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SOUHRN

U bakterii B. burgdorferi sensu lato zpusobujicich lymeskou borelidzu je 1 po mnoha letech
vyzkumu stale mnoho otaznikd. Doposud existuyje mnoho nejasnosti ohledné rozdilnych
morfologickych forem, které tyto bakterie mohou vytvafet v zavislosti na nepfiznivych podminkach
prostfedi ¢i vreakci na antibiotika. Vyskyt téchto morfologickych forem je velkym tématem
v souvislosti s pfetrvavajicimi obtizemi o fady pacienti, ktefi podstoupili fadnou antibiotickou 1écbu.
Prozatim nebyla potvrzena ani vyvracena role téchto rozdilnych morfologickych forem v patogenezi
lymeské borelidzy. Zaroven je u fady pacientii s pfetrvavajicimi obtizemi pozorovan vyskyt
autoprotilatek typickych pro myozitidy. Testovani pfitomnosti téchto protilatek tak bylo dal§im tématem
této prace.

V praktické casti byl testovan ucinek antibiotik a moznost, Ze mohou indukovat odli§né
morfologické formy Borrelii. Kultury péstované a antibiotiky byly barveny a pozorovany pod
fluorescencnim mikroskopem k uréeni Zivotnosti bakterii. Krom¢ toho byla testovana séra mysi,
imunizovanych pfipravenymi vakcinami s jednotlivymi morfologickymi formami Borrelii, na
pritomnost protilatek a autoprotilatek. Vysledky ukazaly, Zze n€ktera antibiotika mohou zpusobovat
vznik cystickych forem Borrelii. V testovanych sérech byla detekovana pritomnost protilatek, které se

lisily proti jednotlivym pouzitym vakcinam. Pfitomnost autoprotilatek detekovana nebyla. Vysledky



této prace tak slouzi jako dalsi informace pro nasledné studie, kterd budou nutna k objasnéni role

odlisnych morfologickych forem Borrelii v patogenezi lymeské borelidzy.
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SUMMARY

There are still many questions surrounding the bacteria B. burgdorferi sensu lato, which causes
Lyme disease, despite years of research. There is still much uncertainty about the different
morphological forms that these bacteria can create, depending on adverse environmental conditions or
in response to antibiotics. The occurrence of these morphological forms is a major topic in relation to
the persistent difficulties experienced by many patients who have undergone proper antibiotic treatment.
The role of these different morphological forms in the pathogenesis of Lyme disease has not yet been
confirmed or refuted. At the same time, the presence of autoantibodies typical of myositis has been
observed in many patients with persistent symptoms. Therefore, the testing for the presence of these
antibodies was another topic of this work.

In the practical part, the effect of antibiotics and the possibility that they may induce different
morphological forms of Borrelia were tested. Cultures grown with antibiotics were stained and observed
under a fluorescence microscope to determine the viability of the bacteria. Finally, sera from mice
immunized with prepared vaccines containing individual morphological forms of Borrelia were tested

for the presence of antibodies and autoantibodies. The results showed that some antibiotics can cause
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the formation of cystic forms of Borrelia. The tested sera showed the presence of antibodies that differed
against the individual vaccines used. The presence of autoantibodies was not detected. The results of
this work thus serve as additional information for subsequent studies that will be necessary to clarify the

role of different morphological forms of Borrelia in the pathogenesis of Lyme disease.
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Seznam symboli a zkratek

ACA - acrodermatitis chronica atrophicans

Bb - Borrelia burgdorferi

Bbsl - Borrelia burgdorferi sensu lato

Bbss - Borrelia burgdorferi sensu stricto

Bgp - Borrelia glycosaminoglycan-binding protein
BSK - Barbour-Stoner-Kelly mé¢dium

Dbp - decorin binding proteins (A a B)

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EM - erythema migrans

FlaA - flagellin A (vnéjsi protein biciku)

FlaB - flagellin B (vnitini protein biciku)

LB - lymeska borelioza

Lp - linearni plazmid

Mlp - multicopy proteins

Osp - outer surface proteins (A-F)

PCR - Polymerazovy fetézova reakce

PI - propidium jodid

PLS - post-lyme syndrome

PTLDS - post-treatment lyme disease syndrome
PTLS - post-treatment lyme syndrome

Salpl5 - salivary tick protein

TROSPA - tick receptor for OspA
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1 Uvod

