 proteind,
z nichz nékteré byly antigenni pro savciho hostitele. Tyto proteiny byly oznafeny jako
»serum-starvation proteins® (SSPs) a nckteré z nich byly identifikovany jako homology
k spirochetadlnimu VISE a OspA proteinu. Hladovéni tak indukovalo zmény v syntéze proteinti
a doslo ke zméné tvaru spirochety (Brorson et Brorson, 1998b; Alban et al., 2000).

Tvorba cyst zaCind stocenim spirochety do uzli. Uvnitt cysty se pak nachazi
bud’ stoeny protoplazmaticky cylindr s biiky a makromolekuly (miize také dochazet
ke vzniku cyst z vice spirochet), nebo uvnitt cysty vznika zfizovana jednolita hmota (,,jadro®)
tvotici se u starSich cyst. Velikost jednotlivych cyst se odviji od po¢tu obsazenych spirochet
v této cysté. Stoceny protoplazmaticky cylindr mé obvyklou trilaminérni membréanu (neztraci
tak ani vrstvu peptidoglykanovou) (Brorson ef Brorson, 1997; Brorson et Brorson, 1998b;

Miklossy et al., 2008; Merildinen et al., 2015), ackoliv ma zaroven odliSnou architekturu.
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Postradd nékteré povrchové lipoproteiny nachazejici se u spirochetadlni formy. Na povrchu
zivych cyst se nachéazi OspA, naopak u mrtvych cyst se OspA nachazi uvniti buiikky (Hulinska
et al., 1994; Hulinska, 2013; Merilédinen et al., 2015). Tento OspA je v ptipad¢ cyst exprimovan
ve vetsi mife (Alban et al., 2000). Na Obrazku 2 viz niZe je pomoci transmisni elektronové
mikroskopie zaznamenan obecny tvar transformované spirochety po 48hodinové kultivaci
v RPMI-1640 médiu bez ptitomného krevniho séra. Timto typickym tvarem je tedy okrouhla
Castice s Casto jednim koncem stocené spirochety vy¢nivajicim z povrchu této sférické formy.
U néekterych cyst je také patrné odSkrcovani vezikul oznacujicich se jako ,,blebs* (Alban et al.,

2000; Al-Robaiy et al., 2010).

o - 4 *

e P @ ®

Obrazek 2: Zachyceni morfologickych struktur B. burgdorferi (Bb) pomoci transmisni elektronové
mikroskopie po dvoudenni kultivaci v RPMI-1640 médiu bez pridavku krevniho séra; A — snimek

spirochet a cystickych forem Bb, B — detailni struktura cystické formy Bb s odskrcujicimi se vacky
oznacenymi Sipkami (upraveno dle Alban et al., 2000).

Tvorba cystickych forem je pomaly, ale aktivni proces vyzadujici syntézu proteini
a nejedna se tedy o degenerativni formy spirochet bez metabolické aktivity (Alban et al., 2000).
Navratnost do mobilni spirochetalni formy byla prokdzéana jak in vitro, tak i in vivo. Cysty
se po vystaveni vhodnym in vitro podminkdm navraceji béhem 10 sekund do neporusenych
nepohyblivych spirochet, které svou pohyblivost ziskavaji po 12—15 hodinach po rozbaleni.
Mnozstvi retransformovanych spirochet a doba trvani konverze se 1is$i dle délky kultivace
v nevhodnych podminkéch. Cystické formy byly nalezeny v ur€itych tkénich a nachazi se tedy
jak extracelularné, tak i intracelularné. Intracelularni vyskyt v neuronech a gliovych bunkéach,
tedy v imunologicky privilegovanych tkanich, by mohl vysvétlit dlouhou perzistenci
Bb v hostiteli (Hulinskd et al., 1994; Brorson et Brorson, 1997; Brorson ef Brorson, 1998b;
Alban et al., 2000; Miklossy et al., 2008).
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Meéilo se za to, ze cystické formy nejsou patogennimi, ale Ze se jedna jen o degenerativni
formy spirochet a jsou rezistentni vii¢i antibiotikim (Brorson et Brorson, 1997). Dnes
se jiz jejich patogenita pfipousti, a to hlavné diky vysledkiim studie in vivo konverze cyst
do ptvodni spirochetalni formy (Gruntar et al., 2001). Toto stadium je povaZzované za stddium
»klidové®“ s nizkou metabolickou aktivitou, které umoziuje spirocheté preckat neptiznivé
podminky. Tyto formy tak mohou vysvétlit relapsujici problémy pacienti s LB (Brorson
et Brorson, 1997).

Nekteti autofi se také zminuji o spojitosti vyskytu cystickych forem Bb v mozkomiSnim
moku s neurodegenerativnimi onemocnénimi (Allan ef al., 2009). Tento vyskyt cystickych
forem byl prokdzan jak u Ctyf pacientd s Alzheimerovou chorobou, tak 1 u osmi pacientli
s roztrouSenou skler6zou. Z téchto studii vSak nebylo patrné, zdali tito pacienti prodélali LB
bez nebo s vhodnou antibiotickou lé€bou. Dalsi studie pacientl s témito neurodegenerativnimi
poruchami tuto spojitost nepotvrdily a tato teorie je stale diskutabilni (Marques et al., 2000;
Miklossy et al., 2008; Lantos et al., 2014).

V dnesni dobé je také hodné diskutovanym onemocnénim Baggio-Y oshinari syndrom
(Brazilian LD-like illness — dle mista piivodu identifikace), ktery je pifenaSen klistétem rodu
Amblyomma, Dermacentor a Rhipicephalus. Toto onemocnéni se vyskytuje prevazné v Brazilii
amozna je pfitomné 1 v dalSich zemich Jizni Ameriky. Za plvodce tohoto onemocnéni
je pokladéna atypicka morfologicka forma spirochety B. burgdorferi sensu stricto.

Baggio-Yoshinari syndrom ma totozné klinické ptiznaky jako lymeskéa borelioza.
Odlisuje se pouze svou velmi Castou rekurenci, a to 1 po vhodné antibiotické terapii, tedy
reaktivaci symptomi, které jsou Casto obtizn¢ diagnostikovatelné a 1écitelné. OdliSnost tohoto
onemocnéni od LB je vysvétlovana odliSnym vektorem, podnebim i odliSnou biodiverzitou

(Yoshinari et al., 2010; Mantovani ef al., 2012; Miziara et al., 2018).

L-forma bakterii Borrelia burgdorferi

Jedna se o transformované spirochetdlni formy bez bunécné stény, které poprveé popsal
roku 1993 Margulis se svymi spolupracovniky. Prvni zpravou o provedené transformaci
spirochet Bb do sféroplastickych forem byla roku 1995 prace vyzkumnika Davida Brucka
ajeho spolupracovniku, ktefi ve svém vyzkumu popsali pribéh transformace a také
ultrastrukturu vzniklych sféroplasti. Z téchto sféroplastli na konci transformace vycnivaly
shluky biciku, nejspiSe kvlli minimalnimu mechanickému naruSeni spirochety. Touto studii

se jim tedy také nabidl pohled na mozny mechanismus imunitniho systému hostitele, ktery
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se tyto biCiky snazi vystavit vné bakterie, kvili pfitomnosti velmi imunogennich epitopt
(Bruck et al., 1995).

Rok poté Preac-Mursic se svymi kolegy uveiejnila vysledky své studie vénujici
se indukci a kultivaci L-forem Bb (Preac-Mursic et al., 1996; Stricker et Johnson, 2011).
Vysledkem tedy bylo, Ze tyto L-formy jsou bez Ci s Castecné zachovalou bunécnou sténou
a k jejich indukci mtze dochazet jak enzymatickym travenim, tak i Caste¢nou ¢i uplnou inhibici
syntézy bakteridlni bunécné stény. Pii in vitro kultivaci se tyto L-formy tvofi za vySe zminénych
nevhodnych podminek, tedy v nevhodném kultivaénim médiu, pfi zménach pH, pfi vystaveni
spirochet enzymatické aktivité, komplementu ¢i u¢inkim antibiotik. Vyznamnym objevem
bylo, Ze tyto L-formy mohou byt nejsiln€ji indukovany in vivo pfi terapii penicilinem, tedy
po podani B-laktamovych antibiotik. Diky tomuto mechanismu by Bb mohly pfispivat
k chronickym obtiZim.

Tyto nemotilni L-formy jsou povazovany za geneticky identické spirochétdm a bylo
prokdzéano, ze sféroplasty Bb jsou jak metabolicky, tak 1 transla¢né€ aktivni, jsou odoIng&jsi viici
zménam prostiedi, ale zaroven postradaji funkci se délit. Proto jejich navrat zpét
do spirochetalni formy pfi kultivaci ve vhodném médiu je ¢asto velmi dlouhodoby ¢i Uplné
nemozny. Vyznam tvorby téchto L-forem je opét velmi kontroverznim tématem diskuzi.
Jednim z ndzoru je, Ze diky tomuto mechanismu Bb mohou déle perzistovat v hostiteli a mit
urcitou roli v patogenezi LB. Tento nazor podporuje 1 vyskyt t€chto L-forem v odebranych
vzorcich pacientli 1écenych adekvatnimi antibiotiky (Bruck et al., 1995; Preac-Mursic ef al.,

1996; Allan et al., 2009).

