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1 Uvod

1.1 Rod Borrelia

Bakterie rodu Borrelia fadime do tadu Spirochaetales, tfidy Spirochaetes a kmene
Spirochaetae. Spirochety rodu Borrelia byly poprvé pojmenovany po francouzském biologovi
Amédee Borrelovi a poprvé popsany Swellengrebelem roku 1907 (Margos et al., 2018). Rod
Borrelia v soucasné dobé zahrnuje dvé hlavni skupiny spirochet se 43 ovéfenymi druhy,
Z nichz prvni skupina spirochet zahrnuje druhy Borrelia pfenasené pievazné klistaty rodu
Argasidae, které jsou az na nékolik vyjimek spojeny s lidskou navratnou horec¢kou (Guiqing,
2024). Druha skupina obsahuje druhy Borrelia v ramci komplexu Borrelia burgdorferi sensu
lato, ktera je pienasena klistaty rodu Ixodes a je spojovana s lymeskou boreliozou. Dale byl
popsan druh B. turcica, ktery je odlisny od druht souvisejicich s lymeskou nemoci a navratnou
horeckou a je spojeny s plazy (Margos et al., 2020; Hepner et al 2020). Distribuce jednotlivych
druhti spirochet se li$i napfi¢ kontinenty. Rtizné druhy borelii vyvolavajici lymeskou nemoc
se lisi zejména z hlediska manifestace v tkanich, $ifeni v lidském téle, ale také z hlediska
exprese gent/antigenti (Guérin et al., 2023), a proto riizné patogenni druhy borelii jsou spojeny
S riznymi symptomy onemocnéni, které 1ze pozorovat v pozdnich stadiich lymeské borelidzy.
Naptiklad B. afzelii je nejcastéji spojovana s koznimi projevy, B. garinii a B. bavariensis

s neuroborelidzou a B. burgdorferi s artritickymi symptomy boreliézy (Margos et al., 2011).

1.2 Klinika lymeské boreliozy

Prvni zminka o lymeské boreliéze se objevuje uz v roce 1883, kdy dermatolog Buchwald
popsal onemocnéni zvané acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) (Gade et al., 2023).
V soucasnosti je lymeskd borelidoza nejrozsifenéjsi infekci prenaSené kliStaty s ptiblizné
476 000 ptipadi ve Spojenych statech a 650 000-850 000 ptipadit v Evropé ro¢né. Borrelia
burgdorferi ma enzooticky cyklus, ve kterém se stfida ptrechod spirochet z klistéte do
obratlovce (Strnad et al., 2023). Tento cyklus trva obvykle 2 roky (Mahajan, 2023) a za¢ina,
jakmile larva klistéte saje na infikovaném hostiteli a spirocheta za¢ne kolonizovat stfedni
sttevo klistéte. B&hem nasledného sani cast spirochet opousti stfevo, prochdzi ptes
peritrofickou membranu, vrstvy epiteliarnich bunék a bazalni membranu do hemocelu
a nasledné migruji do slinnych zlaz klist’at, ze kterych jsou pieneseny do hostitelské dermis
prostfednictvim slin. Borelie se poté §ifi krvi nebo lymfou do svych cilovych organi,
kde zplsobuji poskozeni, které miize vyustit v rozvoj onemocnéni a tim se enzooticky cyklus

ukoncuje (Strnad et al., 2023).



Klinicky konsenzus Vv souc¢asné dobé rozdéluje lymeskou borelidzu na tfi faze. Prvni je akutni
lokalizovana faze, kdy se obvykle objevuje rozsitujici se kruhovita, zacervenala kozni 1éze
nazyvana erythema migrans (EM) (Garcia-Monco & Benach, 2019). Tato vyrazka vznika
v disledku vzniku infekce v misté€, kde doslo k prisati klistéte. Obvykle se projevuje v rozmezi
3 az 32 dni od kousnuti klistétem (Branda & Steere, 2021). EM muze byt doprovazena
nespecifickymi ptiznaky, jako je bolest hlavy, horecka, malatnost, unava, bolest svalt a kloubti

(Hernandez et al., 2023).

Pokud se infekce neléc¢i, nemoc piejde do ¢asné diseminované faze, kdy se borelie mohou §ifit
do jinych organovych systémi vcetné srdce, kde vznikaji akutni srdecni problémy, pfti kterych
dochazi k pferuseni elektrickych impulzi ze sini do komor. Dale se borelie §ifi do nervového
systétmu a kloubti (Hernandez et al., 2023; Steere et al., 2016). Neurologické poruchy
se mohou objevit kdykoliv v ramci diseminovaného stadia a muze byt postizen jak centralni,
tak periferni nervovy systém (Garcia-Monco & Benach, 2019). U pacientll se miize vyvinout
akutni lymeska neuroborelidza, mezi jejiz nejbé€znéjsi ptiznaky patii lymfocytdrni meningitida
S bolestmi hlavy, nebo Bannwarthtiv syndrom (Steere et al., 2016). Bannwarthiv syndrom je
charakteristicky segmentalnimi bolestmi podobnym pasovému oparu a u 60 % pacientl se dale

rozvine deficit hlavovych nervi, ktery vede k obli¢ejové obrné (Rauer et al., 2018).

Chronické nebo pozdni lymeska borelidéza se projevuje nékolik mésict nebo let po pocatecni
infekci, nebo obdobi latence. Charakteristickym znakem této faze jsou ACA a chronicka
artritida. ACA postihuje pievazné starS$i osoby a na rozdil od EM se ACA vyskytuje
na distadlnich C¢astech koncetin, zejména loktech, ptedloktich, kolenou a chodidlech,
kde se vyvinou modroc¢ervené skvrny spojené se zanétem, které mohou piejit do chronické
atrofie a fibrozy tkani. Chronicka artritida postihuje u 90 % pacienti velké klouby, pfedev§im
kolena a ky¢elni klouby (Mahajan, 2023). Otoky a bolesti pietrvavaji i nékolik let po peroralni
antibiotické 1é€bé (Arvikar & Steere, 2022).

Disledky infekce boreliemi mohou vést k pretrvavajicim symptomim i po antibiotické 1€¢bé.
Tyto symptomy se hromadné nazyvaji post-treatment Lyme disease syndrome (PTLDS).
Ptiznaky PTLDS jsou zpisobeny jak vrozenym, tak adaptivnhim imunitnim systémem,
ktery se snazi odstranovat pietrvavajici spirochety v téle. Mezi tyto symptomy patii zejména
unava a bolest svali. Ve studii Wong et al., 2022 se uvadi, ze chronicka artritida v ramci
PTLDS je zplsobena pomalym odstraiovanim peptidoglykanu zkloubt. Tito autofi

naznacuji, ze B. burgdorferi a jeji antigeny zlstanou patogenni i po 1é¢bé antibiotiky,



a tudiz schopnost borelii adaptovat se na stres vyvolany antibiotiky jim umoziuje vstoupit do

perzistentni faze podobné tvorbé biofilmu (Talbot et al., 2023; Wong et al., 2022).

1.3 Imunitni odpovéd’ pri infekci bakteriemi rodu Borrelia

Rozpoznani borelii ptedstavuje komplexni proces, na kterém se podili vice slozek imunitniho
systému (Oosting et al., 2016). Vrozeny imunitni systém hraje rozhodujici roli jak v obrané
hostitele proti B. burgdorferi, tak v zavaznosti onemocnéni. Rozpoznani B. burgdorferi,
aktivace vrozené¢ho imunitniho systému, produkce prozanétlivych cytokinti a modulace
adaptivnich reakci jsou iniciovany receptory rozpoznavajici vzory (PRR), mezi které patii
Toll-like receptory (TLR) exprimované na imunitnich buiikach hostitele, napt. dendritickych
bunkach, makrofazich nebo monocytech. Tyto receptory rozpoznavaji molekularni vzory
spojené s patogenem (pathogen-associated molecular patterns — PAMP). TLR mohou
rozpoznat boreliovy flagelin a fadu proteint vnéjSiho povrchu borelii (napt. OspA a OspB).
Konkrétné byly TLR1 a TLR2 identifikovany jako receptory nejvice relevantni pro lymeskou
boreliozu. Interakce TLR s Osps B. burgdorferi hraje duleZitou roli v pocate¢nich fazich
patogeneze lymeské borelidzy, protoze spousti prozanétlivou kaskddu imunitnich reakei

(Rahman et al., 2016).

Antigen prezentujici buiiky aktivuji po prezentaci bakterialniho peptidu B a T lymfocyty.
T buniky poté uvolnuji cytokiny a stimuluji aktivaci makrofagl, zatimco B buiky produkuji
specifické protilatky, které vazou epitopy vnéj§i membrany borelii (Strnad et al., 2023).
Bé&hem prvni faze onemocnéni produkuji B butiky ve slezin€é IgM specifické protilatky proti
B. burgdorferi. Nasledny vyvoj IgG protilatek specifickych pro B. burgdorferi koreluje
se snizenim poctu spirochet u mysi a podavané IgG protilatky mohou zabranit vzniku infekce
hladiny byly spojeny s mirn&j$imi symptomy lymeské boreliozy (Rahman et al., 2016; Steere
et al., 2016). Studie ukazaly, ze B. burgdorferi mize zpusobit zvySené uvolinovani 1L-10
pomoci makrofagi i dendritickych bunék. Tuto zvySenou hladinu IL-10 mize B. burgdorferi
vyuzit k potlaceni ¢asnych reakci béhem infekce (Lazarus et al., 2008; Chung et al., 2013).

Dendritické bunky (DC) jsou profesionalni buiiky prezentujici antigen na molekuldch
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) ttidy II, které detekuji a zpracuji antigen,
aby ho mohly prezentovat CD4+ pomocnym T bunikdm po migraci do lymfatickych uzlin,

cozvede kaktivaci a proliferaci CD4+ T bunék. DC se vyskytuji hojné v kuzi,



kde B. burgdorferi poprvé vstoupi do téla hostitele béhem sani klistéte, a proto jsou DC
rozhodujici imunitni buiiky pro ur€ovani vrozenych a adaptivnich imunitnich reakci proti
boreliim. Kromé¢ toho, Ze jsou borelie degradovany ve fagozomech DC a prezentovany CD4+
T bunkam, mohou se Zivé borelie také nachazet v cytoplazmé. V disledku toho jsou borelie
prezentovany i na molekulach MHC 1. tfidy, coz vede k aktivaci CD8+ cytotoxickych T bunék
(Mason et al., 2014; Mason et al 2018). Krom¢ dendritickych bunék se na fagocytoze

a prezentaci boreliovych antigenii podili i rezidentni makrofagy (Thompson et al., 2021).

CD4+ T buiikky mohou hrét ustfedni roli v imunitnich reakcich a tvorbé protilatek proti
B. burgdorferi pomoci rozvoje B lymfocytii a aktivace makrofagi, ¢imz se snizi zatéz tkané
spirochetami. Dale studie ukazuji, ze adaptivni pienos CD4+ T bunék produkujicich IFN-y do
infikovanych mys$i B. burgdorferi s deficitem T bunék zmirnil pfiznaky Kkarditidy
(Elsner et al., 2015).

4

Pozdé¢jsi faze lymeské borelidzy je charakterizovana vysokou hladinou IFN-y. Nizka hladina
TLR2 u mysi infikovanych B. burgdorferi vede ke zvySenému poc¢tu T bunék v kloubech,
vysokym  hladindm  IFN-y.  Vysoké hladiny IFN-y jsou také spojené
s jednonukleotidovym polymorfismem (SNP) v TLR1. Tento polymorfismus je
charakterizovan snizenou expresi tohoto receptoru, coz ma za nasledek zvySené hladiny
prozanétlivych cytokind a zapficinuje zvySenou pretrvavajici artritidu 1 po antibiotické 1écbé

(Strle et al., 2012).

1.4 Unikové mechanismy imunitniho systému

Aby B. burgdorferi mohly ptetrvavat uvnit hostitele a rozvinula se infekce, musi uniknout

obrannym reakcim hostitelského imunitniho systému (Strnad et al., 2023).