Lymeska borelidoza je multisystémové onemocnéni, vyvolavané bakteriemi z druhového
komplexu Borrelia burgdorefiri sensu lato. Tyto bakterie jsou gramnegativni, mikroaerofilni spirochéty
a jsou prenasen¢ ¢lenovcei. Diky tomu je toto onemocnéni jednou z nejcastéjSich antropozoondz. Nejvice
prenosu nemoci na lidi v Severni Americe a Eurasii je zptsobeno diky kousnuti ¢tyt druhu klist'at rodu
Ixodes (1. scapularis, 1. pacificus, 1. ricinus, 1. persultacus) a ta jsou seskupena do komplexu Ixodes
ricinus (Poucher et al., 1999).

Ackoli je toto onemocnéni 1é¢itelné antibiotiky, pfetrvavaji u fady pacientt obtize i po ukonceni
radné lécby. Drive byl tento stav oznacovan jako chronicka lymeska borelioza. V soucasnosti
je preferovan vystiznéj$i pojem post-boreliovy syndrom (Kfupka et al., 2019). Prozatim nejsou pri¢iny
tohoto jevu jesté presné vysvétleny.

V této bakalafské praci se zabyvam bakteriemi zplsobujicimi lymeskou boreliozu, jejich
morfologii, pusobenim riznych latek na zménu jejich morfologie a také testovanim pritomnosti

protilatek proti vybranym antigeniim Borrelii v sérech imunizovanych mysi.



2 C(ile prace
Hlavni cile této prace byly nasledujici:

e Vypracovani stru¢ného literarniho prehledu ohledné bakterialniho komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato a moznosti indukce rozdilnych morfologickych forem.

e  Zvladnuti kultivace, vitalni barveni a pozorovani pod fluorescenénim mikroskopem.

e Testovani riznych druhti latek na zmény morfologie bakterialniho komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato.

e Testovani sér imunizovanych mys$i na pfitomnost protilatek proti konkrétnim antigentim

Borrelii.



3 Literarni piehled

3.1 Strucna historie

Prvni zminky o lymeské borelioze (LB) jako takové, se zacaly objevovat ani ne pred 200 lety.
Avsak puvodce tohoto onemocnéni, Borrelia burgdorferi (Bb) se vyskytuje vlidské populaci
uz od davnych dob. DNA téchto bakterii byla nalezena v archeologickém materialu lidské tkang¢ staré
priblizné 5 300 let (Keller et al, 2012).

Historie objevovani LB je veelku bohata. V Evropé se prvni informace souvisejici s LB objevila
v roce 1883, kdy némecky dermatolog A. Buchwald popsal acrodermatis chronica migrans (ACA),
dermatitidu, dnes znamou jako pozdni projev LB. Pfiblizné o dv¢ desetileti pozdé&ji, v roce 1909,
navrhnul Afzelius vztah mezi pfisatim klistéte a vytvorenim erythema migrans (EM) a v roce 1911 byl
popsan borreliovy lymfocytom  (Prokes, 2015). Spojitost mezi pfisatim klistéte a vytvorenim EM byla
potvrzena az v roce 1921. V nasledujicich letech se postupné objevovali dalsi priznaky LB, ovS§em bez
spojeni s konkrétnim puvodcem, ¢i konkrétnim onemocnénim. V roce 1922 podali Garin a Bujaudoux
zpravu o pacientovi, u kter¢ho se po kousnuti klistétem objevila vyrazka (EM) a nasledoval vznik
meningopolyneuritidy. Uplynulo dalSich 20 let, nez Bannwarth popsal fadu nemocnych, ktefi mé¢li po
prisati klistéte radikulitidu (zanét misnich nervti). Zacaly se objevovat riizné nazory na spojitosti mezi
témito pripady. Jako zasadni se ukazalo tvrzeni Lenhoffa, ktery poukazal na souvislost mezi EM, ACA
a spirochétami. Tento pravdivy nazor nebyl bohuzel dal§imi autory pfijat a nasledné od né&j bylo
upusteno.