»Biofilm-like* kolonie (BFL)

Mnoho bakterii se shlukuje do tzv. biofilmi (splet bakterii obalené vlastni
vyprodukovanou polymerni matrix), které bakterie chrani pfed u¢inky neptiznivého prostiedi
(Costerton et al., 1999; Sapi et al., 2012). Prvni studie, kterd se zabyvala koloniemi
B. burgdorferi, byla studie vyzkumnika T. J. Kurttiho, ktery se svymi spolupracovniky
pozoroval kolonie dvou kment Bb kultivovanych na BSK mediu s ptimési agarozy (Kurtti
et al., 1987). Pozd¢jsimi studiemi bylo potvrzeno, ze Bb je schopna tvofit biofilmu-podobné
kolonie (BFL; viz Obrazek 3 nize), a to jak na biotickych 1 abiotickych substratech,
tak je schopna tvofit 1 disperzni agregaty (Sapi et al., 2012). U Bb byly tyto struktury prokazany
nejen pii in vitro kultivaci, ale byly pfitomny 1 v klistéti béhem a po sani krve hostitele

(Srivastava et de Silva, 2009). Nejedna se tedy o pouhé agregaty bunck, ale jsou to shluky
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bakterii s charakteristickou bunécnou architekturou pro mnoho bakterialnich biofilmt. V tomto
piipadé¢ jsou tedy kolonie tvofeny riznymi morfologickymi formami Bb (spirochetami, cystami
a vezikulami), coz bylo prokazano jak v in vitro, tak 1 v in vivo podminkach (Sapi et al., 2012;

Merilédinen et al., 2015).

Obrazek 3: Snimek ,biofilm-like" kolonie kmene B. burgdorferi B31 v Casné fazi vyvoje
(po dvoudenni in vitro kultivaci) pozorované pomoci svételné mikroskopie v temném poli, zvétSeni
400x (upraveno dle Sapi et al., 2012).

Vysoka odolnost téchto agregatu je zprostfedkovana unikatni ochrannou vrstvou
extracelularnich polymernich latek (EPS), které jsou vylu¢ovany agregovanymi bunikami (Sapi
et al., 2012; Merildinen et al., 2015). Tvorba BFL je podporovana vysokou hustotou bunck
pii in vitro kultivaci, neni to vSak jediny faktor, ktery tuto tvorbu podporuje. Tvorba je dale
pozitivné ovlivnéna také vyssi teplotou a nizkym pH (Srivastava et de Silva, 2009; Merildinen
et al., 2015). V in vitro podminkach bylo také prokazano, ze zvySena exprese OspC nema vliv
na agregaci Bb (Srivastava ef de Silva, 2009). Suspendované biofilmy disponuji stejnymi
vlastnostmi jako biofilmy ptisedlé k povrchu. Maji tedy ochranou extracelularni polymerni
vrstvu, kterd obsahuje predev§im polysacharid alginat s pfitomnym vapnikem a nepostrada-
telnou extracelularni DNA. Extracelularni DNA v tomto pfipad¢ zastava n€kolik funkci, jednou
z nich je pocatecni substratové upevnéni a stabilizace extracelularni matrix (Whitchurch ez al.,
2002; Sapi et al., 2012; Di Domenico et al., 2018). Bylo také prokazano, ze soucasti EPS
suspendovanych kolonii Bb jsou proteiny podobné kolagenu (Merildinen ef al., 2015). Soucasti
biofilm1 jsou i struktury podobné kandlkiim, které dle autorii nejspise slouZzi k pfisunu Zivin
a kysliku k agregovanym bunkdm a zaroven také odvadi metabolity (Costerton et al., 1999;
Sapi et al., 2012; Di Domenico ef al., 2018).

Neni mnoho praci zabyvajicich se biofilmy Bb a jejich klinickymi disledky. Obecné

vSak lze fici, Ze mnohé bakteridlni biofilmy (naptiklad biofilmy tvofené bakteriemi
17



Pseudomonas aeruginosa, E. coli a dal§imi) s jejich rezistenci k antibiotiklim a imunitnim
reakcim hraji nemalou roli v chronickych a perzistentnich infekcich (Costerton et al., 1999).
U Borrelia burgdorferi ovsem neni tipIn€ objasnéna funkce téchto agregatu. Je naptiklad mozné
pfemyslet, Ze diky tvorbé téchto biofilmid Bb dochazi ke zlepSeni pfilnavosti bakterie
k hostitelské burice a vyvarovani se tak fagocytozy, v ¢em by mohla dopomoci prave ptitomnost
kolagenu-podobnych proteinii v EPS (Barbour, 1984; Srivastava et de Silva, 2009; Merildinen
etal., 2015).

Pro sjednoceni jednotlivych informaci ohledné vySe zminénych morfologickych

formach Bb jsem nize zatadila jejich ptehlednou charakteristiku (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Souhrnny popis jednotlivych morfologickych forem B. burgdorferi (upraveno
dle Merildinen et al., 2015).

Nazev morfologické formy Popis morfologie Prumérna velikost
Spirocheta podlouhly spiralni tvar 20 pm (= prumérna délka)
Blebs® malé, sférické j/é(il.cy ne’bo 134043 um’
na spirochet¢ ptisedlé
Cystické formy (,,round bodies*) vetsi, sféricky tvar 2,8+0,46 um’
agregat spirochet (Casto ., N
h 1
, Biofilm-like* kolonie i vezikul a cystickych forem) obsahuje vice nez 10

spirochet/vezikul/,,RBs*

chranény EPS

* znamena + smérodatna odchylka (SD)
RBs — ,,round bodies*
EPS — extracelularni polymerni vrstva

Terapie odliSnych forem spirochet Borrelia burgdorferi

Jelikoz zatim neexistuji piesvédcivé dukazy, které by naprosto vyvracely ulohu
naptiklad cystickych forem v patogenezi lymeské borelidzy, je tedy nutné pfipustit i moznost,
ze by tyto morfologické formy mohly byt zodpovédné za chronické obtize pacienti.
Pro nejefektivnéjsi eradikaci vSech morfologickych forem B. burgdorferi je tedy nezbytné
studovat u¢innost rtiznych antibiotik na jednotlivé morfologické formy Bb. Zaroven takeé
pozorovat vliv jednotlivych antibiotik na indukeci téchto morfologickych zmén a predchéazet
jim. Riznd senzitivita odliSnych morfologickych forem k jednotlivym antibiotikim
by tak mohla odlvodnit delsi perzistenci Bb v hostiteli. V roce 2011 byla provedena studie
v in vitro podminkéch na nejvice rezistentnich formach Bb, a to na biofilmech a na cystickych
formach. Tato studie pozorovala G¢inek péti antibiotik (doxycyklinu, amoxicilinu, tigecyklinu,
metronidazolu a tinidazolu) na tfech riiznych morfologickych forméch bakterie B. burgdorferi

(spirochetalnich, cystickych a na biofilmech). Vysledky byly ptekvapujici, jelikoZ v dnesni
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dobé se lymeskd borelioza 1é¢i predev§Sim doxycyklinem ¢i amoxicilinem. Doxycyklin
eradikoval ptiblizné 90 % spirochet Bb, zaroven vSak dvojnasobné zvySoval vyskyt stérickych
forem Bb. Amoxicilin naproti tomu eradikoval piiblizn¢ 85 % az 90 % spirochet a uc€innost
eradikace sférickych forem byla piiblizn¢ 68%. Metronidazol snizil pocet spirochet o 90 %
a sférickych forem az o 80 %. Tigecyklin a tinidazol vykazovaly 80% az 90% eradikacni
ucinnost, a to jak na spirochetélni, tak 1 sférickou formu Bb. Tinidazol vSak jako jediny snizil
az 90 % zivotaschopnych Bb v biofilmech. U ostatnich Ctyt antibiotik se u¢innost pohybovala
mezi 30 % az 55 % (Brorson ef Brorson, 1999; Honegr, 2009; Sapi et al., 2011). Je vSak nutné
vzit v uvahu, ze nékterd z vySe jmenovanych antibiotik jsou antibiotika bakteriostaticka a nelze
tak ptedpokladat 100% eliminaci Bb pfti in vitro kultivaci. Efektivnost eradikace Bb t€mito
antibiotiky pfi in vivo podminkach je totiz zvySena imunitnim systémem hostitele.

Pti porovnani téchto vysledkt s in vivo antibiotickou terapii provedenou na mysich vSak
jednotlivé vysledky spolu nesouhlasi. Napiiklad antibiotikum tigecyklin bylo netc¢inné
v pozdnich fazich LB pfi in vivo kultivaci. Existuji ale mnoha vysvétleni, kterd by tento
nesoulad mohla ozifejmit. Napiiklad intracelularni vyskyt Bb ¢i vyskyt rezistentnich biofilmt
v pozdnich fazich LB na které toto antibiotikum pf#ili§ u¢inné neni (Brorson et al., 2009; Sapi
etal.,2011).