Tyto imunitni Gniky borelii zainaji uz jejich samotnym tvarem a genomem. Borrelia
burgdorferi se vyznacuje neobvykle segmentovanym genomem kodujicim mnoho proteind,
které jiné bakterialni druhy, a dokonce i pfibuzné spirochety postradaji (Foor et al., 2023).
Genom B. burgdorferi tvofi linearni chromozom, ktery obsahuje 900 gent kodujicich proteiny
pro replikaci, transkripci, translaci, energeticky metabolismus a transmembranovy transport.
Borelie nemaji zadné geny pro biosyntézu aminokyselin, mastnych kyselin, enzymd,
¢i nukleotidl, proto vyuzivaji metabolické drahy hostitele. Genom borelii je dile obohacen
0 devét linearnich a 12 kruhovych plazmidi, které spole¢né obsahuji geny dulezité pro Zivotni

cyklus vektor-hostitel a napomahaji genetickym zménam, které borelie vyuzivaji ve prospéch



imunitnich Gnika v hostiteli (Kneubehl & Lopez, 2023; Berndtson, 2013). Bylo prokazano,
ze mnoho z genovych produkt ma zasadni roli pfi preziti spirochet v jejich enzootickém
cyklu. Naptiklad protein oznatovany BB0323 je nezbytny pro pieziti B. burgdorferi béhem
celého infek¢niho cyklu, protoze usnadiiuje prenos patogenu mezi klistétem a hostitelem tim,
7e napomaha mikrobialnimu tniku ¢asné hostitelské bunééné imunité (Foor et al., 2023).
B. burgdorferi mize prostfednictvim genové konverze, nebo zménou alelické exprese zménit
své povrchové antigeny, zejména povrchového lipoproteinu VISE, a tim se vyhnout detekci
imunitnim systémem hostitele. Rekombinace VISE se zd4 byt dilezita pro perzistenci
B. burgdorferi a schopnost B. burgdorferi reinfikovat hostitele po 1é€b¢ antibiotiky. Tato

antigenni variace je spontdnni s frekvenci 10* za jednu generaci (Kneubehl & Lopez, 2023).

B. burgdorferi indukuje u klistat mikrobicidni drahy Toll, IMD a JAK/STAT,
kterym se ale spirochety dokazi vyhybat. O nékolika spirochetovych proteinech OspA, OspC
a BBE31 je znamo, ze interaguji piimo s klist€cimi proteiny, aby podpoftily kolonizaci
B. burgdorferi ve stievé klistéte (Rana et al., 2023). Morfologie spirochet napomaha jejich
pohyblivosti, kterd je nezbytna pro migraci ze stieva do slinnych 714z a hraje dilezitou roli
v proniknuti do hostitelskych tkani a nasledné perzistence v nich (Charon & Goldstein, 2002).
V neposledni tad¢ ¢ast proteini ve slindch klistat mé& imunomodulaéni vlastnosti,
které zabranuji obrané hostitele béhem sani. Zatimco je klisté vyuziva k tomu, aby se nasytilo,
B. burgdorferi vyuziva nékteré z téchto slinnych proteinti nebo jejich funkci k pienosu
z klistéte do savciho hostitele. Jeden z proteintl, ktery spirochety vyuzivaji je protein Salp15.
Salp15 inhibuje aktivaci CD4+ T buné¢k tim, Ze se vaze na CD4 koreceptor a inhibuje
bunécnou signalizaci. Spole¢né to vede ke snizeni produkce IL-2, ktery je nutny pro expanzi
T bunék. Jiné slinné proteiny, jako je Iris a Iristatin, inhibuji produkci n¢kolika prozanétlivych
cytokint, véetné IL-6, TNF-a a IFN-y. Dale bylo zjisténo, ze Salp15 narusuje drahu spojenou
se zranim dendritickych bunék vazbou na lektinovy receptor typu C (DC-SIGN, také znamy
jako CD209), tim inhibuje prezentaci antigenu a produkci prozanétlivych cytokind
(Nuttall P. A., 2023). Uginky inhibi¢nich proteind jsou lokalizované v misté sani a jejich
aktivita do 24 hodin kles4 (Berndtson, 2013). Kromé& vlivu na inhibice produkce cytokind,
je prokazano, ze Salp15 se vaze na vné&jsi povrchovy protein OspC na boreliich, ¢imz chrani
spirochetu pted usmrcenim protilatkami. Jiné proteiny slinnych 714z, jako je inhibi¢ni protein
B bunék (BIP), inhibuji proliferaci a aktivaci B bunék. Dalsi proteiny Salp20, TSLPI a IRAC

zabraiuji komplementu 1yzu borelii a fagocytézu neutrofilti (Helble et al., 2021).



Adheze je pocatecni udalosti pti vzniku jakékoliv infekce. Genom B. burgdorferi koduje velké
mnozstvi protein nazyvanych adhesiny. Spirochety pomoci téchto proteinit adheruji
Kk hostitelskym tkadnim a $ifi se v nich. Hlavnim adhezivnim cilem je extracelularni matrix
(ECM), ktera hraje dualezitou roli v patogenezi borelii a jejich perzistenci v hostiteli.
B. burgdorferi vaze rizné slozky ECM, vcetné glykosaminoglykantl, fibronektinu, dekorinu,
kolagenu, lamininu a integrind. Krom¢ toho B. burgdorferi pfilne k fad¢ typt hostitelskych
bunc¢k a vaze slozky hostitelského séra a extracelularnich tekutin, jako je plazminogen

a regulatory komplementu, napiiklad CspA (Brissette & Gaultney, 2014).

Bylo popséno, Ze spirochety se vyhybaji komplementovym drahdm tfemi hlavnimi zptisoby:
prevzeti hostitelskych regulatori komplementu, dale vlastnimi faktory, které ovliviiuji systém
komplementu hostitele a vyuzivanim klistécich proteinti. Aby se borelie chranily a vyhnuly
se napadeni komplementovym systémem, vazou na svij povrch regulaéni proteiny
komplementu faktor H a faktor HL-1 (FH/FHL-1), které zodpovidaji za inhibici tvorby
a aktivity C3 konvertazy. Bylo identifikovano az pét odlisnych lipoproteintl, které interaguji
s FH/FHL-1 a souhrnné se nazyvaji CRASPs. Jednim z téchto proteinti vazajici faktor H je
CspA, také znamy jako komplementovy regulator ziskavajici povrchovy protein-1
(CRASP-1). Mezi dalsi FH/FHL-1 vazebné proteiny patii CspZ a rodina OspE. Rodina
povrchovych proteint OspE jsou souhrnné oznacovany jako OspE-related proteins (Erp)
a inaktivuji C3b slozku komplementu. Bylo zji$téno, Ze sekvence kodujici CspA, stejné jako
sekvence OspE se vyskytuji pouze v rodu Borrelia. U CspZ proteinu bylo prokazano, ze je
exprimovan spirochétami pouze béhem infekce savci, zatimco CspA je exprimovan zejména
béhem pienosu klisté-hostitel a hostitel-klisté. Aktivita OspE, CspA a CspZ je synergicka,

protoZe Se vazi na riizné oblasti FH (Dulipati et al., 2020).

1.5 Inhibi¢ni kontrolni body imunitniho systému

Kontrolni body imunitniho systému jsou definovany jako interakce urcitych receptort
na povrchu bunék s urcitymi ligandy, které¢ maji inhibi¢ni nebo aktivacni G¢inky na imunitni
reakce (Zhang & Zheng, 2020). V soucasnosti jsou nejvice prozkoumané imunitni kontrolni
body hlavné PD-1 (programmed death 1) a jeho ligand PD-L1 (programmed death-ligand 1),
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) a LAG-3 (lymphocyte-activation gene
3). Mezi dalsi kontrolni body patii TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin
domain- containing protein 3), CD47, TIGIT (T-cell immunoglobulin and ITIM domain
protein) a VISTA (V-domain Ig suppressor of T-cell activation) (Yin et al., 2023). Po navazani



na odpovidajici ligandy hraji imunitni kontrolni body klicovou roli pro udrzeni autotolerance
pomoci regulace intenzity a délky imunitnich odpovédi u efektorovych bunék v rtiznych

tkanich tak, aby se minimalizovalo poskozeni tkané (Zhang & Zheng, 2020).

1.5.1 Mechanismus pisobeni kontrolnich bodit CTLA-4 a PD-1

CTLA-4 a PD-1/PD-L1 maji velmi odlisné role v imunitni regulaci. CTLA-4 je receptor
pro kostimula¢ni proteiny B7-1(CD80) a B7-2 (CD86) exprimované na bunkach prezentujici
antigen (APC). Jelikoz CTLA-4 ma vys$si afinitu k CD28, tak brani B7 v interakci
S kostimulacnim receptorem CD28 na T buikéach, CTLA-4 tak snizuje aktivaci naivnich
T lymfocyti a mize ovliviiovat jiz probihajici zénétlivou reakci. Regulacni T lymfocyty
exprimuji vysoké hladiny CTLA-4, coz jim umoZziuje vazat se na CD80 a CDS86
na dendritickych bunkach a fyzicky odstranovat tyto ligandy z membrany DC, coz zabranuje
nasledné aktivaci T bun¢k témito DC. Zvitata s deficitem CTLA-4 umiraji kratce po narozeni

na prevazujici autoimunitu zahrnujici vice organu, véetné dychacich svali (Wang et al., 2023).

PD-1 je inhibi¢ni receptor exprimovany na aktivovanych T bunkdach, ktery pfimo inhibuje
signalizaci T bunécného receptoru T lymfocyt (TCR) a CD28 prostiednictvim vazby na jeden
ze svych ligandi PD-L1, nebo PD-L2. PD-L2 je exprimovany hlavné na aktivovanych
imunitnich buiikach, ale na tento ligand neni farmakologie v rtiznych terapiich zacilena.
Castéji exprimovany je PD-L1, jehoz exprese miize byt zvySena ve zdravych i malignich
tkdnich reakci na rlzné zanétlivé a stresové signaly imunitniho systému, vcetné IFN-y
produkovaného aktivovanymi T bunkami (Wang et al.,, 2023). Zatimco souvislost
mezi regulacnimi T lymfocyty (Tregs) a CTLA-4 je dobie znama, vliv osy PD-1/PD-L1
na Tregs neni zatim zcela objasnény. Ale vzhledem k supresorové funkci PD-1 mize jeho

nedostatek na Tregs zvysit inhibici imunitnich reakci viici antigenu (Grabie et al., 2019).

1.5.2 Inhibiéni draha PD-1/PD-L1

Koinhibi¢ni receptor programované bunééné smrti 1 (PD-1, také znamy jako PDCDI1
a CD279) a jeho ligand programované smrti 1 (PD-L1, také znamy jako CD274 a B7-H1) jsou
klicové imunosupresivni signaly pro udrZeni centralni a periferni imunitni tolerance, inhibici
autoimunitnich reakci a regulaci imunitni homeostdzy. PD-L1 je tfeti ¢len rodiny B7
a transmembranovy protein typu I obsahujici 290 aminokyselin. U lidi se nachazi
na chromozomu 9. Poprvé byl popsany Dongem et al. v roce 1999 jako B7-H1. PD-L1 je

transmembranovy protein a skladd se z extracelularnich domén podobnych IgV a IgC,



hydrofobni transmembranové domény a kratkého cytoplazmatického konce slozeného
z 30 aminokyselin. Exprese PD-L1 se realizuje v brzliku a na dendritickych bunkach, kde osa
PD-1/PD-L1 brani proliferaci a diferenciaci naivnich T bunék (Kythreotou et al., 2018;
Zhou et al., 2023).

Osa PD-1/PD-L1 hraje dilezitou roli v odpovédi T bun€k, kdy muze inhibovat aktivaci
T bunék, proliferaci, sekreci cytokinti a indukovat apoptozu (Zhao et al., 2023). Pii chronické
infekci brani tato draha destrukci tkan¢ pomoci imunitniho vycerpani, ¢imz se poskodi funkce
efektorovych bunék po pietrvavajici perzistenci antigenu. Vycerpani T bunék je
charakteristické ztratou produkce IL-2, snizenou proliferacni kapacitou, snizenou
cytotoxicitou, zhorSenou produkci prozanétlivych cytokinli a expresi kontrolnich bodu
imunitniho systému jako jsou pravé PD-1 a PD-L1 (Zhao et al., 2023; Dyck & Mills, 2017;
Kythreotou et al., 2018).