Dalsiho pokroku bylo dosazeno diky vyvoji imunochemickych a molekulamich metod
a vytvorenim Barbour-Stoner-Kelly (BSK) kultivacniho média. V roce 1983 na prvni mezinarodni
konferenci lymeské borelidzy v Yaleu bylo rozhodnuto, ze bakterie zptsobujici tuto nemoc budou
pojmenovany podle Willyho Burgdorfera. Samotna nosologicka jednotka — lymeska borreliéza — byla
pfijata az v roce 1987 na IIl. mezinarodni konferenci v New Yorku vénované této problematice

(Prokes, 2015).

3.2 Lymeska Borelioza

Tato nemoc byla pojmenovana po mésté Lyme, které se nachazi v Connecticutu, USA. Po svém
objeveni se stala nejrozsifenéjsi nemoci prenasenou Clenovci jak ve Spojenych statech americkych,
tak v Evropé€. Pravé v Evropé byly jeji priznaky popisovany uz dlouho dobu pred tim, nez doslo k jejimu

,,objeveni* a pojmenovani.

3.2.1 Klinické projevy

Toto onemocnéni je charakteristické rozdilnou skalou klinickych projevi. Muze postihnout vice

organt a diky tomu je charakterizovano jako komplexni multisystemoveé, infekéni, zanétlivé a chronicke



onemocnéni (Kiupka et al., 2007). Rozmanité projevy tohoto onemocnéni jsou zpusobené mimo
rozdilnym rozsifenim jednotlivych patogennich druhti Borrelii. Diky tomu se tato nemoc milZe
projevovat rozdilné i v ramci jednotlivych svétadili. Lymeska borelidza se déli do tii stadii a to na:
stadium casné lokalizované, casné diseminované a pozdni.

Pro prvni fazi, ktera se vyskytuje v prvnich tydnech az mésicich po nakaze, je typicky vyskyt
erythema migrans (EM). Tato ¢ervena, kruhovita, nesvédiva vyrazka se objevi u 70 — 80 % lidi nejcasté;ji
mezi 7 — 10 dnem po nakaze. U pfiblizné 20 % infikovanych pacienti se EM neprojevi nebo zistane
pacientem nepovSimnuta (Nadelman er Wormser, 1995). Dalsi mén¢ Casté priznaky v této fazi jsou spise
nespecifické a zahrnuji zvysenou teplotu, unavu, bolesti hlavy ¢i nechutenstvi. U déti se Castéji objevuje
2013). Diky slozit¢ diagnostice a moznosti, ze se neprojevi EM, se mize stat, Ze nedojde k fadné 1é¢be
a nemoc bez povSimnuti pfejde do druhého stadia.

Druhé, casné diseminovan¢ stadium se projevuje tydny az mésice po nakaze. Piiznaky této faze
jsou velmi variabilni a muzou se projevit od postiZeni kuze, pres neurologické poruchy az po kardialni
projevy. Z koznich ptiznaki se mohou objevit mnohocetna erythemata (erythema migrans multiplex)
&i nespecifické piiznaky, jako jsou artralgie, myalgie, ale i hepatopatie (Kiupka ez al., 2019). Casté jsou
neurobiologické priznaky, které zahruji encefalitidu, meningoencefalitidu, ¢asté jsou obrny hlavovych
nervy, predevsim licniho nervu. Typickou jednotkou je lymfocytarni meningomyeloradikuloneuritida
oznacovana jako Garin-Bujadoux-Bannwarthitv syndrom (Rohacova, 2012). K vzacnym projevam této
faze patti lymeskd karditida. VétSina autora se shoduje, Ze jeji vyskyt nepresahuje 10 % vSech klinickych
projevi LB (Bartingk et al., 2013).