V nasledujicich letech byla provedena dalsi studie, kterd pozorovala ucinek rtizné
kombinovanych antibiotik na odli$né morfologické formy Bb. Tato studie poskytuje dalSich
23 kandidéatnich 1é€iv, které jsou uc€innéjsi na spirochetalni formu nez amoxicilin ¢i doxycyklin.
A jedenact z nich bylo také uc¢innégjSich proti RBs nez metronidazol a tinidazol (Feng et al.,

2016).

19



4 Material a metody
4.1 Biologicky material

4.1.1 Bakterialni kultura pouZzita v experimentu

Bakterialni kultura kmene Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 (ATCC 35210) byla
poskytnuta pani doktorkou M. J. Caimano, UConn Health, Farmington, Connecticut, USA.
Tyto bakterie se uchovavaly zamrazené pii -80 °C. Po rozmraZeni se spirochety Bb kultivovaly
v komplexnim médiu BSK-H complete, které jiz obsahuje 6 % krali¢iho krevniho séra. Bylo
tedy jen nutné do né&j ptidat pred kazdou kultivaci antibioticky roztok obsahujici rifampicin,
fosfomycin a amfotericin B v poméru 1:100 (k BSK-H médiu). Bakterialni kultura pak byla
kultivovana v termostatu pii 34 °C.

Nartst bakterialni kultury bylo moZné vizualné hodnotit dle zmény barvy kultiva¢niho
média diky tomu, ze BSK-H complete médium obsahuje fenolovou Cerven, coz je acidobazicky
indikator. Pfi neutralnim pH je kultivaéni médiu zbarveno do ¢erveno-oranZova pii acidifikaci
kultivaéniho média dochdzi ke zméné barvy, a to do Zluté. Tato zména indikuje, Ze bakterialni
kultura se rozrista (Rosa et al., 2010). Potvrzeni v§ak musi byt provedeno mikroskopickymi

metodami.

4.1.2 Buné¢na linie pouzita v experimentu

Suspenzni lidskad (Homo sapiens sapiens L.) bunécnd linie U937 (Human Caucasian
histiocytic lymphoma cell line; ECACC 85011440). Tato bunécna linie byla poprvé izolovana
v roce 1976 z diftizniho histiocytarniho lymfomu 37letého kavkazského pacienta. Jedna se tedy
o nediferenciované naddorové buiitky monocytarniho typu. Tyto buiiky se mohou diferencovat
do fagocyticky aktivni monocyto-makrofagové linie (Sundstrom et Nilsson, 1976). Bunécna
linie byla zakoupena z firmy Sigma-Aldrich, USA.

Buiiky se uchovavaly zamrazené v tekutém dusiku (-196 °C). Po rozmrazeni byly tyto
eukaryotické bunky pifevedeny do kultivaéni ldhve pro suspenzni bunky obsahujici
ptedpfipravené kultivaéni médium RPMI-1640 s 10% fetdlnim bovinnim sérem (FBS)
aroztokem streptomycinu s penicilinem v poméru 1:100 (ke kultivaénimu médiu s FBS).
Buiiky se poté kultivovaly v inkubatoru pti 37 °C a v atmosféie s 5 % CO,. Tyto buiiky bylo

také nutné pasazovat nejlépe 2x tydné.
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

O

o

Deionizovana voda

Complete BSK-H médium (Sigma-Aldrich)

RPMI-1640 médium (Biosera)

5 mmol-1"! roztok CFSE — fluorescenéni barvivo karboxyfluorescein sukcinimidyl
ester (Sigma Aldrich)

Fetalni bovinni krevni sérum — FBS (Gibco)

Roztok antibiotik pro kultivaci eukaryotickych bunék — Penicillin-Streptomycin
(Sigma-Aldrich) — oznacen jako antibioticky roztok A

Rifampicin (Serva)

Amfotericin B (Sigma-Aldrich)

Fosfomycin (Sigma—Aldrich)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Chlorid draselny (Lach-Ner)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)

Trypanovéa modf (Sigma-Aldrich)

Roztok paraformaldehydu (Electron Microscopy Sciences)

Vv oW

Lak na nehty (bézné dostupny)

4.2.2 Pouzité soupravy

o

o

LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007)
VECTASHIELD® Mountig Medium for Fluorescence with DAPI (Vector
Laboratories, Inc., H-1200)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

o

10x PBS pufr (zasobni roztok):

— 240 g chloridu sodného

— 6 g chloridu draselného

— 40 g hydrogenfosfore¢nanu disodného dodekahydratu
— 6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho

Rozpustit ve 3 | deionizované vody.
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O

o

1x PBS pufr (pracovni roztok):

Na ptipravu 1 1 tohoto roztoku je potfeba dikladné smichat 900 ml deionizované
vody se 100 ml zasobniho roztoku 10x PBS.

antibioticky roztok pro kultivaci Bb — oznacen jako antibioticky roztok B:

— 5 mg rifampicinu

— 2 mg fosfomycinu

— 250 pg amfotericinu B

Rozpustit v 5 ml BSK-H média. R4dné promichat a ke kultivaci Bb fedit v poméru

1:100 (ke kultivacnimu médiu).

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Z diivodu modernizace prostor a zafizeni v laboratofi Ustavu imunologie Lékarské

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci jsou nékteré zafizeni niZe zminéné dvakrat

(jak ptivodni, tak 1 ptistroj nove potizeny):

o

o

o

laminarni box biohazard LC2.12 (Jouan)

laminérni box biohazard SafeFAST Top (FASTER)

laminarni box aura-VF48 (EuroClone® BioAir®)

termostat mikrobiologicky BT 120M (Laboratorni pfistroje Praha)

inkubator pro eukaryotické buitky — CO> Incubator MCO-19AIC (SANYO)

COz inkubator MCO-170AIC-PE CO; Incubator (PANASONIC)

centrifuga stolni chlazend — MIKRO 22 R ZENTRIFUGEN (HETTICH)

bézné pocitatové vybaveni

fluorescen¢ni mikroskop Axioskop (Opton) s kamerou DP70 (Olympus)
mikroskop inverzni DMIL (Leica)

chladnicka (LIEBHERR)

kompaktni cytocentrifuga s 12 pozicemi — StatSpin Cytofuge 12 (Iris)

sada jednokanalovych automatickych mikropipet s riiznymi objemovymi rozsahy
(minimalni rozsah 0,2 pl a maximalni 1000 pl) — Thermo Scientific™ Finnpipette™

vyrobnik deionizované vody — AQUAL® 29 (Aqual s.r.0.)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Vsechny praktické ukony provadét za aseptickych podminek (v laminérnich boxech),
kromé centrifugovani a mikroskopovani. Samoziejmosti je také dodrZzovani postupti a zasad

prace s infekénim a biologickym materialem.

4.4.1 Kultivace a barveni bakterii B. burgdorferi s. s. pro pozorovani
ve fluorescenénim mikroskopu

K barveni vzorku bakterialni kultury bylo pouzito dvou technik. Prvni z nich vyuzivala
fluorochrom CFSE a pii druhé technice fluorescencniho barveni byla vyuzita souprava
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007).

Barveni za pouZiti fluorochromu CFSE je univerzalni fluorescenéné barvici metodou
pro intracelularni znaceni Zivych bunék. Principem tohoto barveni je vyuziti nepolarni latky
5(6)-karboxyfluorescein diacetdt N-sukcinimidyl esteru (CFDA-SE), ktery pronikd pies
cytoplazmatickou membranu vSech bunék do cytosolu, kde je v zivych buiikach deacetylovan
intracelularnimi esterdzami. V zivych bunkach tak vznikad polarni karboxyfluorescein
sukcinimidyl ester (CFSE), ktery minimélné prostupuje cytoplazmatickou membranou
a dochazi tak k hromadéni CFSE v cytosolu bunék, kde ma ¢as se kovalentné navazat k volnym
aminoskupindm proteini. Dava tak vzniknout velmi stabilnim amidovym vazbam. CFSE
vykazuje fluorescenci na rozdil od CFDA-SE. VInova délka potiebna k excitaci tohoto
fluorochromu je 491 nm, emisni vinova délka je pak 518 nm. Fluorochrom CFSE tedy vykazuje
ve fluorescencnim mikroskopu zeleny signal (Parish, 1999).

Barveni za pouziti soupravy LIVE/DEAD® BacLight" Bacterial Viability Kit
(Molecular Probes, L7007) je vhodné pro rychlé kvantitativni ur€eni bakterialni viability. Tato
souprava obsahuje totiz dvé fluorescen¢ni sondy, které maji rtiznou prostupnost do bakterii,
afinitu k nukleovym kyselindm a rGzné spektralni vlastnosti. Jednim z nich je interkalaéni
barvivo propidium jodid (PI), které penetruje pouze do bakterii s poruSenou plazmatickou
membranou a interkaluje se mezi baze nukleovych kyselin. Jeho fluoresccence
se v mikroskopu jevi jako Cerveny signal (maxima Aex = 490 nm a Aem = 635 nm). Druhé
interkala¢ni barvivo, které je soudasti tohoto kitu, je barvivo SYTO® 9. Tento fluorochrom
prostupuje jak do bunék s porusenou, tak i do bunék s intaktni cytoplazmatickou membranou.
PI vSak disponuje vétsi afinitou k nukleové kyselin€, proto dochdzi v mrtvych bakteriich

k redukci fluorescence barviva SYTO® 9. SYTO® 9 vykazuje zeleny fluorescenéni signal,
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maxima Aex = 480 nm a Aem = 500 nm (Boulos et al., 1999; Molecular Probes, 2004). Pfi mém

experimentu byla pouZita smés téchto dvou fluorochromt v poméru 1:1.