Draha PD1/PD-L1 muze velmi ovlivnit fyziologii hostitele. U geneticky upravenych mysi
s deficitem v PD-1 se rozvinuly autoimunitni reakce (Sharpe & Pauken, 2018). Na druhou
stranu vysoka a pretrvavajici exprese PD-1 a jeho ligandi je bézna u chronickych infekei
a nddorovych onemocnéni, u kterych zablokovani této drahy vede ke zlepseni efektorovych
funkci T bun¢k. PD-1 je exprimovany na vSech CD4+ a CD8+ T lymfocytech, regulacnich
T bunkach a nékterych podskupinach pamétovych T bunék béhem jejich piirozené aktivace.
PD-1 je krom¢ T lymfocyti dale exprimovany na NK bunkach, nékterych myeloidnich
bunkach, nadorovych buiikach a B buiikach. Draha PD-1/PD-L1 hraje dale kli¢ovou roli
v regulaci humoralni imunity. Béhem humoréalnich imunitnich odpovédi mohou B bunky
exprimovat PD-1, jehoz vysoka hladina je nezbytna pro afinitni maturaci B lymfocyti
a izotypovy piesmyk (Sharpe & Pauken, 2018).

1.5.3 Imunitni kontrolni body u nadorovych onemocnéni

Rakovinné buniky si mohou vyvinout rtizné mechanismy, jak se vyhnout imunitnimu systému,
coz nasledné¢ vede k rozvinuti onemocnéni. Jednim z téchto mechanisml jsou imunitni
kontrolni body, kterymi se rakovinné buniky v té€le maskuji. V poslednich letech byly u€inény
velké prulomy v nadorové imunoterapii, které vyznamné zlepSily miru pieziti pacientl
srakovinou. K dne$nimu dni existuji rizné typy imunoterapeutickych I1¢éki, vcetné
nadorovych vakcin, bunééné imunoterapie, imunomodulacnich 1€kt zamétenych na T bunky
a inhibitord imunitnich kontrolnich bodu (ICI). Protilatky proti CTLA-4 a PD-1/PD-L1 se diky

detailnim studiim prokézaly jako nejvice efektivni v protinadorové terapii u malignich nadort,
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jako je karcinom mocového méchyte a ledvin, melanom, nemalobunéény karcinom plic,
kolorektalni karcinom a Hodgkiniv lymfom a jsou Siroce pouzivany v klinické praxi.
Celosvétove bézné pouzivané inhibitory imunitnich kontrolnich bodt zahrnuji hlavni tfi
kategorie: monoklonalni protilatky anti-PD-1/PD-L1, anti-CTLA-4 monoklonalni protilatky,
kombinované inhibitory anti-PD-1 a CTLA-4 (Yin et al., 2023). Rychlé rozpoznani nadorové
specifickych antigeni T bunkami je zadkladem imunoterapie nadorovych onemocnéni.
Aktivované CD8+ T bunky pomoci perforini a granzymu zabijeji nadorové buriky narusenim
plazmatické membrany. Nadorové bunky poté apoptoticky umiraji. Dale Th1 bunky vylucujici
IFN-vy hraji kli¢ovou roli pti kontrole ristu nadoru (Apetoh et al., 2015; Ahmed et al., 2022).
Dalsi studie uvadi, Ze potlaceni protinddorovych odpovédi T bunck je z velké casti
zprostiedkovano regula¢nimi T lymfocyty. Jednim pokrokem v u¢inné imunoterapii je praveé
vyCerpani Tregs, jelikoz se zjistilo, Ze vysoka infiltrace Tregs v misté nadoru potlacuje
produkci TGF-B a IL-10 aktivitu zminénych efektorovych T bunék a APC proti rakovinnym
bunkdm a podporuji angiogenezi nadort, coz zhorSuje prognoézu onemocnéni

(Zeng et al., 2020).

1.5.4 Role osy PD-1/PD-L1 u chronickych infekci

Draha PD-1/PD-L1 byla také zkoumana v kontextu chronickych infekci. Naptiklad
gastrointestinalni patogen Helicobactor pylori vyvolava u lidi chronické infekce vedouci
ke gastroduodenalnim viedim a rakovingé zaludku (Jubel et al., 2020). Infekce H. pylori
indukuje expresi PD-L1 v zalude¢nich epitelialnich bunkach, tim zhorSuje prognoézu rakoviny
zaludku a podporuje bakterialni perzistenci. Role osy PD-1/PD-L1 u infekce H. pylori vSak
neni stale zcela objasnéna (Wang et al., 2023). Zikladnim patogenem spojenym
s parodontitidou je oralni anaerobni bakterie Porphyromonas gingivalis. Studie zjistily
zvySenou expresi PD-1/PD-L1 v periodontalnich tkanich a periferni krvi pacienti
s periodontitidou. Tato zvySena exprese snizuje zanétlivou odpovéd’ a umoziuje P. gingivalis
unik imunitnim reakcim hostitele (Liu et al., 2023). V dalsi studii data ukazuji, ze exprese
PD-1 na B burkach potlacuje humoralni odpovéd’ na Streptococcus pneumoniae pomoci
potlaceni klonalni expanze aprodukce IgG B bunikami specifickymi pro antigeny
S. pneumoniae (McKay et al., 2015). Dale se zjistilo, ze PD-1 na dendritickych bunkach
potlacuje obrané reakce imunitniho systému proti Listeria monocytogenes a adoptivni pfenos
dendritickych bun¢k s deficitem PD-1 zvySuje vrozenou imunitu proti infekci
L. monocytogenes in vivo (Yao et al., 2009). ZvySena exprese PD-1/PD-L1 byla nalezena

I v makrofazich v kostni dieni u mysi s osteomyelitidou zpisobenou bakterii Staphylococcus
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aureus. S. aureus pomoci signalizace PD-1/PD-L1 potlacuje baktericidni aktivitu makrofagu.
Blokovanim osy PD-1/PD-L1 se u mysi infikovanymi S. aureus podpofila odstranéni bakterii,
coz zabranilo destrukci kosti (Li et al., 2023).

Role PD-1/PD-L1 byla popsana i u virovych infekci véetné hepatitidy B, hepatitidy C, HIV
a akutni virové infekce, jako je Hantavirus a Ebola. Studie ukazaly zvysenou expresi PD-1
a zhorSenou funkci T bunék 1 u pacientt s COVID-19 (Barnova et al., 2021;
Vivarelli et al., 2021). Vycerpani T bun¢k bylo popsano také béhem infekce fadou
parazitickych prvoka. Chronické infekce v kontextu parazitarni infekce jsou bézné kvuli
TGF-B a IL-10. Parazitarni infekce jsou navic spojeny se zvySenou expresi koinhibi¢nich
receptoru a jejich ligandt. Naptiklad byla popséna zvySené exprese PD-1 u pietrvavajicich

infekci T. gondii, Leishmania major a Plasmodium falciparum (Jubel et al., 2020).

Mnoho klinickych studii prokéazalo korelaci mezi zvySenou expresi PD-1 nebo PD-L1
amortalitou na sepsi. Pacienti se sepsi maji zvySenou povrchovou expresi PD-1
na T lymfocytech a zvySenou povrchovou expresi PD-L1 na myeloidnich bunikach. Vétsina
téchto studii ukazuje, Ze stimulace osy PD-1/PD-L1 béhem sepse vede k dysfunkci T bunék
a apoptoze, ktera je doprovazena zvySenim mnozstvi patogenti, multiorganovym poskozenim
a naslednou smrti (Patil et al., 2017). Cetné preklinické studie ukazaly, Ze zacileni na PD-1

a PD-L1 béhem sepse zlepsuje odolnost pacienta vici infekei (Chen et al., 2023).
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2 Cile prace

Vypracovat literarni reSerSi o lymeské borelioze a uloze kontrolnich bodii imunitniho
systému, pfedev§im drahy PD-1/PD-L1, v rozvoji bakterialnich infekci.
Charakterizovat roli osy PD-1/PD-L1 pii infekci spirochetami Borrelia burgdorferi
u mysich bunék in vitro
Vyhodnotit vliv aplikace neutralizaéni anti-PD-L1 protilatky na laboratorni mysi
infikovanych spirochetami Borrelia burgdorferi in vivo a ex vivo zaméfené na nize
uvedené parametry:

o Diseminace borelii do cilovych tkani a rozvoj lymeské artritidy

o Proliferace T lymfocytl a indukce regulacnich T bun¢k

o Odpovéd imunitniho systému infikované mysi na vystaveni spirochetdm
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni mysSi

Jako zdroj imunokompetentnich bun€k i pro in vivo pokusy byly pouzity mysi inbredniho
kmene C57BL/6N (wild-type), které byly ziskany od Janvier Labs. Na za¢atku pokusu byly
mysi staré osm tydnl a vazily mezi 18 a 20 gramy. Chovany byly ve sterilnim prostfedi [IVC
(individually ventilated cages) boxi s podestylkou z dfevéné neprasivé drté a ubrouskem
pro stavbu hnizda, pii fotoperiodé 12/12 hodin, za stalé teploty (22 °C) a relativni vlhkosti
vzduchu (65 %), krmeni a voda byly podavany ad libitum. K tomuto ucelu byly vyuzity
prostory BSL-2 zvétince Katedry medicinské biologie.

3.2 Borelie

Spirochety B. burgdorferi sensu stricto (kmen ATCC® 35211™) byly kultivovany v médiu
BSK-H doplnéném 6% krali¢im sérem pii 34 °C do log faze (=2x107/ml) a poté pouzity

Vv experimentech.

Z kultury borelii bylo odebrano 3,5 ul suspenze na podlozni sklicko, kapka byla ptekryta
krycim sklickem a nasledné¢ pozorovana mikroskopii v temném poli pii 400nasobném
zvétSeni. Po spocitani spirochet ve 20 zornych polich byl k zjisténi poctu borelii v 1 ml

suspenze pouzit vzorec:
pocet borelii/ml = a x fedéni x 5,01 x 10°
a..... prumérny pocet borelii ve 20 zornych polich

Z boreliové kultury bylo poté odebrano takové mnoZstvi suspenze, aby obsahovalo

pozadovany pocet borelii.
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3.3 Vliv anti-PD-L1 protilatky in vitro

Plan in vitro experimentu je zndzornén na Obr. 1. Jednotlivé kroky jsou popsany

ﬁt

e

Vv nasledujicich kapitolach.

\/'\ » FACS
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« Derivace pDC upDC = Aktivace pDC Zivotnost
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ocenio Tregs

Obr.1: Casové schéma in vitro experimentu

3.3.1 Izolace kostni diené a derivace plazmacytoidnich dendritickych
bunék (pDC)

Mys byla uvedena do celkové inhala¢ni anestézie a poté byla usmrcena zlomenim vazu. Dale
byla my$ upevnéna na chirurgickou podlozku do polohy na zadech a jeji srst byla
dezinfikovana 70 % ethanolem. Nasledné byly vypreparovany zadni koncetiny, které byly
vloZeny do sterilniho PBS (phosphate-buffered saline; VWR). Oc¢isténé stehenni a holenni
kosti byly nejdtive vlozeny do izopropanolu a poté do MEM (Minimal Essential Medium;
Biosera). Kostni dfen byla uvolnéna z kosti pomoci proplachnuti médiem 5 ml injekéni

sttikackou s jehlou o velikosti 24-25 G pomoci MEM.

Kostni dfeit byla nasledné¢ rozsuspendovana a piefiltrovana pies sterilni bunécné

sito (Corning, 70 pm Nylon) do zkumavky.

Dale byly bunky centrifugovany (130 g, 10 minut, 4 °C). Po centrifugaci byl odstranén
supernatant a byla provedena lyza erytrocytii pomoci 2 ml 0,84 % NH4Cl ohtatého na 37 °C
ptidaného k peletu. Lyza erytrocyti byla zastavena po 2 minutach pfidanim 10 ml MEM.
Bunky byly spocitany v Biirkerové komulrce pomoci Trypanové modii (0,5% vodny
roztok; Sigma-Aldrich) fedéné 1:1.