Tretim stadiem je stadium pozdné¢ diseminované. K jeho projeviim dochazi po né¢kolika
mesicich az letech od nakazeni a jen u malého poctu infikovanych pacientd (Stanck et al., 2012).
Tato faze je charakteristicka pfitomnosti acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), neurologickych
priznaka nebo artritidy (Kfupka er al, 2019). Lymeska artritida postihuje predevsim velké klouby
(kolenni, ramenni,...) a jeji soucasti jsou i zanétlivé zmény dalSich struktur pohybového aparatu
(entenzitidy, burzitidy, kapsulitidy, myozitidy). ACA je typickou manifestaci tohoto stadia v Evropé.
Oproti tomu pozdni neurologické formy LB jsou vzacné (Rohacova, 2012). Mezi tyto projevy patii
lymeska encefalopatie, kdy dochazi k porucham kognitivnich funkci, periferni neuropatie
a encefalomyelitida, ktera je ¢astéji popisovana v Evropé nez v USA a byva oznacovana jako chronicka
(progresivni) neuroborrelioza. Ma projevy, které pripominaji demenci vaskularni ¢i jiné etiologie
(Rohacova, 2013).

Popsana stadia se vS§echna nemusi manifestovat u jednoho pacienta a jejich rozvoj neni presné
Casov¢ ani klinicky oddélen. Otazkou zistava vyskyt pretrvavajicich obtizi u fady pacienti (2 — 40 %).
Tento stav se oznacuje jako post-lyme syndrome (PLS) (Marques, 2008), post-treatment lyme syndrome
(PTLS) (Klempner et al, 2001) nebo nejnoveéj§im pojmenovanim je post-treatment lyme disease

syndrom (PTLDS). PTLDS zahrnuje soubor nespecifickych priznakd, které trvaji déle nez 6 mésicu
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po ukonceni rfadné 1é¢by LB. Priznaky, které tento stav provazeji, jsou trvala unava, kognitivni deficity,
bolesti svalu, kloubu ¢i hlavy nebo psychické problémy (Kfupka er al., 2019). Podle n€kterych praci
se ale bézné nespecifické symptomy (tnava, bolesti hlavy, myalgie, ...) nevyskytuji u pacientii po
prodélané LB castéji nez u bézné populace (Nemeth er al., 2016) U pacientt s psychickymi problémy
prozatim neni ani jasné, zda jsou vyvolané PTLDS nebo zda jsou jen diisledkem tuzkosti pacienta
ohledné svého zdravotniho stavu. Dosud tak neni jasna pfesna pficina tohoto jevu, ale uvazuje se ale
o n¢kolika faktorech: perzistence bakterii v organismu, autoimunitni reakci, aktivace imunitniho
systému pretrvavajici i po eliminaci kauzalnich bakterii, poskozeni tkani nebo koinfekce dalSimi
infekcemi prenasenymi klistaty. Vztah koinfekci s PTLDS zatim nebyl prokazan (Lantos er Wormser,
2014). Diky casto subjektivnim priznakiim a nejednoznacné pricing€ tohoto jevu je obtizné vytvorit
presnou definici PTLDS. V Evropé dosud neni Zadna presna definice zavedena. V USA byla definice
publikovana v roce 2006 (Wormser et al., 2006).

Pravé autoimunitni reakce a mozna perzistence bakterii v organismu jsou velmi diskutovanym
tématem spojenym s PTLDS. Rada praci popisuje piitomnost autoprotilatek specifickych pro myozitidu
(MSA) a autoprotilatek spojenych s myozitidou (MAA) u pacientit s PTLDS (Reimers et al., 1993,
Nilsson et al., 2021, Sloupenska et al., 2023). Myozitida je zanétlivé onemocnéni kosternich svali, které
muze byt vyvolané infekcemi ¢i rdznymi poruchami imunitniho systému. MSA autoprotilatky
(napf. proti proteinu Mi-2a) jsou specifické pro myozitidy a MAA se mohou vyskytovat i u jinych
autoimunitnich poruch. V souasnosti porad neni zcela jasné, ktery mechanismus je zodpovédny za
vznik téchto autoprotilatek u n¢kterych pacienti s PTLDS, ale diky Sirokému spektru autoprotilatek je
mozné, ze jde spisSe o disregulaci imunitniho systému ¢i expozici kryptickym antigenitim, nez zkfizena

reaktivita s antigeny Borrelii spojena s molekularnimi mimikry (Bolz et Weis., 2004).