Postup barveni Bb za pouziti fluorochromu CFSE

1.

Kultivovat bakteridlni suspenzi pii 34 °C v BSK-H médiu s piidavkem
antibiotického roztoku B (roztok rifampicinu, fosfomycinu a amfotericinu B).
Poté pfipravit dvé mikrozkumavky obsahujici kazdd 2 ml takto kultivované

bakterialni suspenze, nasledné zcentrifugovat pii 6000 rpm a 26 °C po dobu 10 min.

. Po zcentrifugovani slit supernatant z obou mikrozkumavek a sedimenty promyt

od zbytkt BSK-H média resuspendovanim v 500 pl 1x PBS pufru.

. Takto resuspendované sedimenty spojit do jedné 2ml mikrozkumavky a opét

vzorek centrifugovat za stejnych podminek popsanych vyse, viz 2. krok tohoto
postupu (v ptipad€ nutnosti opakovat znovu promyti vzorku 1 ml 1x PBS pufru

viz 3.—4. krok).

. Po fadném promyti supernatant opét slit a sediment resuspendovat v 1 ml PBS

pufru.
K takto pfipravenému vzorku piidat jesté 2 ul fluorochromu CFSE (5 mmol-1'"),
ten je nutno pfed pouzitim rozmrazit na pokojovou teplotu. Poté obarveny vzorek

inkubovat ve tmé¢ po dobu 30 min.

. Po 30min kultivaci si ptipravit mikroskopicky preparat s 10 pl tohoto obarveného

vzorku a pozorovat jej ve fluorescenénim mikroskopu pii 400x zvétSeni.

Postup barveni Bb za pouziti LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular
Probes, L.7007)

Postup tohoto barveni je shodny s postupem barveni Bb za pouziti fluorochromu CFSE

(viz vySe 1.-7. krok) s tim rozdilem, ze se misto 2 pl fluorochromu CFSE ptidavaji 2 pl smési

fluorochromit SYTO® 9 a propidium jodidu (1:1) z vySe jmenované soupravy (nutno smés pied

pouzitim rozmrazit na pokojovou teplotu). Po 30min kultivaci vysledky opét vyhodnotit

pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.
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4.4.2 Osmoticka indukce odliSnych morfologickych forem B. burgdorferi

1.

Kultivovat bakteridlni suspenzi pii 34 °C v BSK-H médiu s piidavkem
antibiotického roztoku B.

Poté pfipravit dvé mikrozkumavky obsahujici kazdd 2 ml takto kultivované
bakterialni suspenze, nasledn¢ centrifugovat 10 min pti 6000 rpm a 26 °C.

Po centrifugaci slit supernatant z obou mikrozkumavek a sedimenty promyt
od zbylého BSK-H média resuspendovanim v 500 pl 1x PBS pufru.

Takto resuspendované sedimenty spojit do jedné 2ml mikrozkumavky a opét
vzorek centrifugovat za stejnych podminek popsanych vyse, viz 2. krok (v ptipadé
nutnosti opakovat znovu promyti vzorku 1 ml 1x PBS pufru).

Nasledné po fadném promyti supernatant opét slit, sediment resuspendovat ve 2 ml

deionizované vody a nechat 30 min kultivovat pti pokojové teploté.

. Po 30 min dobfe promichat tuto bakteridlni kulturu a odebrat 30 pl do nové

mikrozkumavky. Do této mikrozkumavky ptidat jeste¢ 1,5 pl smési fluorochromt
z vySe jmenovaného kitu a inkubovat 15 min ve tmé.

Poté mikroskopovat ve fluorescenénim mikroskopu pii 400x zvétSend.

4.4.3 Kaultivace spirochet B. burgdorferi s. s. spolecné s buiikami buné¢né linie
U937

Kultivace spirochet Bb v koncentra¢nim gradientu 2 riznych médii ke stanoveni jejich

vhodného poméru.

1.

Ptepasazovat 1 ml bakteridlni suspenze do 12 ml BSK-H média s ptfidavkem

antibiotického roztoku B 1:100 (do média tedy ptidat 120 ul tohoto roztoku).

. Kultivovat v inkubatoru 10 dni pii 34 °C.

Po 10denni kultivaci si pfipravit jedenact 1,5ml mikrozkumavek s postupné
rostoucim koncentratnim gradientem BSK-H média k RPMI-1640 médiu
a do kazdé mikrozkumavky ptidat 10 pl antibiotického roztoku B. V prvni
mikrozkumavce tak bude 0 pl BSK-H média, 1000 pl RPMI-1640 média
a 10 pl antibiotického roztoku B (v jedenacté mikrozkumavce pak bude 1000 pl
BSK-H média, 0 ul RPMI-1640 média a 10 ul antibiotického roztoku B).

. Do kazdé¢ takto ptipravené mikrozkumavky s nartstajici koncentraci BSK-H média

napipetovat 50 pl Bb, které byly kultivované 10 dni.
Nechat kultivovat 5 dnti v inkubatoru pii 34 °C.
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6. Po 5denni kultivaci vizualné zhodnotit zménu barvy kultivaéniho média a poté

vSechny mikrozkumavky s bakteridlni suspenzi zcentrifugovat pii 6000 rpm
po dobu 10 min. Supernatanty slit a sedimenty promyt v 500 ul 1x PBS pufru a opét

zcentrifugovat za stejnych podminek.

. Po promyti opét supernatanty slit a sedimenty resuspendovat ve 250 ul 1x PBS

pufru a do kazdé mikrozkumavky pfipipetovat 1 pl smési fluorochroml z vyse

jmenovaného kitu.

. Kultivovat ve tm&€ po dobu 30 min, poté pfipravit z jednotlivych vzork

mikroskopické preparaty (10 pl vzorku na sklicko) a nésledné mikroskopovat

jednotlivé vzorky ve fluorescenénim mikroskopu pii 200—400x zvétSeni.

Kultivace lidské bunécné linie U937 ke stanoveni vhodného poméru kultiva¢nich médii

1.

Po rozmraZeni eukaryotické bunky prevést do kultivaéniho média RPMI-1640
obsahujici 10% fetdlnim bovinnim sérum (FBS) s pifidavkem antibiotického
roztoku A 1:100 (roztok streptomycinu s penicilinem). Nechat kultivovat 4 dny
pii 37 °C v atmosfétre s 5 % COa.

Po 4denni kultivaci bunécnou kulturu promichat a odebrat 20 pl do mikrozkumavky
s20 pl trypanové modii (1:1) pro stanoveni koncentrace bunécné kultury
v Biirkerové komiirce. Buniky pocitame v inverznim mikroskopu pfi 100-200x
zvétSeni.

Koncentraci bun¢k v 1 ml bakteridlni suspenze (P) pak vypocteme na zakladé

tohoto vzorce:

celkovy poc¢et bb v n ¢tvercich  ,. ,
P=2,5-10°- YP - Fedéni

n

P — pocet bun¢k v 1 ml, n — pocet pocitanych ctverct, fedéni (1:1) =2

. Ptipravit si v mikrotitrani desti¢ce s 24 jamkami 5 jamek s koncentra¢nim

gradientem 2 médii a to tak, ze v prvni jamce bude 1000 pul RPMI-1640 média
s 10 pl antibiotického roztoku A, ve druhé jamce bude 800 pul RPMI-1640 média,
200 pl BSK-H média a 10 pl antibiotického roztoku A atd. V posledni jamce
pak bude 200 pl RPMI-1640 média, 800 pl BSK-H média a 10 pl antibiotického
roztoku A (ziskéni fedici fady 100% RPMI-1640 az 20% RPMI-1640).

Do kazdé jamky pak napipetovat odpovidajici mnozstvi dikladné promichané
bunécné kultury tak, aby bylo piiblizn€ 5000 bunék na jednu jamku (100 pl, pokud

ma bunééna kultura koncentraci 50 000 bb-ml").
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6. Nechat kultivovat 7 dnii (pti 37 °C v atmosféte s 5 % CO,) a poté vyhodnotit nartst

bunék v jednotlivych jamkach v inverznim mikroskopu pii 100-200x zvétSeni

ke stanoveni nejvhodnéjsiho poméru kultivacnich médii.

Kultivace lidské bunécné linie U937 a bakterialni kultury Bb ve shodnych kultiva¢nich

podminkach

1.

Do mikrotitracni destiCky s 96 jamkami napipetovat 2 stejné fady koncentra¢niho
gradientu 2 médii pod sebe. Celkové tedy 11 jamek ve dvou fadach (do prvnich
jamek napipetovat 200 ul RPMI-1640, do druhych jamek napipetovat 180 pnl
RPMI-1640 média a 20 pl BSK-H média, v jedenacté jamce pouze 200 ul BSK-H).