Nakonec se uréené¢ mnozstvi bunék dalo znovu centrifugovat a nasledné byly bunky prevedeny

do kultiva¢niho média pro derivaci pDC (RPMI 1640, 10% fetalni teleci sérum; Cytiva,
Penicillin 100 j./ml, Streptomycin 100 pg/ml, L-Alanyl-L-Glutamine 0,446 gll,
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2-Mercaptoethanol 50 uM; Biowest, pyruvat sodny 1mM; Sigma, Flt-3L 200 ng/ml; R&D).
Buiiky byly nasledné nasazeny na 6-jamkovy panel (3x10° bunék/jedna jamka) a kultivovany

pii 37 °C a5 % CO».

Vyména média byla uskutecnéna tieti den od derivace pDC, kdy bylo odsato 800 ul starého
média a znovu ptidano 1 ml Cerstvého média. Derivace pDC byla dokoncena po sedmi dnech,

kdy se bunky aktivovaly pfidanim borelii.
3.3.2 Priming T bunék

Mys byla uvedena do celkové anestezie (ketamin 100mg/kg, xylazin 16mg/kg 1.p.) a poté
infikovana intradermalné 1x10° spirochet B. burgdorferi 4-5 dni pied odbérem sleziny

za ucelem tzv. primingu T bun¢k.

3.3.3 Aktivace pDC boreliemi, oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou

Plazmacytoidni dendritické buriky (5x10* bun&k/jamka) byly aktivovany pomoci borelii
(5x10° buné&k/jamka, MOI 10) po dobu 24 hodin. Neutralizaéni anti-PD-L1 protilatka
(BioXCell InVivoMAD, ¢ =20 ug/ml) nebo piislusna izotypova kontrola (¢ = 20 pg/ml) byly
pfidany k pDC s boreliemi 2 hodiny pied zacatkem kokultivace s T bunikami.
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3.3.4 Izolace splenocytii a magneticka separace T lymfocyta

Boreliemi infikovana mys byla uvedena do celkové inhalacni anestézie, usmrcena zlomenim
vazu a z dutiny bfis$ni byla odebrana slezina pomoci sterilnich niizek a pinzety. Slezina byla
poté dand do 15 ml zkumavky kompletniho RPMI 1640 (10% fetalni teleci sérum; Cytiva,
Penicillin 100 j./ml, Streptomycin 100 pg/ml, L-Alanyl-L-Glutamine 0,446 gll,
2-Mercaptoethanol 50 uM; Biowest, pyruvat sodny 1mM; Sigma, Flt-3L 200 ng/ml; R&D).
Nasledn¢ pro vytvoreni jednobunécné suspenze splenocytt byl organ umistén do bunécného
sita v Petriho misce obsahujici vychlazené RPMI. Pomoci pistu 5 ml injekéni stiikacky byla
slezina protlacena pies bunééné sito (Corning, 70 um Nylon). Bunécnd suspenze byla
ptenesena do nové 15 ml zkumavky a poté byla provedena centrifugace (130 g, 10 minut,
4 °C). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a byla provedena lyza erytrocyti
rozsuspendovanim peletu bunék v 2 ml 0,84 % NH4Cl ohiatého na 37°C. Po dvou minutach
byla lyza zastavena pfidanim 10 ml kompletniho RPMI. Splenocyty byly nasledné spocitany
v Biirkeroveé komirce. Z ur¢itého mnozstvi splenocytii byly izolovany T lymfocyty negativni
magnetickou separaci pomoci kitu Pan T Cell Isolation kit II mouse (Miltenyi Biotec) dle
protokolu vyrobce. Splenocyty byly rozsuspendovany v MACS pufru (PBS, 2% BOFES,
2 mM EDTA) 40 pl na kazdych 107 bungk a k tomuto bylo pfidano 10 ul smési protilatek
snavazanym biotinem (Biotin Antibody coctail) na kazdych 107 bungk. Smés byla
promichana a inkubovana 10 min ve tmé v lednici (4-8 °C). Po inkubaci bylo ptidano 30 pl
MACS pufru a magnetické kulicky (Anti-Biotin MicroBeads) v mnozstvi 20 pl na kazdych
107 bunék a znovu byla smés promichana a ponechéana v lednici po dobu 10 minut. Kolonka
byla umisténa do magnetického stojanu a byl nasazen separacni filtr. Kolonka byla aktivovana
promytim 3 ml MACS pufru. Buniky po inkubaci s magnetickymi kulickami byly naneseny
na kolonku. Po prokapani bun€k kolonkou byla kolonka promyta 3 ml MACS pufru. T buiiky

prosly kolonkou do pfipravené 15 ml zkumavky.

3.3.5 Barveni pomoci Celltrace™ Violet Cell Proliferation Kit

Splenocyty byly oznaceny pomoci barviva CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit, for flow

cytometry (Invitrogen™) excitovaného fialovym laserem pratokového cytometru.

Barvivo bylo pfipraveno smichanim 1 ml sterilniho PBS a 2 pl CellTrace Violet, které bylo
pfidano k bunéénému peletu a inkubovano 20 minut ve tm¢ v 37 °C. Po uplynuti inkubaéni

doby bylo pfidino 5 ml RPMI pro zastaveni reakce. Dale se oznacené bunky daly
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centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C). Nakonec obarvené splenocyty (3x10°/jamka) byly
ptidany k pDC aktivovanymi boreliemi, z kterych té€sné pfedtim bylo odsato 170 ul média.

3.3.6 Odbér, izolace RNA a reverzni transkripce

Izolace RNA byla provedena 48 hodin od kokultivace s T buitkami pomoci kitu NucleoSpin
RNA Isolation Kit (Macherey — Nagel) dle protokolu vyrobce. Obsah jamek z 24 jamkového
panelu byl pfenesen do zkumavek a néasledné centrifugovan (500g, 5 min, pokojova teplota).
Mezitim bylo do panelu pfidano 350 pl lyza¢niho pufru RA1 z kitu a 3,5 pl merkaptoethanolu.
Po centrifugaci byl odebran supernatant na dal$i experimenty a k peletu byl pfeneseny obsah
jamek. Poté pokus pokracoval sizolaci RNA podle protokolu vyrobce kitu v digestofi
za RNAse-free podminek. Nakonec byla zméfena koncentrace RNA na pfistroji

NanoPhotometer P 330 Implen a vzorky byly uchovany v mrazaku na -80°C.

Extrahovand RNA byla ptepsdna do cDNA pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit (Roche). Vzorky pro reverzni transkripci byly pfipraveny podle nésledujici tabulky
(Tab. I). Vznikla cDNA byla 5x zfedéna PCR vodou a ulozena pfi teploté -20°C.

Proces reverzni transkripce pfipravenych reakénich smési probihal v thermocycleru
(GeneAmp® PCR System 9700) za téchto podminek: 55 °C po dobu 30 min, 85 °C po dobu

5 min (zde probihala inaktivace reverzni transkriptdzy) a neomezené chlazeni pti 4 °C.

Tab I: Reakcni smés na pripravu reverzni transkripce pro 1 vzorek (20 ul)

Pufr 4 ul

Inhibitor RNaz 0,5 pl

dNTPs 2ul

Oligo dT primer 1wl

Reverzni transkriptaza 0,5 ul

RNA 250 ng v maximalnim objemu 12 pl
Voda Dodéana do celkového objemu 20 pl

3.3.7 Stanoveni regula¢nich T lymfocyti pomoci pritokové cytometrie

V ureném casovém intervalu po inkubaci s pDC (72 h) byly T lymfocyty oznaceny
protilatkami proti povrchovym antigenim CD3, CD4 a CD25 konjugovanymi s fluorochromy.
Dale byly buiiky fixovany a permeabilizovany pomoci eBioscience™ FoxP3/Transcription

Factor Staining Buffer Set dle protokolu vyrobce a znaceny anti-FOXP3 protilatkou
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konjugovanou s fluorochromem. Bunky byly analyzovany na pratokovém cytometru

NovoCyte 3000 (Acea) pomoci softwaru NovoExpress.

e CD3 (eBloscience™, FITC, fedéni 200x)
e CD4 (eBloscience™, PE, fedéni 200%)
e CD25 (eBloscience™, SuperBright600, fedéni 160x)

e FoxP3 (eBloscience™, eFluor450, fedéni 300x)

3.3.8 Stanoveni proliferace T lymfocyti pomoci pritokové cytometrie

Po 5 dnech kokultivace pDC s T lymfocyty byla suspenze bunék pfenesena z 96-jamkového
panelu do zkumavek a vzorky byly centrifugovany (500g, 5 min, 4 °C). Po centrifugaci byly
bunky pievedeny do FACS pufru (2% BOFES v PBS) a oznaceny proti povrchovym
antigeniim:

e CD4 (eBloscience™, PE, fedéni 200x)

e CDB8 (eBloscience™, PE-Cyanine7, fedéni 400%)
Vzorky s protilatkami byly spole¢né inkubovany po dobu 20 minut ve tm¢ na ledu. Poté
zbytky nenavazané protilatky byly vymyty FACS pufrem. Nakonec byly oznafené buiky
zmeéteny na pratokovém cytometru NovoCyte 3000 (Acea) a vysledna data byla analyzovana

pomoci softwaru NovoExpress.

3.3.9 Kvantitativni Real-Time PCR

Sekvence primert jsou zobrazeny v tabulce 1l a pouzité reakéni komponenty jsou vypsany
v tabulce I1I.

Tab. Il Prehled pouzitych primerii:

Gen Nazev Sekvence Citace
FoxP3 MFOXP3-Fwd CAGCTCTGCTGGCGAAAGTG Duan et al.
MFOXP3-Rev TCGTCTGAAGGCAGAGTCAGGA 2017
mTGFb-Fwd TGTGGAACTCTACCAGAAATATAGC Duan et al.
TGF- mTGFb-Rev GAAAGCCCTGTATTCCGTCTC 2017
mPD1-Fwd CGTCCCTCAGTCAAGAGGAG
PD-1 Luetal. 2014
mPD1-Rev GTCCCTAGAAGTGCCCAACA
GAPDH MGADPH-Fwd TGTGTCCGTCGTGGATCTGA Duan et al.
MGADPH-Rev TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 2017
18S rRNA m18rRNA-Fwd CTTAGAGGGACAAGTGGCG Stephens et al.
m18rRNA-Rev ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA 2011
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Tab. ll1: Slozeni QPCR reakce (10 ul)

Fast Start Universal SYBR Green Master (Roche) 5ul
PCR voda 3,4 ul
Primery (10 pM) 0,3+0,3 ul
5x fedéna cDNA 1wl

Vzorky byly pipetovany v technickych duplikatech a vzdy k nim byl pfifazen jeden duplikat
NTC (no template control), do kterého misto 1 ul cDNA byl ptidany 1 pl PCR vody.

Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do termocycleru Rotor-gene 6000 (Corbett Research),

kde byly vystaveny nejdiive pocateCni 10 min. denaturaci pii 95°C a nasledoval 45x

opakovany cyklus, ktery se skladal z:

1. Denaturace, 15 sekund, 95 °C
2. Nasedani primert, 10 sekund, 60 °C
3. Syntetizovani DNA vlaken, 30 sekund, 72 °C.

Analyza kiivky tani probihala pii teplot¢ 70-95 °C a data byla vyhodnocovana pomoci
Livakovy metody 222, Jako referen¢ni geny slouzily GADPH a 18s rRNA.

3.4 Vliv anti-PD-L1 protilatky in vivo

Plan in vivo experimentu je znazornén na Obr. 2. Jednotlivé kroky jsou popsany

Vv nésledujicich kapitolach.
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Obr. 2: Casové schéma in vivo experimentu
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3.4.1 Infekce mySi a oSetieni anti-PD-L1 protilatkou

Mysi byly rozdéleny do tii skupin, jak je vidét na obrazku 3. Nasledné byla kazda mys uvedena
do celkové anestézie (ketamin 100 mg/kg, xylazin 16 mg/kg i.p.). Prvni kontrolni skupiné mysi
bylo podavano pouze BSK-H médium s 6 % krali¢iho séra a ATB. Druha a tfeti skupina byla
infikovana boreliemi (1x10%mys i.d.), pfi¢emz druhé skuping byla podavana ve tiech
pravidelnych intervalech po tfech dnech i.p. izotypova kontrola (250 pg/mys) a tfeti skupina
mysi byla oSetiena anti-PD-L1 protilatkou i.p. (250 pg/mys).