3.2.2 Epidemiologick situace v Ceské republice

Ceska republika je diky své poloze v mirném pasu idealnim mistem pro vyskyt klistat, ktera
jsou hlavnimi vektory LB. Rezervoarem byvaji drobni savci, ptaci vétsi lesni zver a ¢lovek je pouze
nahodnym hostitelem. Onemocnéni ma sezénni charakter, ktery je podminény vétsi aktivitou klistat
v letnich mésicich. Pfipady jsou oviem hlaeny celoroéné. Incidence onemocnéni v CR kolisa mezi
40 — 60 pripady na 100 000 obyvatel ro¢né (Prokes, 2015). Od roku 1986 byla zavedena laboratorni
diagnostika (Bartingk et al., 2013) a toto onemocnéni také podléha hlaseni.

Toto onemocnéni muze postihnout kteroukoli vékovou skupinu a Zeny byvaji nakaZeny castéji
nez muzi. Vnimavost k této nemoci je tedy vSeobecna, ale nejvyssi vyskyt LB je u déti ve véku

5 — 14 let a u dospélych ve stitednim véku (40 — 50 let).



3.2.3 Diagnostika

Diky velkému mnozstvi raznych symptomi, kterymi se tato nemoc vyznauje, je obtizné
prokazat aktivni infekci a neni dostupny ,,zlaty standard* v diagnostice (Kfupka et al,. 2019). Mame
ale kdispozici celou fadu vySetfeni, a to jak tzv. pfimych, tak nepfimych diagnostickych testi
(Rohacova, 2013).

Nejvice rozsifenou nepfimou metodou pouzivanou k diagnostice LB je Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA). ELISA je imunoenzymovy test a urcuji se pomoci n¢j protilatky
tridy IgG, tak tridy IgM, které se vysetfuji z krve, mozkomisniho moku nebo kloubniho punktatu
(Rohacova, 2012). Problém ale byva fakt, ze protilatky se u infekce LB zacinaji vytvaret pomémeé pozdé.
U ELISA testu jsou detekovatelné IgM protilatky az po 2—4 tydnech onemocnéni, IgG jesté pozdéji
(Rohacova, 2012). Proto je dulezité ovérit vysledek jesté pomoci nékteré prfimé metody, napi. PCR nebo
imunoblotem. U blotovych metod se musi peclivé interpretovat vysledky, protoze pfipadna pozitivita
n¢které¢ho z antigent nemusi znamenat pozitivni vysledek a opacné.

Mezi metody pfimé patii metody mikroskopické, kultivacni histologické, elektronoptické
a metody polymerazové tetézové reakce (PCR) (Bartinck et al., 2013). Mikroskopie se vyuziva
v klinické praxi jen okrajové, kultivace je sice mozna, ale velmi obtizna, takZe se v praxi neprovadi
(Rohacova, 2013). Nejrozsifengjsi pfimou metodou je tedy PCR a i ta ma sva uskali. Neumoziuje odlisit
pritomnost zivych bakterii od nezivotaschopnych perzistujicich ¢astic obsahujicich zbytky nukleovych
kyselin (Ktfupka et al., 2019).

3.24 Moznosti lécby, prevence a vakcinace

Zakladnim [é¢ebnym postupem po spravné diagnostice této nemoci je podavani antibiotik. Druh
a davkovani se lisi v zavislosti na stadiu nemoci, i komu jsou antibiotika podavana (déti, dospéli, t€hotné
zeny,...). Nejvice pouzivanym antibiotikem pro 1écbu LB je doxycyklin. Vyuziva se v Casnych fazich,
i vpozdni fazi proti lymeské artritide. Pokud neni mozné podat doxycyklin, vyuzivaji
se napft. amoxicilin, cefuroxim-axetil nebo azitromycin. Amoxicilin byva prvni volbou u gravidnich Zen
a déti do 8 let (Rohacova, 2012). Davka a doba 1écby je pro kazdého pacienta individualni a lisi
se 1 mezi jednotlivymi druhy antibiotik. V klinickych studiich se dosud neprokazal zadny pfinos
prodlouzené¢ nebo kombinované antibiotické 1¢écby u pretrvavajicich obtizi LB (Berende et al.,
2016,Berende et al., 2019, Sjowall et al., 2012).