. Do jamek prvni fady koncentra¢niho gradientu médii napipetovat vzdy 10 pnl

bunééné kultury U937 a do jamek druh¢ fady koncentra¢niho gradientu napipetovat
20 pl bakteridlni kultury spirochet Bb.

. Do kazdé¢ jamky (22 jamek celkové€) pak ptipipetovat 2 pul antibiotického roztoku

B pouzivaného pfi kultivaci Bb.

. Takto kultury kultivovat 7 dni pti 37 °C a v kontrolované atmosféte s 5 % COs.

Po 7 dnech experiment vyhodnotit na zdklad€ nardstu a zvolit nejvhodnéjsi pomér

jednotlivych médii pro obé& kultury.

Spolecna kultivace lidské bunééné linie U937 s bakterialni kulturou Bb

1.

Obarvit 4 ml bakterialni suspenze Bb fluorescenénim barvivem CFSE dle navodu

vyse (Postup barveni Bb za pouziti fluorochromu CFSE).

. Béhem 30min kultivace Bb s CFSE zcentrifugovat 5—-10 ml eukaryotické kultury,

supernatant slit a sediment resuspendovat v 1 ml média slozeného z 50 % BSK-H

média a z 50 % RPMI-1640 média (pomér fedéni meédii 1:1).

. Z takto nafedéné eukaryotické kultury poté odebrat 20 ul do nové mikrozkumavky

s 20 ul trypanové modfi. Po fadném promichani aplikovat na Biirkerovu komiirku
a v inverznim mikroskopu spocitat 20 velkych ctvercu Biirkerovy komirky.
Vypoditat potiebnou koncentraci bb-ml! dle vyse zminéného vzorce (viz Kultivace

lidské bunécné linie U937 ke stanoveni vhodného poméru kultiva¢nich méditi).

. Poté napipetovat odpovidajici mnoZzstvi neobarvené euk. kultury do kultivacni

lahve tak, aby ve vysledném vzorku bylo pfiblizné 1,1-10¢ bb-ml-!. A toto mnozstvi
eukaryotické kultury doplnit do vyslednych 6 ml kombinovanym médiem BSK-H
s RPMI-1640 (1:1).
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10.

1.

12.
13.

14.

15.

16.

Obarvené Bb po 30min kultivaci zcentrifugovat a promyt 2x za sebou ve 2 ml
1x PBS pufru (nutné k vymyti CFSE). Tedy supernatant odlit, sediment
resuspendovat ve 2 ml 1x PBS pufru a zcentrifugovat pii 6000 rpm, 26 °C po dobu
10 min a provést jesté jednou.

Po druhém promyti sediment resuspendovat v 1 ml média slozeného z BSK-H

a RPMI-1640 (1:1).

. Z takto zfedéného vzorku obarvenych Bb poté odpipetovat 0,5 ml do kultivacni

lahve s 6 ml eukaryotickych bunék v kombinovaném médiu (z 5. kroku tohoto
postupu).

K takto pfipravenému 6,5ml vzorku pfipipetovat 65 ul antibiotického roztoku B
a nechat kultivovat 3 dny v inkubatoru pii 37 °C a kontrolovanou atmosférou
s5 % COa.

Po 3denni kultivaci zcentrifugovat 4 ml (2 mikrozkumavky kazda po 2 ml) této
kultury pii 1620 rpm, 21 °C a po dobu 10 minut (dojde k usazeni pouze
eukaryotickych bun¢k s adherovanymi Bb).

Po centrifugaci supernatant odlit a sediment resuspendovat ve 2 ml 1x PBS pufru
za stejnych podminek jako vySe (viz 10. krok tohoto postupu). Toto promyti
zopakovat jesté jednou.

Po druhém promyti supernatant slit a sediment resuspendovat ve 2 ml 1x PBS puftu.
Takto resuspendovaného vzorku aplikovat vzdy 200 pl na podloZni sklicko pomoci
filtrovych koncentratorti s klipsou a cytocentrifugy (StatSpin Cytofuge 12). Vzorky
nandset pii 1000 rpm a po dobu 3 min. Takto pfipravit 8 mikroskopickych
preparata.

Po cytocentrifugaci vzorky zakapnout 200 ul paraformaldehydu a nechat fixovat
po dobu 15 min. Poté preparaty oplachnout v 1x PBS pufru a ususit.

V poslednim kroku preparaty zakapnout montovacim médiem VECTASHIELD®
Mountig Medium for Fluorescence with DAPI (Vector Laboratories), ktery byl
fedén 1:2 s 1x PBS pufrem. Preparaty piikryt krycimi sklicky, otfit jejich okraje
a ty pak obtdhnout lakem na nehty.

Mikroskopovat ve fluorescenénim mikroskopu pii 400x zvétSeni a wurcit

procentudlni zastoupeni Bb, které byly buiikami fagocytovany (spocitat 10 zornych

poli).
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5 Vysledky

Vsechny praktické tkony byly provedeny za aseptickych podminek (v lamindrnich
boxech), kromé centrifugovani a mikroskopovani, v laboratofich Ustavu imunologie Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Samoziejmosti také je, ze jsem vzdy pracovala

v souladu s postupy a zasadami prace s infek¢nim a biologickym materialem.

Kultivace a barveni bakterii B. burgdorferi s. s. pro pozorovani ve fluorescen¢nim

mikroskopu

V prvni ¢asti svého experimentu jsem se vénovala spravnému zvladnuti kultivacnich
a barvicich metod, které mi v dal$i ¢asti umoznily pozorovat odlisSné morfologické formy
bakterii B. burgdorferi ve fluorescencnim mikroskopu.

Bakterie B. burgdorferi disponuji velmi malym genomem, ktery nekoduje vSechny
potiebné proteiny s biosyntetickou aktivitou, je tedy nutné metabolity doddvat v komplexnim
zivném médiu BSK-H, zarover je také nutné do média pridat kombinovany antibioticky roztok
obsahujici rifampicin, fosfomycin a amfotericin B proto, aby nedochéazelo ke kontaminaci
kultury jinymi bakteriemi.

K barveni vzorku bakterialni kultury jsem pouzivala dvou rtiznych metod barveni. Prvni
znich vyuzivala fluorochrom CFSE u druhé pak byla pouzita souprava LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007).

Vysledky byly vyhodnoceny za vyuziti fluorescencniho mikroskopu Opton Axioskop

pti 400x zvétSeni a snimky byly poté potizeny kamerou Olympus DP70 (viz Obrazek 4 nize).

Obrazek 4: Snimky spirochet rodu Borrelia potizené z fluorescencniho mikroskopu pfi zvétSeni 400x.
A —barveno fluorochromem CFSE, B — barveno za vyuziti soupravy LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability Kit (foto: Adéla Rubesova).
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Jak jiz bylo zminéno vySe v metodice, fluorochrom CFSE barvil pouze bakterie, které
byly metabolicky aktivni (viz Obrazek 4A vySe). Naproti tomu propidium jodid, ktery
je soucasti vySe zminéného kitu, barvi pouze bakterie s porusenou plazmatickou membranou
(Gervena fluorescence). Druhy fluorochrom, ktery je soucasti tohoto kitu, je barvivo SYTO® 9.
Tento fluorochrom vyzafuje zelenou fluorescenci a znaci buiiky s neporusenou bunécnou
membranou (viz Obrazek 4B vyse). Vyhodou obou téchto barvicich technik je nenaro¢nost

a velmi rychlé provedeni. Nevyhodou je pak pomérné rychlé vysviceni fluorochromd.

Osmoticka indukce odliSnych morfologickych forem B. burgdorferi s. s.

V mém experimentu jsem osmoticky indukovala zmény morfologickych forem
spirochet B. burgdorferi s. s. Bb byly po ovlivnéni zménou vnéjSich podminek fluorescencné
obarveny za vyuziti soupravy LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. Bylo tak mozné
rovnou vyhodnotit viabilitu jednotlivych morfologickych forem Bb indukovanych osmoticky.

Pti osmotické indukci byla patrna tvorba sférickych forem Bb, které se shlukovaly spolu
se spirochetami s neporusenou bunéénou membranou do mikrokolonii. Sférické formy mély
ve vetsi mife poruSenou bunénou membranu, coz znaci, ze se jiZz jedna o mrtvé bakterialni

formy (viz Obrézek 5 nizZe).

Obrazek 5: Snimek osmoticky indukovanych morfologickych forem bakterie B. burgdorferi (Bb)
potizeny z fluorescenéniho mikroskopu pii 400x zvétSeni. Barveno za pouziti soupravy
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. Sipka 1: mikrokolonie spirochet s neporusenou
cytoplazmatickou membranou (CM), Sipka 2: cystické formy s porusenou CM soucasti
mikrokolonie, Sipka 3: cysticka forma Bb s neporusenou CM (foto: Adéla RubeSova).
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Spolecna kultivace spirochet B. burgdorferi sensu stricto s buiikami bunécné linie U937

V druhé ¢asti tohoto experimentu jsem se vénovala zavedeni nové kultivatni metody
pro sledovani chovani patogenni bakterie Bb vici lidskym leukemickym bunkam (U937).
Cilem tedy bylo vytvofit nendro¢nou metodu (jak finan¢né, tak 1 Casove), ktera by umoziiovala
spole¢nou kultivaci téchto bun¢k pro vyuziti pti dalich studiich. U kultivace Bb bylo dilezité,
aby nedochazelo k indukci jinych morfologickych forem vlivem nevhodnych kultivacnich
podminek. Proto bylo nutnosti urcit vhodny pomér médii a vhodné kultivaéni podminky
pro rast obou kultur zaroven, jelikoz jsou obé kultury kultivované v jinych zivnych médiich
a za jinych kultiva¢nich podminek.