Kontrolni skupina  Bbss + Izotypova kontrola  Bbss + anti-PD-L1 protilatka
(n=8) (n=10) (n=10)

Obr. 3: Specifikace mysich skupin v in Vivo experimentu

3.4.2 Méreni velikosti kloubi
Na pocatku experimentu a dale v sedmidennich intervalech byly pomoci digitalniho caliperu
Mitutoyo ABSOLUTE Digimatic Micrometer 0—15 mm zméfeny rozméry levého i pravého

tibiotarzalniho kloubu v pfedozadnim sméru.

3.4.3 Odbér tkani na izolaci DNA, RNA a krve na sérologii

Kazdd myS$ byla pfed termindlnim odbérem krve a tkdni uvedena do celkové anestezie
(ketamin 100 mg/kg, xylazin 16 mg/kg i.p.). Nasledn¢ byly jednotlivé mySi upevnény
na chirurgickou podlozku do polohy na zadech a jejich srst byla sterilizovana 70 % ethanolem.
Poté bylo urceno umisténi klicni kosti a pomoci sterilnich nastroji byl preruSen axilarni
pletenec. Krev byla odebirana sterilni Pasteurovou pipetou do ptislusné zkumavky. Nasledné
byla krev centrifugovana 10 min na 700 g pro ziskani séra, které bylo pouZzito v sérologické
metodé ELISA.

Mysi byly po vykrveni usmrceny zlomenim vazu, a nésledné jim byly odebirdny ptislusné
organy. Na izolaci DNA byla odebrana kiiZze z mista inokulace borelii, uSni boltce, mocovy
meéchyt, hrot srdecni, kotnik a poté nasledovala samotna izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin
Tissue (Macherey — Nagel) dle protokolu. Ziskana DNA byla zamrazena na -20 °C a poté
pouzita na kvantitativni Real-Time PCR pro detekci borelii (viz kapitola 2.4.5).
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Na izolaci RNA byly potieba kotniky a cast sleziny. Odebrané sleziny byly rozdéleny
na tietiny. Jedna tretina byla pouzita pro izolaci RNA, ktera byla provedena pomoci kitu
NucleoSpin RNA Isolation Kit (Macherey — Nagel) dle protokolu. Dvé tietiny sleziny byly

vyuzity pro analyzu pomoci prutokového cytometru (viz kapitola 2.4.6).

344 ELISA

Z odebranych sér byl zjistovan titr protilatek proti boreliovému antigenu podle nasledujiciho

postupu.

Prvni den byl navazan boreliovy antigen na 96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku (Costar)
0 koncentraci 10 ug/ml vazebného roztoku (1,59 g Na,COs, 2,93 g NaHCOs v 1 | H20, pH
9,6), na kazdou jamku 50 pl. Poté byla provedena inkubace po dobu 24 hodin pii 4 °C ve vlhké

komurece.

Druhy den byl panel vysuSen poklepem a filtraCnim papirem. Dale byly vyblokovany
nespecifické vazby blokovacim pufrem (5 % PTS v PBS, 200 ul/j) po dobu 45 min. pti 37 °C
ve vlhké komurce. Nasledné byl panel promyt promyvacim roztokem T-PBS (0,05 % Tween
v PBS). Testovana mysi séra byla nafedéna 1:100 v fedicim roztoku (2 % PTS v PBS)
ananesena do predem urcenych jamek. Do ostatnich jamek mikrotitraéniho panelu bylo
naneseno 50 pl fediciho roztoku. Vzorky byly dale roziedény dvojkovou fadou. Panel se poté
opét nechal inkubovat 45 min pii 37 °C. Po inkubaci byl panel tfikrat promyt v T-PBS.
Nasledné byla pfidana antimysi protilatka znacena peroxiddzou (Goat anti mouse/Px) fedéna
v fedicim pufru 1:1000, 100 pl na jamku. Poté byla provedena inkubace 45 min. pii 37 °C
aponi byl panel tiikrait promyty T-PBS. Enzymova reakce byla vyvoland 100 pl

substratového roztoku, ktery byl pfipraven tésné pied pouzitim:

e 5 ml fosfocitratového pufru
e 2mgOPD
e 2 ul30% H202

Nakonec podle intenzity zbarveni negativni kontroly byla reakce zastavena ptfidanim 100 pl
2M H>SOs4. Absorbance byla zméfena na vertikalnim spektrofotometru pii vinové délce

490 nm.
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3.4.5 Detekce borelii v mySich organech

Z mySich organti byla vyizolovana genomova DNA pomoci komer¢niho kitu Nucleospin

Tissue (Macherey-Nagel).

Nasledné byla provedena qPCR pro detekci borelii v tkanich v technickych triplikatech,
vzdy k nim byl pfifazen jeden triplikat NTC (no template control), do kterého misto 4 pl
cDNA bylo piidano 4 ul PCR vody. Sekvence primert a sondy jsou zobrazeny v tabulce 1V

a pouzité reak¢ni komponenty jsou vypsany v tabulce V.

Tab. IV: Prehled pouzitych primerii:

Gen Nazev Sekvence Citace
Flagellin FlaF1A AGCAAATTTAGGTGCTTTCCAA Schwaiger et
FlaR1 GCAATCATTGCCATTGCAGA al. 2001
Flagellin FlaProbel TGCTACAACCTCATCTGTCATTGTAGC  Schwaiger et
sonda ATCTTTTATTTG al. 2001

Tab. V: Slozeni qPCR reakce (20 ul)

Luna Universal Probe gPCR MasterMix (NEB) 10 wl
PCR voda 4 ul
Primery (10 pM) 0,8+0,8ul
Sonda (10 pM) 0,4 ul
DNA 4l

Takto ptipravené vzorky byly vloZeny do termocycleru Rotor-gene 6000 (Corbett Research),

a nasledoval 45x opakovany cyklus, ktery se skladal z:

1. Denaturace, 120 sekund, 95 °C
2. Nasedani primeru, 15 sekund, 95°C
3. Syntetizovani DNA vlaken, 30 sekund, 60 °C.

3.4.6 Stanoveni proliferace a po¢tu T lymfocyti pomoci priitokové
cytometrie

Postup viz kapitola 2.3.7 a 2.3.8. Z praktickych divodi byla stanoveni na pratokovém
cytometru rozdélena na tf1 Casove nezavisla métfeni. Data z jednotlivych méteni byla nasledné

normalizovana vuci skupiné oSetfené izotypovou kontrolou (Obr. 14, 15, 17, 18).
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3.5 Statisticka analyza

VSechny experimenty in vitro byly provadény v biologickych triplikdtech a ve dvou
nezavislych opakovanich. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad
Prism verze X pomoci jednocestné analyzy variance a Sidakova post-hoc testu. Statisticky
vyznamné rozdily jsou v grafech oznaceny hvézdickami (* p < 0.05; ** p < 0.01;
**% p <0.001; **** p <0.0001; ns = nesignifikatni). Hodnoty v grafech jsou vyneseny jako

aritmeticky pramér namétenych hodnot + stiedni chyba praméru (SEM).

Statistické vyhodnoceni in vivo experimentu bylo provedeno rovnéz v programu Graphpad
Prism verze X (n = 8;10;10), a to pomoci t-testu (Obr. 13), dvoucestné analyzy variance
s Tukeyho post-hoc testem (Obr. 11, 20-23) a jednocestné analyzy variance s post-hoc testem
dle Siddka (Obr. 12, 14-19). Statisticky vyznamné rozdily jsou v grafech oznaleny
hvézdickami (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; ns = nesignifikatni).
Hodnoty v grafech jsou vyneseny jako aritmeticky pramér naméfenych hodnot + stfedni chyba
priméru (SEM) kromé Obr. 13, kde je vynesen geometricky pramér s geometrickou

smérodatnou odchylkou.

22



4 Vysledky

4.1 Vliv anti-PD-L1 protilatky na T lymfocyty in vitro

V tomto experimentu byl sledovany vliv neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatky s dvouhodinovou
preinkubaci na podil subpopulaci T lymfocyti po tfech dnech kokultivace s plazmacytoidnimi

dendritickymi bunikami.

Indukce T lymfocytl byla nejprve sledovana pomoci pratokového cytometru. Z obou grafii
(Obr. 4A; 4B) je patrné, ze oSetieni anti-PD-L1 protilatkou nijak neovlivnilo mnozstvi CD4+
a CD8+ T bun¢k. Dale miizeme pozorovat statisticky nesignifikantni zvySeni procenta CD8+

T bunék po aktivaci B. burgdorferi (Obr. 4B).
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Obr. 4: Podil CD4+ a CD8+ T bunék po 72 hodindch kokultivace pDC s T lymfocyty. Graf
reprezentuje zmeénu poctu CD4+ (A) a CD8+ (B) T bunék v procentech osetrenych
anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC) S preinkubaci 2 hodiny.
Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

ns p > 0,05.
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Dale je zndzornéno statisticky nesignifikantni zvySeni podilu regula¢nich T lymfocytt
po piidani borelii viéi nestimulovanym buiikam (Obr. 5A). Osetfeni anti-PD-L1 protilatkou
neprokazalo vyznamnou zménu v mnozstvi regulacnich T lymfocytd vici své izotypoveé

kontrole.

Pro doplnéni dat z pritokového cytometru byla sledovana relativni exprese transkripéniho
faktoru FoxP3 pomoci real-time PCR (Obr. 5B). Stimulace boreliemi zpisobila statisticky
signifikantni zvySeni exprese FOXP3 oproti nestimulovanym buitkam. Bunky oSetiené
neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatkou vykazuji statisticky nesignifikantni sniZzeni exprese

FoxP3 vuci své izotypové kontrole.
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Obr. 5: Podil regulaénich T lymfocytit 72 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty a zménu
relativni exprese genu pro FoxP3. Graf reprezentuje podil regulacnich T lymfocyti
v procentech (A) a zménu relativni exprese transkripcniho faktoru FOXP3 (B) po osetieni
anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC) s preinkubaci 2 hodiny.
Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

nsp > 0,05 **p <001
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4.2 Exprese PD-1 receptoru na T lymfocytech po oSetieni anti-PD-L1
protilatkou in vitro

Cilem tohoto mé&feni bylo zjistit vliv anti-PD-L1 protilatky s preinkubaci 2 hodiny na zménu
exprese PD-1 receptoru na CD8+ a CD4+ T lymfocytech 72 hodin od kokultivace

s plazmacytoidnimi dendritickymi buiikami pomoci priatokového cytometru.

Na obrazku 6 je znazornén podil CD4+ T lymfocytt nesouci PD-1 receptor (Obr. 6A) a median
exprese PD-1 u téchto bun¢k (Obr. 6B). Osetieni anti-PD-L1 protilatkou nijak neovlivnilo
podil CD4+ T lymfocytt s PD-1 receptorem (Obr. 6A). Na druhou stranu je ziejmé statisticky
signifikantni snizeni exprese PD-1 na CD4+ T buiikach stimulovanych boreliemi viici
nestimulovanym bunkam (Obr. 6B). Dale Ize z tohoto grafu vycist statisticky nevyznamné

snizeni exprese PD-1 u bunc€k oSetfenych anti-PD-L1 protilatkou oproti své izotypové

kontrole.
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Obr. 6: Podil CD4+ T lymfocytii nesouci PD-1 receptor a exprese PD-1 u CD4+ T lymfocytii
72 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty. Graf reprezentuje zménu poctu CD4+ T bunék
nesouci PD-1 receptor (A) a zménu exprese PD-1 u CD4+ T bune¢k (B) po osetreni
anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC) s preinkubaci 2 hodiny.
Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

nsp > 0,05, **p <0,01.
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U CD8+ T bungk je vobou méfenich znazornéno statisticky signifikantni snizeni PD-1

u boreliemi aktivovanych bun¢k vié¢i nestimulovanym bunkam (Obr. 7A; 7B). Osetieni

protilatkou nemélo vyznamny vliv na expresi PD-1.
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Obr. 7: Podil CD8+ T lymfocytii nesouci PD-1 receptor a exprese PD-1 u CD4+ T lymfocytii

72 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty. Graf reprezentuje zménu poctu CD4+ T bunék

nesouci PD-1 receptor (A) a zménu exprese PD-1 u CD8+ T bunek (B) po osetreni

anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC) s preinkubaci 2 hodiny.

Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

nsp> 0,05 *p <0.05 ***p <0.001.
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Data namétena z priutokového cytometru byla doplnéna pomoci kvantitativni real-time PCR.
Zmeéna relativni exprese genu pro PD-1 byla statisticky nesignifikantné zvySena boreliemi
vuci nestimulovanym butikam (Obr. 8). Dale je na grafu patrné statisticky nevyznamné snizeni

hladiny exprese u bunék s anti-PD-L1 protilatkou viéi izotypové kontrole.
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Obr. 8: Zména relativni exprese genu pro PD-1 72 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty.
Graf reprezentuje zmeénu relativni exprese genu pro PD-1 po oSetreni anti-PD-L1 protilatkou
(AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC) s preinkubaci 2 hodiny. Statisticka analyza byla

provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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4.3 VIiv osy PD-1/PD-L1 na proliferaci T lymfocyti in vitro

Cilem néasledujiciho experimentu bylo zjistit, zda by bylo mozné zvysit proliferaci
specifickych T lymfocyti pomoci blokovani vazby PD-1/PD-L1 anti-PD-L1 protilatkou
aplikovanou dvé hodiny pred pfidanim T lymfocyt. Proliferace byla stanovena pomoci
méfeni redistribuce cytoplasmaticky vézaného fluorochromu CTV pomoci pritokového

cytometru po péti dnech kokultivace T lymfocytli s plazmacytoidnimi dendritickymi buiikami.

U skupiny grafii na obrazku 9 lze vycist, ze buiniky stimulované boreliemi maji statisticky
signifikantné zvySeny podil prolifera¢ni aktivity CD4+ a CD8+ T bunék viici nestimulovanym

bunkam (Obr. 9A; 9B), ovsem aplikace protilatky nem¢la na tento parametr vyznamny vliv.
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Obr. 9: Podil proliferacni aktivity CD4+ a CD8+ bunék 72 hodin od kokultivace pDC
s T lymfocyty. Graf reprezentuje podil proliferujicich CD4+ T bunék (A) a CD8+ T bunék (B)
osetrenych anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (1C) s preinkubaci
2 hodiny s pDC. Statistickd analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické
vyznamnosti: **** p <0,0001; ns p > 0,05.
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Software NovoExpress pro analyzu dat z prutokové cytometrie umoziiuje stanovit rizné
parametry proliferace, jeden z nich je frekvence proliferujicich T bunék, tj. podil bunck
Z pavodni populace, které vykazaly proliferacni aktivitu. V nasledujicich dvou grafech
(Obr. 10A; 10B) je znazornéné statisticky signifikantni zvyseni frekvence proliferujicich
CD4+ aCD8+ T lymfocyti u boreliemi stimulovanych bunc¢k oproti nestimulovanym
bunkam. Dalsi statisticky signifikantni zvySeni lze vyc€ist u oSetfenych CD8+ T bunck
neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatkou vici buikam s izotypovou kontrolou (Obr. 10B). Tento

trend je stejny i u CD4+ T bungk, ale statisticky nesignifikantni (Obr. 10A).
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Obr. 10: Frekvence proliferujicich CD4+ a CD8+ bunék 72 hodin od kokultivace pDC
s T lymfocyty. Graf reprezentuje frekvenci proliferujicich CD4+ T bunéek (4) a CD8+ T bunéek
(B) osetrenych anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC) s preinkubaci
2 hodiny s pDC v procentech. Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny

statistické vyznamnosti: *p <0.05; **p <0.01; ns p > 0,05.
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4.1 Vliv aplikace anti-PD-L1 protilatky na mysi infikované B. burgdorferi
in vivo
4.1.1 Vliv anti-PD-L1 protilatky na rozvoj artritidy in vivo

V tomto pokusu byla méfena tloustka tibiotarzalniho kloubu Vv pravidelnych intervalech
po sedmi dnech v souvislosti s moznym rozvojem lymeské artritidy, jako odpovéd’ na infekci
vyvolanou B. burgdorferi. Vysledky byly vztazeny k rozmérim kloubti na zacatku pokusu
(0 dpi). Jak je znazornéno na obrazku 11, infikované mysi, kterym byla podavana izotypova
kontrola maji po celou dobu méfeni statisticky nesignifikantné mensi rozmér kloubu
nez neinfikované mysi. VIiv anti-PD-L1 protilatky na zménu velkosti tibiotarzalniho kloubu

zde nebyl zaznamenan.
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Obr. 11: Tloust’ka tibiotarzdlniho kloubu u infikovanych mysi oSetienych anti-PD-L1
protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje opakované méreni tibiotarzalniho
kloubu po sedmi dnech u infikovanych mysi B. burgdorferi a oSetrenych anti-PD-L1
protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC). Statistickd analyza byla provedena pomoci

testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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V mysich kloubech byla dale sledovana relativni exprese genu pro IFN-y. Z grafu (Obr. 12) je
patrné, ze mezi infikovanou skupinou mysi boreliemi, kterym byla podévana izotypova
kontrola a neinfikovanymi my$mi nebyl naméfen statisticky vyznamny rozdil. Tento trend byl
stejny, ale statisticky nesignifikantni 1 u skupiny mysi, kterym byla podavana anti-PD-L1

protilatka vuci skuping s izotypovou kontrolou.
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Obr. 12: Zména relativni exprese genii pro IFN-y u infikovanych mysi oSetienych
anti-PD-L1 protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje zménu relativni
exprese genu pro IFN-y infikovanych mysi B. burgdorferi a oSetrenych anti-PD-L1 protilatkou
(AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC). Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova.

Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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4.1.2 Detekce B. burgdorferi v mySich tkanich oSetienych anti-PD-L1
protilatkou in vivo

V tomto experimentu bylo mnozstvi borelii v sledovanych orgénech nizké, proto vysledky
byly vyhodnoceny kvalitativné na pfitomnost borelii v mySich organech (pozitivni),

nebo neptitomnost borelii v mysich organech (negativni).

Z tabulky (Tab. V1) Ize vy¢ist, ze celkovy pocet pozitivnich my$i na B. burgdorferi osetfenych
anti-PD-L1 protilatkou je nizsi (4/10), oproti skupiné¢ mysi s izotypovou kontrolou (6/10).
Infikovana skupina mysi boreliemi s izotypovou kontrolou méla celkem 11 infikovanych

organt v porovnani se skupinou mysi oSetfenych anti-PD-L1 protildtkou, kde bylo jen

vrwe

meéchyftich a kloubech mezi obéma skupinami.
Tab. VI: Kvalitativni stanoveni borelii v mysich orgdanech

Tkané pozitivni na B. burgdorferi

IC AB
Pocet pozitivnich mysi 6/10 4/10
Pocet pozitivnich tkani 11/60 7/60
Kiize 2/10 3/10
Ucho 3/10 2/10
Mocdovy méchyr 2/10 0/10
Srdce 0/10 0/10
Kloub 4/10 2/10
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Z odebranych mysich sér byl zjistovan titr protilatek proti boreliovému antigenu. Z grafu
(Obr. 13) je vidét statisticky nesignifikantni zvySeni titru protilatek u mys$i oSetienych

anti-PD-L1 protilatkou oproti mysim s izotypovou kontrolou.
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Obr. 13: Titr protilatek u infikovanych mysi B. burgdorferi oSetienych anti-PD-L1
protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Statisticka analyza byla provedena pomoci T-testu.

Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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4.1.3 Vliv anti-PD-L1 protilatky na T lymfocyty in vivo

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit pomoci prutokového cytometru tvorbu mysich T lymfocytd

in vivo a vliv neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatky na jejich indukci pfi infekci B. burgdorferi.

Z nasledujicich grafi (Obr. 14A; 14B) vyplyva, Ze oSetfeni neutralizacni anti-PD-L1

protilatkou nemélo vliv na mnozstvi CD4+ a CD8+ T lymfocytu.
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Obr. 14: Podil CD4+ a CD8+ T lymfocytii u mysi oSetienymi anti-PD-L1 protilatkou a jeji
izotypovou kontrolou pii infekci B. burgdorferi. Graf reprezentuje zménu poctu CD4+
T lymfocytit (A) a CD8+ T lymfocytit (B) V procentech. Statistickda analyza byla provedena

pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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Dale byla pozorovana indukce T regulacnich lymfocytiu. Z grafu (Obr. 15A) lze vydist,
ze infekce vytvorena B. burgdorferi statisticky signifikantné zvysila podil regulac¢nich
T lymfocytd, oproti neinfikované skupiné mysi. Déale u mysi, které byly oSetfeny anti-PD-L1
protilatkou, je patrné statisticky signifikantni snizeni Tregs ve srovnani se skupinou mysi

s izotypovou kontrolou.

Pro doplnéni dat z pritokového cytometru byla sledovana relativni exprese transkripéniho
faktoru FoxP3 pomoci real-time PCR (Obr. 15B). Aplikace neutraliza¢ni anti-PD-L1
protilatky infikovanym mysim statisticky signifikantné snizila expresi genu pro FoxP3 oproti

mysim s izotypovou kontrolou.
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Obr. 15: Podil regulacénich T lymfocytit a zména relativni exprese genu pro FoxP3 u mysi
oSetienymi anti-PD-L1 protildatkou a jeji izotypovou kontrolou p¥i infekci B. burgdorferi.
Graf reprezentuje zménu poctu T regulacnich lymfocytii v procentech (4) a zménu relativni
exprese transkripcniho faktoru FoxP3 (B) po oSetieni anti-PD-L1 protilatkou (AB) a jeji
izotypovou kontrolou (IC). Statistickd analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny

statistické vyznamnosti: * p <0.05
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V nésledujicim grafu (Obr. 16) je zndzornéna zvysena statisticky nesignifikantni relativni
exprese geni pro TGF-B u mysi, kterym byla podavana izotypova kontrola,
oproti neinfikovanym mysSim. OSetfeni anti-PD-L1 protilatkou vedle k mirnému statisticky
nesignifikantnimu zvySeni exprese genu pro TGF-B oproti skupiné mysi s izotypovou

kontrolou.
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Obr. 16: Zména relativni exprese genit pro TGF-f u infikovanych mys$i oSetienych
anti-PD-L1 protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje zménu relativni
exprese genu pro TGF-f infikovanych mysi B. burgdorferi a oSetienych anti-PD-L1
protilatkou (AB) a jeji izotypovou kontrolou (IC). Statistickd analyza byla provedena pomoci

testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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4.1.4 Zména exprese PD-1 receptoru na T lymfocytech po oSetieni
anti-PD-L1 protilatkou in vivo

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit vliv anti-PD-L1 protilatky na zménu exprese PD-1 receptoru
na CD8+ a CD4+ T lymfocytech u mysi infikovanymi B. burgdorferi pomoci prutokového
cytometru.

Z grafu (Obr. 17A; 17B) je patrné, ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou nijak neovlivnilo podil

CD4+ T lymfocytu nesouci PD-1 receptor, ani jeho expresi.
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Obr. 17: Podil CD4+ T Iymfocytii nesouci PD-1 receptor a exprese PD-1 u CD4+
T lymfocytit u infikovanych mysi oSetifenych anti-PD-L1 a jeji izotypovou kontrolou. Graf
reprezentuje zmeénu podilu CD4+ T bunéek nesouci PD-1 receptor (A) a zménu exprese PD-1
u CD4+ T bunek (B) infikovanych mysi B. burgdorferi osetrenych anti-PD-L1 protilatkou (AB)
a jeji izotypovou kontrolou (IC). Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova.

Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05
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U CD8+ T bun¢k (Obr. 18A; 18B) v obou ptipadech vedlo osetfeni anti-PD-L1 protilatkou

ke statisticky signifikantnimu zvyseni oproti skupiné osetfené izotypovou kontrolou.
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Obr. 18: Podil CD8+ T lymfocytit nesouci PD-1 receptor a exprese PD-1 u CD8+
T lymfocytit u infikovanych mysi oSetienych anti-PD-L1 a jeji izotypovou kontrolou. Graf
reprezentuje zménu podilu CD8+ T bunék nesouci PD-1 receptor (A) a zménu exprese PD-1
u CD8+ T bunek (B) infikovanych mysi B. burgdorferi osetirenych anti-PD-L1 protildatkou (AB)
a jeji izotypovou kontrolou (1C). Statistickd analyza byla provedena pomoci testu Anova.

Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05; * p <0.05
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Data naméfena z prutokového cytometru byla doplnéna kvantitativni real-time PCR. Zména
relativni exprese genu pro PD-1 byla statisticky nesignifikantné snizena anti-PD-L1

protilatkou vuci mysim s izotypovou kontrolou (Obr. 19).
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Obr. 19: Zména relativni exprese genu pro PD-1 u infikovanych mysi oSetienych
anti-PD-L1 protildtkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje zménu relativni
exprese genu pro PD-1 infikovanych mysi B. burgdorferi a oSetienych anti-PD-L1 protildtkou
(AB) a jeji izotypovou kontrolou (I1C). Statistickd analyza byla provedena pomoci testu Anova.

Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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4.1.5 Vliv osy PD-1/PD-L1 na proliferaci mySich T lymfocyti in vivo

Cilem nasledujiciho experimentu bylo zjistit, zda se zvysi proliferace specifickych
T lymfocyti pomoci blokovani vazby PD-1/PD-L1 anti-PD-L1 protilatkou, ktera byla
podavana mysim ve tfech pravidelnych intervalech po tfech dnech. U mySich splenocytii byla
provedena ex vivo restimulace pomoci anti-CD3/CD28 protilatek. Proliferace byla stanovena
pomoci meéfeni redistribuce cytoplasmaticky vazaného fluorochromu CTV pomoci

pratokového cytometru.

Z grafu (Obr. 20) Ize vycist aktualni podil potomstva nestimulovanych a restimulovanych
CD4+ T lymfocytd. V obou skupinach je vidét, ze infikované mysi s izotypovou kontrolou
maji statisticky nesignifikantné zvysenou proliferacni aktivitu CD4+ T bunck oproti
neinfikovanym mySim. Vliv protilatky na proliferaci CD4+ T lymfocyti zde nebyl

zaznamenan.

ns ns
il
ns ns
60 - |_|
: -
40- 1 B Bbss+IC
Bl Bbss+AB

N
o
|

N

-

o

(N
\

Proliferace CD4+ (%)
T

o
|

nestim. anti-CD3/CD28

Obr. 20: Podil potomstva proliferujicich CD4+ T lymfocytit u infikovanych mysi oSetienych
anti-PD-L1 protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje nestimulované
| restimulované CD4+ T lymfocyty u infikovanych mysi B. burgdorferi v procentech.
Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

ns p > 0,05.
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U potomstva proliferujicich CD8+ T lymfocyti (Obr. 21) je zvySend proliferacni aktivita
umysi sizotypovou kontrolou oproti neifikovanym mys$im. Déle oSetfeni anti-PD-LI
protilatkou vedlo k mirnému sniZeni proliferujicich nestimulovanych CD8+ T bunék.
Tyto dva trendy byly stejné i u restimulovanych bunék. V obou ptipadech tyto data byla

statisticky nesignifikantni.

ns ns
—
ns ns
= =
?— 60- l B3 Bbss+IC
= an El Bbss+AB
Q 40
o]
S A4
S 24| T -
e
S 14
o
0_

Nestim. anti-CD3/CD28

Obr. 21: Podil potomstva proliferujicich CD8+ T lymfocytii u infikovanych mysi oSetifenych
anti-PD-L1 protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje nestimulované
i restimulované CD8+ T Ilymfocyty u infikovanych mysi B. burgdorferi v procentech.
Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

ns p > 0,05.
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Software NovoExpress pro analyzu dat z pritokové cytometrie umoziiuje stanovit rtizné
parametry proliferace, jeden z nich je frekvence proliferujicich T bunék, tj. podil bunck

z puvodni populace, které vykazovalo prolifera¢ni aktivitu (Obr. 22; 23).

U nestimulovanych CD4+ T mysSich bun¢k nebyl zaznamenan zadny rozdil mezi
neinfikovanou skupinou mysi a mySmi s izotypovou kontrolou, na rozdil u restimulovanych
CD4+ T bunék, kde mysi, kterym byla podavana izotypova kontrola vykazovaly statisticky
nesignifikantni nartst proliferujicich bunék. OSetieni anti-PD-L1 protilatkou vedlo
u nestimulovanych CD4+ T bunék k mirnému zvySeni podilu proliferujicich bun¢€k oproti

izotypové kontrole. U restimulovanych bun¢k nebyl zaznamendn vliv anti-PD-L1 protilatky.
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Obr. 22: Frekvence proliferujicich CD4+ T lymfocytit u mysi oSetifenych anti-PD-L1
protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje nestimulované i restimulované
CD4+ T lymfocyty u infikovanych mysi B. burgdorferi v procentech. Statisticka analyza byla

provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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U CD8+ T bun¢k (Obr. 23) osetfeni anti-PD-L1 protilatkou u nestimulovanych bun¢k vedlo
k mirnému statisticky nevyznamnému rozdilu oproti CD8+ T burnikam s izotypovou kontrolou.

U restimulovanych CD8+ T bun€k nebyl zaznamenan zadny vliv protilatky.
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Obr. 23: Frekvence proliferujicich CD8+ T lymfocytit u mysi oSetienych anti-PD-L1
protilatkou a jeji izotypovou kontrolou. Graf reprezentuje nestimulované i restimulované
CD8+ T lymfocyty u infikovanych mysi B. burgdorferi v procentech. Statistickd analyza byla

provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: ns p > 0,05.
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5 Diskuze

Lymeska borelioza (LD) se stala nejcastéjSim onemocnénim pienaSenym vektory na severni
polokouli. Jeji puvodce, Borrelia burgdorferi sensu lato, je schopen vyvolat v hostiteli
perzistentni infekci i po 1é¢bé antibiotiky, coz vede ke stavu znamému jako post-treatment
Lyme disease syndrom (PTLDS). Aby spirochety B. burgdorferi mohly pietrvat v hostiteli,
musi se vyhnout aktivovanym vrozenym i adaptivnim imunitnim reakcim
(Anderson & Brissete, 2012). Jednim z mechanismi, kterymi ptvodci infek¢énich chorob
unikaji imunitnimu systému, jsou imunitni kontrolni body, které jsou zapojeny do inhibi¢nich
imunitnich drah, které jsou kli¢ové pro udrzeni autotolerance. Jejich tikolem je regulovat délku

imunitnich reakci s cilem minimalizovat poSkozeni tkan¢ (Pardoll, 2012).

V této diplomové praci byla zkoumana role kontrolni osy PD-1/PD-L1 na imunitni odpovéd’
pti infekci B. burgdorferi v my$im modelovém systému in vitro a in vivo. Dosazené vysledky
poskytuji poznatky ohledn¢ uc¢inku zablokovani této osy neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatkou

na imunitni odpovéd’ na tuto bakterialni infekci.

Z ptedchozich studii v naSi laboratofi je znamo, ze borelie indukuji PD-L1 u mysSich
dendritickych buné¢k a ze B. burgdorferi sensu stricto (kmen ATCC® 35211TM) indukovaly
vys8i povrchovou expresi aktivatniho markeru CD86, inhibi¢niho receptoru PD-L1
model boreliemi navozené imunosuprese. Dale z piedchozich pokust byl patrny trend
ve snizeni IL-2 a TGF-B po oSetieni bunck protilatkou, ktery mohl znamenat snizeni

pfitomnosti Tregs (Palounkova, 2022).

Draha PD-1/PD-L1 se vyuziva v poslednich letech jako terapeuticky cil v 1é¢bé
imunopatologickych stavill, v€etné nékolika typli nddorovych onemocnéni, kde zablokovani
osy PD-1/PD-L1 monoklonalnimi protilatkami posililo imunitni odpovéd’ pacienta a vedlo
k efektivnéjsi eliminaci patologickych bun¢k. Kostimula¢ni receptor PD-1 a jeho ligand
PD-L1 jsou klicovymi faktory v regulaci aktivace T lymfocyti. Jejich interakce spousti
koinhibi¢ni signal, ktery miize vést k apoptdze T bunék, autotoleranci, nebo jejich funkénimu
vycerpani (Shi et al., 2013; Diggs & Hsueh, 2017). Proto prvni experimenty byly zaméfeny
na vliv anti-PD-L1 protilatky na imunitni odpovéd” T lymfocyti in vitro pifi aktivaci

plazmacytoidnimi dendritickymi bunkami (pDC) pomoci B. burgdorferi. V ramci
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experimentl jsme sledovali zmény v podilu subpopulaci T lymfocytt, expresi PD-1 receptoru

a proliferacni aktivitu T bunék.

I kdyZ ovlivnéni mnozstvi celkovych CD4+ a CD8+ T lymfocytu neutraliza¢ni anti-PD-L1
protilatkou nebylo in vitro prokazano, podil regulac¢nich T lymfocyti byl nesignifikantné
zvySen u bun¢k aktivovanymi boreliemi vii¢i nestimulovanym bunikam. Tento trend byl stejny
I na urovni exprese transkripéniho faktoru FOoxP3, ale také statisticky nesignifikantni.
Borrelia burgdorferi indukuji Tregs u pacientti s lymeskou boreliozou, kdy tito pacienti maji
signifikantné¢ zvySeny pocet TregS ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych pacienta
(Kisand et al., 2007). Rovnéz Jarefors a kol. pozorovali u pacienti s lymeskou boreliézou
vys$$i hladinu FoxP3 nez u zdravych jedincu (Jarefors et al., 2007). Osetieni anti-PD-L1
protilatkou sniZzilo expresi gend pro FOXP3, i kdyz statisticky nevyznamné. Studie Zenga a kol.
uvadi, ze potlaceni efektorovych odpovédi T bunck je zvelké casti zprostiedkovano
regulaénimi T lymfocyty (Zeng et al., 2020). Ve zvoleném experimentalnim usporadani

in vitro se vsak nepodafilo prokazat vliv protilatky na regula¢ni T lymfocyty.

Dale byla sledovana exprese receptoru PD-1. U CD8+ T bunék bylo pozorovano statisticky
signifikantni snizeni PD-1 u boreliemi aktivovanych bun¢k viéi nestimulovanym bunkam.
Pti akutni infekci je PD-1 indukovan za méné nez 24 hodin po aktivaci T bunck
zprostiedkované TCR a jeho exprese klesa s tzv. clearance antigenu (Jubel et al., 2020).
Je proto mozné, ze ve sledovaném case 72 kokultivace pDC s T lymfocyty jiz doslo vlivem
borelii ke sniZeni exprese tohoto markeru. Nicméné, oSetteni anti-PD-L1 protilatkou nevedlo

k vyznamnému ovlivnéni exprese PD-1 na téchto bunkach.

Prolifera¢ni aktivita byla stanovena pomoci proliferacniho barviva Cell Trace Violet
excitovaného fialovym laserem a funkci vypoctu proliferacnich indexi pomoci software
NovoExpress. Borrelia burgdorferi aktivuje CD4+ T lymfocyty v sekundarnich lymfatickych
organech (Hammond & Baumgarth, 2022), coZ je ve shod¢ s vysledky v této diplomové praci,
ze stimulace B. burgdorferi vede ke statisticky signifkatnimu zvySeni prolifera¢ni aktivity
u CD4+ a CD8+ T bunck. Hlavni sledovany proliferacni index byl v této diplomové praci
frekvence proliferujicich T bunék., tj. podil bunék z plvodni populace, které vykazaly
proliferacni aktivitu. I zde infekce boreliemi statisticky signifikantné zvysila proliferacni
aktivitu CD4+ a CD8+ T lymfocytii. CD4+ T buiiky mohou stimulovat B lymfocyty k tvorbé
protilatek proti B. burgorferi a tim hrat dilezitou roli v imunitni obrané proti spirochetam.