Mezi nejlepsi zpuisob prevence patfi vyhnuti se kontaktu s infikovanym klistétem. V prevenci
je dulezita osvéta, ale také informace o zménach aktivity klistat (Bartin€k ez al., 2013). Pokud je klisté
Jiz prisaté, je nutné jej odstranit v co nejkrat§im Case, aby se minimalizovalo riziko pfenosu Borrelii,
pokud je jimi klisté infikované. Pro vytaZeni se doporucuje pouzit pinzetu, aby nedoslo k roztrZeni

klistéte a pfipadnému potfisnéni rany obsahem jeho vnitfnosti (které mohou obsahovat Borrelie).



Nasledn¢ je dulezité rano vydesinfikovat. Preventivni podavani antibiotik se nedoporucuje
(Prokes, 2015).

Vakcinace proti LB pro humanni ucely neni v soucasné dob¢ k dispozici. V minulosti byly
vyvinuty a testovany 2 vakciny zalozené na rekombinantnim antigenu OspA- Imul.yme a LYMErix
(Samuels et Radolf, 2010). Po uspésnych klinickych testech a schvaleni LYMErixu byla tato vakcina
pouzivana, ale zacaly se objevovat nazory, ze ma souvislost se vznikem artritidy. Verejné minéni
ohledné nezadoucich u¢inkt a postupné klesajici prodeje vedly ke staZeni vakciny z trhu v roce 2002
(Samuels et Radolf, 2010). Vakciny byly vyvijeny i proti jinym lipoproteintim Borrelii. Synergického
efektu imunitni odpovédi bylo dosazeno pii pouziti antigentit OspA a DbpA (Hanson et al., 2000).

Pro veterinarni Gcely existuje nékolik typa vakcin, jak v USA, tak v Evrop¢.

3.3 Komplex Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl)

V soucasnosti komplex Bbsl zahmuje celkem 22 druha rodu Borrelia. Z téchto 22 druhu bylo
identifikovano 10 jako patogenni pro Clovéka. Jedna se o: B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii,
B. burgdorferi sensu stricto (Bbss), B. garinii, B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B. mayonii, B. spielmanii
a B. valaisiana. Pro druhy B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. carolinensis, B. chilensis,
B. finlandensis, B. japonica, B. lanei, B. tanukii, B. turdi, B. sinica a B. yangtzensis zatim nebyla
patogenita prokazana (Ktupka et al., 2019). V Evrop¢ je LB zptsobena druhy B. burgdorferi sensu
stricto (Bbss), Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Borrelia bavariensis and B. spielmanii (Stanek et al.,
2012) avsak v poctu zpusobenych onemocnéni dominuji druhy Borrelia afzelii a Borrelia garinii
(Margos et al., 2009). V USA jsou s infekci ¢lovéka nejvice spojovany pouze Bbss (Stanek et al., 2012).
Jednotlivé druhy se mezi sebou lisi i symptomy, které zpusobuji u LB a také se lisi Cetnosti vyskytu.
B.burgdorferi sensu lato jsou prenaseny klistaty rodu Ixodes. V USA to jsou druhy I scapularis
(Burgdorfer et al., 1982) a L. pacificus (Burgdorfer et al., 1985) a v Evrop¢ je to predevsim druh Ixodes

ricinus.

3.3.1 Morfologicka charakteristika

Spirochety patfici do komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, jsou Casto, ovSem myln¢
popisovany jako gramnegativni bakterie (Samuels e Radolf, 2010). Pravdépodobné nejmarkantnéjsim
ukazatelem, ze se od gramnegativnich bakterii lisi je absence lipopolysacharidi na vngjsi membrané
(Takayama et al., 1987) a naopak zde maji lipoproteiny, které se uplatiiuji pfi adhezi Bb k burikam
hostitele (Eiffert er al., 1991; Kiupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012) Maji tenké spiralovite,
Sroubovicovité stocené t¢lo a jsou mikroaerofilni (staci jim pro rist nizké koncentrace kysliku). Velikost
buniky Borrelie do délky je od 4 — 30 um a §itka cca 0,2 um. Spirochéty jsou obecné schopny velmi

rychlého pohybu pomoci bicikii. To jim pomaha unikat imunitnim burikam hostitele, dobfe se pohybovat