K vyhodnoceni nejvhodnéjsiho poméru kultivacnich médii pro Bb jsem brala jako
kritérium tvorbu mikrokolonii (mikrofilmi) téchto bakterii, pfi kterém mi slouzila jako kontrola
kultivace ve 100% komplexnim BSK-H médiu (viz Obrazek 7 nize). NartGst mikrokolonii
byl nejdiive zhodnocen vizualné na zakladé¢ zmény barvy kultiva¢nich médii (viz Obrazek 6

nize).

100% 90% 80% 70%  60% 50
BSK-H  BSK-H BSK-H BSK-H BSK-H BSK-H BSK-H BSK-H

A

oY o |

Obrazek 6: Vysledky Sdenni kultivace B. burgdorferi v koncentra¢nim gradientu 2 kultiva¢nich médii,
a to BSK-H a RPMI-1640 (foto: Adéla RubeSova).

Soucasti obou kultivacnich médii (BSK-H 1 RPMI-1640) je acidobazicky indikétor
(fenolové Cervené), ktery pii zméné pH méni barvu. Okyselenim tedy z ¢erveného neutralniho
kultiva¢niho média vznika nazloutlé. Lze tak rychle vizudlné vyvodit, zdali k nartistu bakterii
doslo. Z Obrazku 6 je patrné, ze viditelné snizovani pH kombinovaného kultivacniho média
nastalo od 40% BSK-H. Z Obrazku 6 je také patrné, Ze pod 20% BSK-H nedoslo ke zméné
barvy média a da se tedy odvodit, ze bakteriadlni nartist bude minimalni ¢i zadny. Tyto zavéry

vSak musely byt potvrzeny pomoci fluorescenéni mikroskopie (viz Tabulka 3 a Obrazek 7 nize).
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Za vyuziti smési fluorochromli ze soupravy LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability Kit, fluorescen¢niho mikroskopu Opton Axioskop pii 200x a 400x zvétSeni a kamery
Olympus DP70, byl stanoven nartst Bb v jednotlivych koncentracich BSK-H média
(viz Tabulka 3 a Obrazek 7 nize).

Tabulka 3: Narist mikrokolonii Bb v jednotlivych koncentracich BSK-H k RPMI-1640 médiu.

Koncentrace | 100% | 90% | 80% | 70% | 60% | 50% | 40% | 30% | 20% | 10% | 0%
BSK-H média | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK | BSK

Narust Bb
(mikrofilmii)
++ tvorba shodnych mikrofilmt s kontrolnimi mikrofilmy vytvofenymi ve vhodnych podminkach (ve 100%
komplexnim BSK-H médiu, kultivace pii 34 °C), ++ uréeno jako nejvhodnéjsi pomér médii pro Bb
+ tvorba mensich mikrofilmi, nez jsou mikrofilmy kontrolni ¢i vyskyt suspendovanych cystickych forem
—nedoslo k tvorbé zadnych mikrofilmu

++ e e o R S B S + + - — —

Na Obrazku 7 (viz niZe) lze tyto narlsty vidét na mikroskopickych snimcich (A—H).
Obrazek 7A zastupuje koncentraci 0% BSK-H (100% RPMI-1640) ve které je patrné,
ze dochazi k thynu borelii a tvorbé cystickych forem. Podobné¢ na tom byla i kultivace v 10%
BSK-H médiu (viz Obrazek 7B), doslo k tvorbé mrtvych cystickych forem a velmi malé
mnozstvi borelii bylo s neporuSenou membranou, ale na téchto jiz byla patrna tvorba cystickych
forem. Prvni koncentraci, kde dochazelo k tvorbé mikrokolonii, byla koncentrace 20% BSK-H
média. Tvofily se mikrokolonie, které¢ vSak byly tvofeny predev§Sim mrtvymi cystickymi
formami a jen velmi malym poctem zivych spirochet (viz Obrazek 7C). Tvorba srovnatelnych
mikrokolonii (ne vSak velikostn€) se nachdzela v kultivaci s 30% BSK-H kombinovanym
médiem. Byly zde viditelné mikrokolonie sto¢enych spirochet Bb, které nemély porusenou
plazmatickou membranu (Obrazek 7D). Na Obrazku 7E je zndzornén narist mikrokolonie
ve 40% BSK-H médiu do srovnatelnych velikosti s mikrokoloniemi vytvofenymi ve 100%
BSK-H médiu (viz Obrazek 7H). Odlisnosti vSak je, ze pti kultivaci ve 40% BSK-H médiu bylo
viditelné vétsi mnozstvi cystickych forem a bakterii s poruSenou buné¢nou membranou.

Mikrokolonie srovnatelné jak velikostné, tak 1 Zivotaschopnosti bakterii tvoficich
ptislusné kolonie s mikrokoloniemi vytvotenymi ve 100% BSK-H médiu, byly kolonie narostlé
pti kultivaci v 50% BSK-H médiu (viz Obrazek 7F niZe). Pti kultivaci v takto kombinovaném
médiu (1:1) nedochazelo ani ke tvorbé cystickych forem, proto byl tento pomér médii zvolen
jako nejvhodnéjsi. Na obrazku 7G je zaznamendna kultivace v 60% BSK-H médiu, bez tvorby
cystickych forem a na Obrazku 7H pak tvorba mikrokolonii pfi kultivaci ve 100% BSK-H
médiu (0% RPMI-1640). Tvorba mikrokolonii v 70% az 90% BSK-H médiu byla srovnatelna

s mikrokoloniemi vytvofenymi ve 100% BSK-H médiu (nejsou zde zndzornény).
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Obrazek 7: Snimky nartstu B. burgdorferi po Sdenni kultivaci v koncentra¢nim gradientu 2 médii

(BSK-H a RPMI-1640), barveno propidium jodidem a SYTO® 9. Snimky potizené fluorescenénim
mikroskopem pii zvétseni 200x (E, F a H) a 400x (A-D a G) (foto: Adéla Rubesova).
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Na zékladé€ jednotlivych vysledki, jak vizudlnich, tak i mikroskopickych, byl jako
nejvhodnéjsi pomér médii BSK-H a RPMI-1640 pro kultivaci Bb pti 34 °C stanoven pomér 1:1
(BSK-H k RPMI-1640 médiu).

Pro stanoveni nejvhodnéjSiho poméru zivnych médii pro kultivaci lidské bunécné linie
U937 byla opét vyuzita kultivace ve spole¢ném koncentratnim gradientu obou médii, ale nyni
pii 37 °C a v atmosféte s 5 % CO». Pfed napipetovanim kultury eukaryotickych bun¢k do jamek
s postupné vzrustajici koncentraci RPMI-1640 média bylo nutné stanovit pocet bun¢k v 1 ml
bakterialni kultury. Pro stanoveni koncentrace eukaryotickych bunék nam poslouzila bunécéna
kultura obarvena trypanovou modii v poméru 1:1 a Biirkerova komtrka. Trypanovd modi
pronika jak do Zivych, tak i do mrtvych bunék. Zivé buriky ji vSak aktivné transportuji vné pies
bunéénou membranu, jsou tedy prithledné, zatimco mrtvé buniky se jevi jako modré. Spocitala
jsem tedy jen neobarvené bunky (zivé) a stanovila jejich pocet v 1 ml pivodni bunétné

suspenze pomoci nize uvedeného vzorce:

celkovy pocet bb v n ¢tvercich

-Yedéni = 2,5 - 10° - = 2 = 50000 bb-ml"!

n 10

P=25-10°-
P — pocet bunék v 1 ml, n — poCet pocitanych ¢tverct, fedéni (1:1) =2

Vyslednad koncentrace tedy byla 50000 buné¢k v 1 ml bunééné kultury. J& ve svém
experimentu potifebovala koncentraci 5000 bun¢k v jedné jamce, proto jsem do jednotlivych
jamek pipetovala 100 pl. Eukaryotické bunky byly kultivované po dobu 7 dna pii 37 °C
v atmosféfe s 5 % COs. Poté jsem vyhodnotila nartist bunék v jednotlivych jamkach
pomoci inverzniho mikroskopu pifi 100-200x zvétSeni, abych mohla stanovit nejvhodné;si
pomeér kultivacnich médii tak, aby nedochéazelo k ptertistani. Po porovnani vysledki i z predeslé
kultivace Bb byl za nejvhodnéjsi pomér BSK-H a RPMI-1640 média zvolen pomér 1:1.
Nasledné¢ jiz stacilo ob& kultury kultivovat pfi shodnych kultiva¢nich podminkach a potvrdit
tyto zavery.