Proto by podpora indukce CD4+ T bun€k mohla zamezit perzistenci B. burgorferi
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(Elsner et al., 2015; Hammond & Baumgarth, 2022). Dale diky oSetfeni anti-PD-L1
protilatkou se statisticky vyznamné zvysila i proliferacni aktivita CD8+ bunék; tento trend
byl podobny 1 v mé bakalarské praci, ale statisticky nesignifikantni. Vlivem anti-PD-L1
protilatky se v predchazejicich experimentech zvysil podil proliferujicich CD4+ T bunék
(Palounkova, 2022).Ve studii Blackburnové a kol. bylo zjisténo, ze blokovani osy
PD-1/PD-L1 vedlo ke zvraceni vyCerpani T bun€k a zvySeni proliferace CD8+ T bunck
u virové infekce (Blackburn et al., 2009).

V navaznosti na vysledky in vitro experimentti bylo rozhodnuto sledovat a porovnat vyse
zminéné parametry doplnéné o diseminaci borelii v mysich tkanich a rozvoj lymeské artritidy
v kloubech u mysi infikovanych B. burgdorferi osetfenych anti-PD-L1 protilatkou in vivo

a ex vivo.

V ramci Gvodnich méfeni bylo zjisténo, ze aplikace anti-PD-L1 protilatky neméla vliv
na zménu velikosti tibiotarzalniho kloubu a rozvoj lymeské artritidy u infikovanych mysi B.
burgdorferi. Pficinou mize byt fakt, Ze mysi kmene C57BL/6 jsou obecné méné nachylné
k lymeské artritid¢ ve srovnani s my$mi kmene C3H. IFN-y je jednim z dilezitych faktord pro
vznik lymeské artritidy u mysi (Helble et al., 2022). Nicmén¢ analyza genové exprese
Vv kloubech pokusnych mysi ukézala, ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou statisticky
nevyznamné zvysilo expresi genu pro IFN-y u infikovanych mys$i. 1 kdyz jsme
na makroskopické urovni (otok kloubu) neprokézali Zadny vliv aplikace protilatky na klouby,
Vv dalSich experimentech by bylo pfinosné vyhodnocovat zanét kloubt histologicky a ptipadné
sledovat expresi dalSich artritogennich  faktord, napt. CXCL9 a CXCLI10
(Whiteside et al., 2018). Je zajimavé, ze u pacientii uzivajicich anti-PD-1 nebo anti-PD-L1
inhibitory imunitnich kontrolnich bodu k 1é¢bé nadorového onemocnéni se spontanné rozvine
revmatoidni artritida, coz naznacuje, ze tyto imunitni kontrolni body hraji roli v rozvoji zanétu
kloubd. Nicméné funkce PD-1/PD-L1 v rozvoji lymeské artritidy u lidskych pacientti zistava

zatim neznama (Helble et al., 2022).

Dalsim vysledkem bylo snizeni mnozstvi B. burgdorferi v mysich tkanich osetfenych
anti-PD-L1 protilatkou. Tento efekt byl nejvyraznéjsi v mocovém méchyii a kloubech.
To mlze naznacovat, ze blokada osy PD-1/PD-L1 mize pfispivat K ovlivnéni bakterialni
T bunék do infikovanych tkani. Né&které studie ukazuji, Ze adaptivni pfenos CD4+ T bunék

produkujicich IFN-y do mysi s deficitem T buné¢k a infikovanych B. burgdorferi zmirnil
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priznaky karditidy (Elsner et al., 2015). Nasledn¢ z odebranych myS$ich sér byla poté
provedena ELISA s cilem urdit titr protilatek proti boreliovému antigenu. Ziskané vysledky
ukazuji, ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou statisticky nevyznamné zvysilo titr protilatek
ve srovnani s mySmi oSetfenymi izotypovou kontrolou. Tento ocekavany vysledek je
v souladu s nasimi ptredchozimi poznatky, které naznacuji, ze blokada PD-1/PD-L1 osy
anti-PD-L1 protilatkou aktivuje T buiky, jak bylo demonstrovano v této diplomové praci,
anavic muaze ovliviiovat B bunky. Tento efekt je zpiisoben pfitomnosti PD-1 receptoru
na B bunkach, kde také slouzi jako inhibi¢ni signal (Thibult et al., 2013). Vysledek ohledn¢

titru protilatek je zde nicméné nepriikazny.

Dale byl sledovan vliv anti-PD-L1 protilatky na mnozstvi T lymfocyti u mysi béhem infekce
B. burgdorferi ex vivo. Z vysledk vyplyva, Ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou nemélo
signifikantni vliv na celkové mnozstvi CD4+ a CD8+ T lymfocytd u mysi infikovanych
B. burgdorferi. Nicméné bylo pozorovano, ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou vedlo
ke statisticky signifikantnimu snizeni podilu Tregs ve srovnani s izotypovou kontrolou. Tento
vysledek byl podpofen také analyzou exprese transkripéniho faktoru FoxP3, ktery je
charakteristicky pro Tregs. Je znamo, Zze osa PD-1/PD-L1 ovliviluje signalni drahy dulezité
pro vyvoj a funkci regulacnich T lymfocyti (Cai et al., 2019). Nami ziskana data tedy
v souladu s vyse zminénym naznacuji, ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou ovliviuje regulaci
Tregs béhem infekce B. burgdorferi. Dale bylo popsano, ze Tregs v misté nadoru potlacuje
produkci TGF-B a IL-10 aktivitu zminénych efektorovych T bun€k a APC proti rakovinnym
bunkam (Zeng et al., 2020). V nasem ptipad¢ infekce spirochetami zptisobila mirné statisticky
nevyznamné zvyseni exprese TGF-B. Jelikoz v tomto ex vivo experimentalnim modelu byly
vyuzity celé splenocyty, nemusi tato vyssi hladina exprese genu pro TGF-p byt indukovana
jen pomoci Tregs. Napiiklad experimenty s mySimi modely ukazaly, ze TGF-B produkovany
dendritickymi bunikami je dulezitym medidtorem v expanzi Tregs a hraje klicovou roli

V imunitni toleranci a perzistenci infekce H. pylori (Owyang et al., 2020).

Dale byl sledovan vliv anti-PD-L1 protilatky na expresi PD-1 receptoru. U CD8+ T bun¢k
bylo pozorované statisticky vyznamné zvyseni podilu téchto bun¢k nesoucich PD-1 receptor
u mysi oSetfenych anti-PD-L1 protilatkou ve srovnani s izotypovou kontrolou, coz miize
souviset s tim, ze hlavni funkci molekuly PD-1 neni vycerpani T bungk, ale jedna se o marker

jejich aktivace (Sharpe & Pauken, 2018). Tento trend byl na genové Girovni opa¢ny, coz mize

wvrwe
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Nakonec byl zkouman vliv zablokovani osy PD-1/PD-L1 pomoci anti-PD-L1 protilatky
na proliferaci specifickych T lymfocytd u mysi infikovanych B. burgdorferi. Vysledky
naznacuji, ze oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou nemélo ve zvoleném experimentalnim
uspotradani vyznamny vliv na proliferaci slezinnych CD4+ ani CD8+ T lymfocyta ziskanych

z mysi 28 dni po infekei.

Celkové vzato vSak dosazené vysledky naznacuji, Ze blokada osy PD-1/PD-L1 muzZe ovlivnit
imunitni odpovéd’ béhem lymeské boreliozy a piispét k redukci mnozstvi spirochet

B. burgdorferi v mysich tkanich.
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6 Shrnuti

e B. burgdorferi sensu stricto (kmen ATCC® 35211TM) po interakci pDC s primovanymi
T lymfocyty statisticky signifikantn¢:
1. zvysSuji expresi genu FoxP3 in vitro a podil Tregs in vivo
2. snizuji expresi PD-1 na CD4+ a CD8+ T lymfocytech in vitro

3. zvysuji prolifera¢ni aktivitu CD4+ a CD8+ T lymfocytd in vitro

e Zablokovani osy PD-1/PD-L1 pomoci neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatky v mySim
modelovém systému zplisobuje statisticky signifikantni:
1. zvyseni prolifera¢ni aktivity CD8+ T lymfocytt in vitro
2. snizeni podilu Tregs a exprese genu pro FoxP3 in vivo

3. zvyseni exprese PD-1 u CD8+ T lymfocytt in vivo

e [ kdyz oSetfeni anti-PD-L1 protilatkou nema v daném experimentalnim uspotadani vliv
na zménu velikosti tibiotarzalniho kloubu a rozvoj lymeské artritidy u mysi infikovanych
B. burgdorferi, dochazi ke snizeni mnozstvi B. burgdorferi v mysich tkanich, zejména

Vv mocovém mechyii a kloubech.
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8 Pouzité zkratky

AB — Antibody

ACA — Acrodermatitis chronica atrophicans

APC — Antigen-presenting cell

ATB — Antibiotic

B7 — Type of integral membrane protein found on activated antigen-presenting cells
BB0323, BBE31 — Borrelia burgdorferi proteins

Bbss — Borrelia burgdorferi sensu stricto

BIP — B-cell inhibitory protein

BOFES — Bovine fetal serum

BSK-H — Modifikace BSK média

BSL-2 — Biosafety level 2 laboratory

C3H — Inbred strain of mouse proficient in pineal melatonin production
C57BL/6N — Inbred stain of laboratory mouse from Charles River Laboratories
CD - Cluster of differentiation

cDNA — Complementary DNA

CRASPs — Complement-regulator acquiring surface proteins

Csp — The circumsporozoite protein

CTLA-4 — Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4

CTV —CellTrace Violet

CXCL — Chemokine ligand family

DC — Dendritic cells

DC-SIGN — Adhesion receptor between dendritic cells and T lymphocytes

DPI — Days post infection

57



ECM — Extracellular matrix

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

EM — Erythema migrans

Erp — Family of Borrelia burgdorferi outer surface proteins
FACS — Buffer for flow cytometry

FH — Factor H

FHL-1 — FH-like protein 1

Flt-3L — FMS-like tyrosine kinase 3 ligand

FoxP3 — Transcription factor of regulatory T cells

GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, metabolic enzyme
HIV — Human immunodeficiency virus

IC — Isotypic control

ICI — Immune checkpoint inhibitors

Ig — Imunoglobulin

IL — Interleukin

IMD - Insect immune deficiency

IFN — Interferon

IVC — Individually ventilated cages

JAK/STAT —The Janus kinase/signal transducers and activators of transcription
LAG-3 — Lymphocyte activation gene-3

TIM-3 — T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
LD — Lyme disease

MACS — Magnetic-activated cell sorting

MEM — Minimal Essential Medium
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MHC — Major histocompatibility complex
NTC — No template control

OPD - 0-Phenylenediamine

Osp — Quter surface protein

PAMP — Pathogen-associated molecular pattern
PBS — Phosphate-buffered saline

PCR — Polymerase chain reaction

PD-1 — Programed cell death 1

pDC — Plasmacytoid dendritic cells

PD-L1 — Programmed cell death 1 ligand 1
PD-L2 — Programmed cell death 1 ligand 2

PRR — Pattern recognition receptors

PTLDS — Post-treatment Lyme disease syndrome
gPCR — Quantitative polymerase chain reaction
RNA — Ribonucleic acid

RPMI — Roswell park memorial institute

Salp, IRAC, TSLPI — The tick salivary protein
SEM - Standard error of mean

SNP — Single nucleotide polymorphisms

TCR - T-cell receptor

TGF — Transforming growth factor

Th —Helper T cells

TIGIT — T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains

TLR — Toll-like receptor
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TNF — Tumor necrosis factor

T-PBS — Phosphate-buffered saline with Tween
Tregs — Regulatory T cells

VISTA — V-domain Ig suppressor of T-cell activation

VLs — Variable major protein-like sequence
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