ve viskoznim prostfedi a prochazet pres epitelialni, tak 1 hematoencefalickou bariéru (Kimsey
et Spielman, 1990; Kiupka et al., 2008; Malawista er de Boisfleury Chevance, 2008). Pocet bi¢iki je
pfiblizn¢ 7 — 12, u patogennich druht jich miize byt 15 az 20 (Bartlin¢k ez al., 2013). Tyto bi¢iky jsou
velmi dlouhé a jsou stocené kolem tzv. protoplazmatického cylindru (Kfupka et al. 2007). Tyto
periplazmatické biciky se skladaji z majoritniho flagelinového proteinu FlaB (41 kDa) a minoritniho
flagelinového proteinu FlaA (38 kDA) (Ge Y ef al., 1998). Krom¢ pohybu slouzi biCiky jesté
k udrzovani tvaru buriky (Rosa, 1997).

Buné¢na sténa nad plazmatickou membranou je tvofena peptidoglykanem a nad ni je jesté vnéjsi
membrana a spoleéné ohranicuji periplazmaticky prostor. V tomto prostoru se vinou bicikova vlakna
(Kudryashev et al., 2009). Na vn¢jsi membrané se nachazi mnoho druhu proteint. Tyto proteiny vnéjsi
membrany hraji zasadni roli ve virulenci bakterii (Samuels et Radolf, 2010) a daji se rozd¢lit do n¢kolika
skupin. Mezi nejvice studované patfi rodina lipoproteini VISE (VIs=Vmp like sequence), dale
lipoproteiny nazvané outer surface proteins (OspA - OspF), multicopy proteins (Mlp), RevA protein,
decorin-binding proteins (DbpA a DbpB) a mnoho dalich. Tyto lipoproteiny hraji dulezitou roli
pri vstupu Bbsl do hostitelského organismu (ptaci, savei, nahodné ¢lovek), ale 1 do vektoru, kterym
je vnejvice pripadech klisté rodu Ixodes. V hostitelském organismu se uplatiiuji tim, Ze soutézi
se specifickymi obrannymi mechanismy hostitele, a tim usnadiiuje invazi a kolonizaci riznych tkani

(Samuels er Radolf, 2010).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni bunéénych stén Bbsl (pfevzato z Radolf et al., 2012). Mezi vnitini
a vnéj$i membranou se nachazi peptidoglykanova vrstva a biciky. Na vnéj§i membran¢ jsou znazornény

Osp proteiny.

K zajimavé strategii, jak Bb unikaji imunitnimu systému, patii exprese povrchového proteinu
VISE. Gen pro tento protein se sklada z 15 kazetovych segmenti, nachazejicich se na plazmidu 1p28-1
a kombinaci téchto segmenti muze vznikat neomezeny pocet variant proteinu VISE. Diky tomu mohou

Bb unikat imunitnimu systému hostitele, béhem infekce. Zaroven rekombinace VISE se vyskytuje pouze



u bakterii in vivo (Kfupka et al., 2007) a ne in vitro, coz naznacuje, ze savci hostitel poskytuje signal
pro Vls rekombinaci (Zhang et Norris, 1998). OvSem o jaké signaly se jedna, je zatim neznamé.

Mezi dalsi dalezité lipoproteiny patfi Outer surface proteins (Osp), které se déli na nékolik
skupin. OspA (31 kDa) a OspB (34 kDa) jsou kddované stejnym operonem na linerarnim plazmidu
Ip54 (Barbour et Garon, 1988, Bergstrom et al, 1989). Oba tyto lipoproteiny jsou exprimovany ve
velkém mnozstvi, kdyz se Bb nachazeji ve strevé klistéte. Hlavnim funkei OspA je adheze ke stfevnimu
epitelu klistéte, kde se vaze se na glykoprotein TROSPA (tick receptor for OspA) (Kiupka et al., 2007).
Pokud dojde k pfisati klistéte k hostiteli, tak se snizi exprese OspA a OspB a dojde k reciprocnimu
zvySeni exprese OspC. U OspC bylo dosud identifikovano 19 hlavnich skupin (Wang et al., 1999).
Jednou z popsanych funkci OspC je vazba na imunosupresivni protein Salpl5, ktery se nachazi ve
slinach klistat. Diky této vazb¢, ziskavaji Bb imunosupresivni povlak ze Salpl5, ktery je cini
nezjistitelné pro imunitni systém obratlovel v rané fazi prisati klistéte (Ktupka ez al., 2007). Salp15 sam
o sob¢ inhibuje proliferaci CD4+ T bun¢k a snizuje produkci cytokini (Wen et al., 2020).