Kultivovala jsem tedy ob¢ kultury ve shodnych koncentracnich gradientech
a pti stejnych kultivaénich podminkach, tedy po dobu 7 dni pii 37 °C a v kontrolované
atmosfére s 5 % CO,. Po 7 dnech jsem experiment vyhodnotila na zakladé nariistu obou kultur
a potvrdila zavéry predeslych kultivaci.

Pro stanoveni nartistu eukaryotickych bun¢k jsem znova stanovila koncentraci bunék
v 1 ml kultury, kdy jsem se zaméfila pouze na stanoveni nartistu ve 100% koncentraci

jak BSK-H, tak 1 RPMI-1640 média.
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Pooy psk = 2,5 - 105 - SIkovy pocet ‘:lb vnavercch  yedéni = 2,5 - 105 - 222 = 700000 bb-m!"
. 5 celkovy po¢etbbvn ¢tvercich .., 5 19 B
P1oo% rpm1 = 2,5 - 10° - ~ fedéni = 2,5+ 10 v 2 = 475000 bb-ml

Po stanoveni nartistu eukaryotickych bunék v BSK-H médiu a RPMI-1640 je patrné,
ze na podminkach spolecné kultivace bude nejvice zalezet na vysledcich kultivace Bb, jelikoz
eukaryotické bunky rostou v obou médiich, a dokonce v BSK-H médiu jesté 1épe. Pii tomto
stanoveni se tedy kladl vétsi diraz na vysledky kultivaci spirochet Bb v kombinovanych
médiich.

Pro dalsi krok bylo tedy zvoleno médium 1:1 (BSK-H k RPMI-1640) a kultiva¢ni
podminky odpovidajici kultivaci euk. bunék (37 °C a kontrolovana atmosféra s 5 % CO»).

Poslednim krokem experimentu pak byla spolecnd kultivace bakteridlni kultury
B. burgdorferi s lidskou bunécnou linii U937. Nejdiive jsem obarvila bakteridlni kulturu
fluorochromem CFSE a nechala 30 min inkubovat, béhem této doby jsem si stanovila
koncentraci bunécné linie U937 opét vystavenim kultury trypanové modii a pocCitdnim
neobarvenych bunék v Biirkerové komurce. Koncentrace bun¢k v 1 ml bunééné kultury byla
stanovena vypoc¢tem (viz nize) na 1,575-10° bb-ml!. K dalsi kultivaci viak byla nutna pfiblizna
koncentrace 1,1-10° bb-ml!. Proto bylo napipetovano 0,7 ml (viz vypocet nize) této bunééné

kultury U937 do kultivaéni 1ahve s 5,3 ml kombinovaného média (1:1).

- Yedéni = 2,5 - 10° % .2 = 1,575-106 bb-ml"!

celkovy pocet bb v n ¢tvercich
Puos7=2,5+10° -

n

1,575-10%bb......... 1 ml
1,100-10%bb......... xml — x=0,608 ml = 0,7 ml

K 6 ml této bunécné kultury byla poté ptipipetovana fluorescencné obarvena bakterialni
kultura (0,5 ml) a antibioticky roztok B 1:100 (65 pl). Takto se kultury nechaly spolecné
kultivovat 3 dny pii 37 °C v kontrolované atmosféie s 5 % CO,. Po 3denni kultivaci jsem
si pfipravila mikroskopické preparaty a eukaryoticka jadra byla obarvena fluorochromem
DAPI, ktery byl soucasti montovactho média VECTASHIELD® Mountig Medium
for Fluorescence with DAPI (Vector Laboratories). Vysledky kultivace jsem pozorovala
ve fluorescencnim mikroskopu Opton Axioskop pii1 400x zvétSeni a snimky byly poté potizeny
kamerou Olympus DP70 (viz Obrazek 6 nize).

Eukaryoticka linie U937 je odvozena od histiocytarniho lymfomu a jedna se tak o nedi-
ferenciované nadorové builky monocytarniho typu. Pfi mém experimentu vSak doslo

u nékterych bunck této monocyto-makrofagové linie k diferenciaci do aktivovanych bunék
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schopnych fagocytozy (viz Obrazek 6 A—C nize). Spirochety Bb pii kultivaci s eukaryotickymi
bunikami zacaly tvofit shluky stocenych spirochet a ty adherovaly k eukaryotickym bunikam.
U nékterych mikrokolonii doslo k adherenci bez zjevné fagocytozy (viz Obrazek 6D), dalsi
mikrokolonie pak byly eukaryotickou bunkou fagocytovany (viz Obrazek 6A—C nize). Zelena
cytoplazma eukaryotickych bun¢k tedy znaci, ze dochazi k fagocytdze bakterii Bb.

A

Obrazek 8: Snimky adherovanych morfologickych forem bakterie B. burgdorferi (barveno za vyuziti
CFSE) k -eukaryotickym bunkam linie U937 (barveno za vyuziti DAPI) pofizené pomoci
fluorescenéniho mikroskopu pii 400x zvétseni. Sipky oznacuji formy adherované, hvézditkou je pak
oznacena extracelularni cysticka forma (foto: Adéla Rubesova — A, D a E; Michal Kiupka — B, C a F).

36



Na Obrazku 6E a 6F je viditelna dalsi forma Bb tvofici se pii kultivaci s eukaryotickymi
buinikami linie U937, a to forma cysticka. Na Obrazku 6E je patrna adherence cystickych forem
k eukaryotickym buiikdm, na rozdil od mikrokolonii vSak tyto cysty nejsou fagocytovany.
Z tohoto experimentu nelze s Uplnou urcitosti fici, Ze se spirocheta transformovala do cystické
formy az po navazani k eukaryotické bunce, jelikoz se tvofily i1 cystické formy, které
adherované k t€émto bunkam nebyly (viz Obrazek 6E oznacCeno *x). Na Obrazku 6F je vSak
patrné, ze nejdiive dochazi k adherenci spirochety k eukaryotické bunice a poté k transformaci
v cystickou formu Bb.

Pti odecitani vysledkti z mikroskopickych preparati bylo ureno procentudlni
zastoupeni jak eukaryotickych bunék, které bakterie fagocytovaly, tak 1 procentudlni zastoupeni
eukaryotickych bun¢k, ke kterym byly bakterie Bb navazané (adherované) a nebyly zjevné
fagocytovany. Tyto jednotlivé eukaryotické builkky byly pocitany v 10 zornych polich
(viz Tabulka 4 nize).

Tabulka 4: Pocet jednotlivych eukaryotickych bunék linie U937 vzhledem k lokalizaci bakterii
B. burgdorferi (Bb) po 3denni kultivaci s touto bakterialni kulturou. Poc¢itano v 10 zornych polich.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. | 10. ] Soucet

Poéet vgech euk. bunék 17 20 13 12 9 18 15 13 16 10 143

Pocet fagocytujicich 1 4 3 4 0 1 4 0 3 5 2
euk. bunék (x;)

Pocet euk. bunék 0 1 0 0 5 3 1 5 0 1 10
s adherovanymi Bb (xz)

Vypocet procentualniho zastoupeni:

22100 _ -

X|=— == 15,38= 15,4 %
_ 10100 _ -

Xp=— = 6,99 = 7,0 %

Ze ziskanych vysledki Ize tedy shrnout, Ze vice nez 15 % eukaryotickych bunék linie
U937 bakterie Bb fagocytovalo, a to hlavné ve formé mikrokolonii (viz Obrazek 6A—C vyse).
Mensi procento eukaryotickych bunék (pfesnéji 7 %) bakterie Bb nefagocytovalo, ale bakterie
byly k eukaryotickym buiikdm adherované (viz Obrazek 6D—F vyse).
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6 Diskuze

Bakterie druhové komplexu B. burgdorferi sensu lato disponuji mnohymi mechanismy,
které jim umoziiuji vyhybat se imunitnimu systému hostitele. Mezi tyto mechanismy patii
napiiklad antigenni variabilita, kterd umoznuje boreliim tvofit neustale hostiteli nezndmé
antigeny. Bb také vyuZzivaji molekularni mimikry, pomoci kterych se snazi napodobit hostiteli
vlastni molekuly a tyto molekuly poté vystavit na sviij povrch. Dal§im z mechanismut
je intracelularni lokalizace téchto bakterii v imunologicky privilegovanych bunikach.
V neposledni fad¢ je také jednim z moznych mechanismt tvorba odliSnych morfologickych
forem, které disponuji rliznymi antigennimi vlastnostmi a rtznou rezistenci k podminkam
organismu hostitele. VSechny tyto mechanismy dle n€kterych autorti vedou k delsi perzistenci
Bb v organismu hostitele (Schwan et al., 1991; Miklossy ef al., 2008).

Transformace spirochet Bb byly jiZ v minulosti studovany experimenty pii kultivaci
bakteridlni kultury v neoptimalnich kultiva¢nich podminkach pro rist (Gilmore, 2012). Byla
také potvrzena navratnost téchto sférickych forem zpét do plvodni spirochetdlni podoby
jak pfi in vitro kultivacich, tak 1 in vivo (Brorson et Brorson, 1998a; Brorson et Brorson, 1998b;
Gruntar ef al., 2001).

V mém experimentu jsem vyuZila jednu z nejrychlejSich metod indukce odliSnych
morfologickych forem Bb, a to transformaci vyvolanou osmoticky (Brorson ef Brorson, 1998a).
Pti srovnani mych vysledki s vysledky publikovanych studii 1ze fici, Ze pti osmotické indukci
doslo ke shodnym morfologickym zméndm jako ve studii publikované v roce 2008 (Miklossy
etal.,2008), kde je popsan vznik agregatnich forem tvofenych cystickymi formami a sto¢enymi
spirochetami. V mém experimentu vSak bylo zaroven patrné diky pouziti soupravy
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007), které z téchto
forem maji, ¢i nemaji porusenou cytoplazmatickou membranu a jsou tudiz zivymi, ¢i mrtvymi
formami Bb (viz Obrazek 5 vysSe). Tato ¢ast mého experimentu mi tedy umoznila rozeznat
jak formy cystické, tak 1 mikrokolonie tvotfené z cystickych 1 spirdlnich forem Bb.

Pii in vitro kultivaci eukaryotickych bunék linie U937 s Bbss byl viditelny
jak extracelularni vyskyt neadherovanych, tak i vyskyt adherovanych cystickych forem Bb
k témto eukaryotnim buiikdm (viz Obrazek 8E vySe). Pti vyuZiti fluorochromu CFSE bylo
patrné, Ze minimaln€ nékteré cystické formy maji aktivni intracelularni esterazy a nejednd
se tak pouze o degenerativni formy spirochet Bb (viz Obrazek 4A a 8 vyse), coz jiz bylo jinymi

vyzkumniky 1 potvrzeno (Alban et al., 2000).
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Optimalni teplotni podminky pro rast bakterie B. burgdorferi sensu stricto jsou
v rozmezi 30 °C az 34 °C. Bylo vSak prokazano, Ze i pfi vysSich teplotach rostou velmi dobfe,
a to hlavné pii 37 °C (Veinovi¢ et al., 2016), coz jsem mohla pozorovat i pii svém experimentu.

Otazkou, kterd vSak jiz dlouho dobu zlstavd nezodpovézena navzdory probihajicim
vyzkumum, je, zdali jsou cystické formy Bb ptiCinou pietrvavajicich infekci, které se vyskytu;ji
u 10 % az 20 % pacientli 1 po odpovidajici antibiotické 1é¢be. Tyto chronické potize, n€kdy
oznaCované také jako post-Lyme disease syndrom, se projevuji ospalosti, slabosti, bolesti
kloubi ¢i svalil a naruSenim kognitivnich funkci (Feng et al., 2016). Diky malému poctu studii
zabyvajicich se jednotlivymi morfologickymi formami spirochet Bb in vivo neni zcela jasné,
jakou roli jednotlivé morfologické formy této bakterie zastavaji v patogenezi LB, nebo zdali
vubec néjakou roli v patogenezi LB maji. Naptiklad studie publikovdna v roce 2010 naznacuje,
ze sférické formy opravdu roli v perzistentnich infekcich maji (Al-Robaiy et al., 2010).
U jiz tak malo publikovanych studii zabyvajicich se in vivo vyskytem sférickych forem
B. burgdorferi také nelze opomenout, ze v jednotlivych studiich byla pouzita jina terminologie
jednotlivych sférickych forem. Nelze tak jednoznacné vyvodit jednotné zavery z téchto dil¢ich
studii (Lantos et al., 2014). Dalsi vyznamnym krokem by v této oblasti tedy bylo sjednoceni
nazvoslovi a zavedeni pfesnych charakteristik raznych morfologickych forem Bb. Zaroven
by bylo vhodné provést dalsi studie 1 na jinych patogennich druzich rodu Borrelia (Kiupka
etal., 2007).

Z téchto zaveért je tedy patrné, ze je vic nez dilezité¢ dale tyto odlisSné morfologické
formy spirochet Bb studovat, a to hlavné v in vivo podminkach. Zaroven je taky potieba
se zamé&fit na zefektivnéni eradikace veSkerych morfologickych forem Bb v organismu
hostitele jiz v pocatecni fazi infekce, a to nejen forem spirochetalnich. Pii 1é¢bé lymeskeé
borelidzy také zamezit mozné indukci morfologickych zmén spirochet v téle pacienta (Sapi
etal.,2011; Feng et al., 2016).

Dosavadni studie zatim neprokazaly vyznamny vliv jak kombinovang, tak 1 prodlouzené
antibiotické 1éCby pii terapii chronickych obtizi pacienti (Feng et al., 2016). Studie, které
se zam¢etuji predevSim na 1écbu chronickych obtizi prodlouzenou aplikaci antibiotik,
a to po dobu nejméné 6 nepretrzitych mésicli, doposud zcela neprokazaly Gcinnost této 1éCby
jako klinicky pfinosnou pro pacienta s chronickymi obtizemi (Klempner et al., 2001; Feder
etal., 2007; Berende et al., 2016). Neckteré¢ studie vSak u pacientl ,,adajné* zlepSeni
nespecifickych symptoma uvadi. Toto zlepSeni ovSem u pacientli netrvalo po vysazeni

nekolikamésicni antibiotické 1€¢by dlouho a doslo k relapsim diivéjsich obtizi (Krupp ef al.,
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2003; Stricker, 2007; Fallon et al., 2008). Za pozornost také stoji 1 ti pacienti, ktefi si diky
dlouhodobé¢ antibiotické terapii piihodily symptomy nové, zptisobené ptislusnou antibiotickou
1é¢bou (Ettestad et al., 1995; Feder et al., 2007; Ljostad et al., 2008).

Na zavér je jest¢ vhodné zminit, Ze diky vzniku riznych morfologickych forem Bb
porozumeéni témto odliSnym morfologickym formam mohlo vést ke zlepsSeni diagnostickych
metod lymeské boreliozy, napiiklad zalozenych na zakladé rozdilnosti produkovanych
cytokinti ¢i rozdilné antigenicité téchto odliSnych morfologickych forem Bb (Cerar et al., 2013;

Merilédinen et al., 2016).
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7 Zavér

Ptestoze je piivodce lymeské borelidzy znam vice nez 30 let zlstdva tento patogen
zahalen mnohymi nejasnostmi. Jednou z nich je klinicky vyznam jednotlivych morfologickych
forem této bakterie. Proto jsem se ve své bakalarské praci na tuto problematiku zaméftila
a snazila jsem se ji co nejlépe porozumét.

V teoretické ¢asti své prace jsem se ze zacatku kratce zminila o obecné historii, kde jsem
se zaméfila pouze na pro mne vyznamné mezniky ve vyzkumu jak uz lymeské borelidzy,
tak pfedevsim spirochet Borrelia burgdorferi. Na tuto kapitolu jsem nasledn¢ navazala popisem
diagnostiku, 1é€bu a samotnou prevenci lymeské borelidzy. V posledni teoretické kapitole jsem
se vénovala bakteridlnimu komplexu B. burgdorferi sensu lato, u kterého jsem popsala
charakteristickou morfologii spirochety B. burgdorferi s. [. a poté jsem charakterizovala
jednotlivé formy, které je tato spirocheta schopna vytvéaret.

V praktické casti své bakalaiské prace jsem za vyuziti nékolika fluorochromt
a fluorescencni mikroskopie byla schopna detekovat rtizné morfologické formy gramnegativni
bakterie B. burgdorferi s. s., ktera dokaze za neptiznivych podminek zménit svou spirochetalni
formu do odolné&jSich morfologickych forem.

Ve svém experimentu jsem se tak soustfedila na indukci téchto odolnégjSich
morfologickych forem vystavenim bakterialni kultury osmotickym vliviim a eukaryotickym
buitkdm bunécéné linie U937. Poslednim krokem mého experimentu bylo zavedeni nové
metody, ktera by umoznila spole¢nou kultivaci spirochet B. burgdorferi s. s. s eukaryotickymi
buiikami linie U937 a mohla by tak slouzit pii dalsich studiich v laboratoti Ustavu imunologie
Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci ke kultivaci bakterii rodu Borrelia
s eukaryotickymi buiikami.

Shrnu tedy, ze vyznamnym krokem, ktery by mohl uleh¢it objasnéni této problematiky,
by bylo sjednoceni ndzvoslovi a zavedeni pfesnych charakteristik riznych morfologickych
forem bakterie Borrelia burgdorferi. Zaroven by také bylo vhodné provést dalsi studie
1 na jinych patogennich druzich rodu Borrelia nez jen na druhu B. burgdorferi s. s. (jediny
patogenni druh severoamerického kontinentu). V neposledni fad¢ by se dalsi studie mély
rovnéZ zamé&fit na klinicky vyznam odliSnych morfologickych forem a vénovat pozornost 1écbé
lymeské borelidzy kombinovanymi antibiotiky v ¢asné fazi tohoto onemocnéni, a to za t¢elem

eradikace veSkerych forem B. burgdorferi s. I. v organismu hostitele.
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