OspE a OspF jsou kdédovany dvéma plazmidy, cp32 a cpl8 a jejich geny jsou transkripéné
spojeny (Akins et al., 1999, Hefty et al., 2001). Spole¢né s dalSimi proteiny (napt. erpAB, erpCD, atd.)
patii do skupiny tzv. OspEF related proteins (Erps) (Stevenson et al., 1998). OspE je vyuzivan
Borreliemi proti komplementu, kdy se v lidské krvi vaze sérovy faktor H. Faktor H je regulacni protein,
ktery inhibuje aktivitu C3b (slozka komplementu) (Kiupka et al., 2007). Tohoto mechanismu ochrany
pred autoimunitnim poskozenim aktivaci komplementu vyuzivaji jak sav¢i buriky, tak ho zneuZzivaji
praveé Borrelie. 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; Kfupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012).

Borrelie se musi pfichytit nejen ve stfevech klistéte, ale 1 k buiikkam hostitelského organismu.
Proto neni prekvapivé, Ze bylo prokazano, ze n¢kolik Borreliovych lipoproteint funguje jako adheziny
(Samuels et Radolf., 2010). K hlavnim adheznim lipoproteiniim patfi tzv. decorin binding proteins A
a B (DbpA, DbpB). Ty se vazou v kolagennich tkanich na proteoglykan decorin spojeny s kolagenem
(Guo et al., 1995, Guo et al., 1998, Hanson et al., 1998). DbpA i DbpB vyznamn¢ prispivaji k celkové
virulenci B. burgdorferi vice nez jin¢ lipoproteinové adhesiny (Shi et al., 2008).

Mezi dalsi proteiny, které slouzi k adhezi k bunkam, patfi Borrelia glycosaminoglycan-binding
protein (Bgp) nebo Fibronectin binding protein (BBK32). BBK32 spoleén¢ s BBA64 slouzi jako
dualezité diagnostické markery pro ¢asné stadium LB (Samuels e Radolf, 2010).

3.3.2 Genom Bbsl

Bakterie B. burgdorferi jsou v mnoha ohledech jedine¢né, a neni tomu jinak ani v pfipad¢ jejich
genomu. Prvni genetickd mapa B. burgdorferi s. s. B31 byla ziskana v roce 1997 (Fraser et al., 1997,
Krtupka et al., 2007) a doplnéna byla Casjensnem et al. v roce 2000 (Casjens et al., 2000). Jejich genom

ma celkovou velikost cca 1,5 Mb a je tvofen jednim hlavnim lineramim chromozomem, ktery



ma velikost 910 725 bp anejméné 17 linearnimi a kruhovymi plazmidy, kdy ale nékteré izolaty obsahuji
az 20 plazmida (Fraser et al., 1997). Hlavni lineamni chromozom je zakonéen na obou koncich
kovalentné uzavienymi vlasenkami a nese 853 genl (Barbour er Garon, 1987, Fraser et al. 1997).
Vlasenkové zakonceni telomer chromozomu je u prokaryot neobvyklg, ale bylo nalezeno u DNA virt
s dvouvlaknovou DNA nebo na nékterych molekulach ecukaryotické mitochondrialni DNA
(Casjens et al., 1997, Krupka et al., 2007). Relativné mala velikost genomu je dana tim, Zze geny
na hlavnim chromozomu koduji jen proteiny pro udrzeni zakladnich funkei spirochéty. V genomu Bb
chybi geny pro syntézu aminokyselin, mastnych kyselin, enzymovych kofaktorii a nukleotidi. Tato
chuda metabolicka vybava Bb je duvodem, pro¢ je pfi kultivaci Bb v in vitro podminkach potieba
komplexni kultivaéni médium doplnéné savéim krevnim sérem. Naproti tomu az 54 genu koduje
proteiny zapojené do motility a chemotaxe téchto bakterii a tvoti 6 % chromozomu (Fraser et al., 1997).
To ukazuje dulezitost téchto gent, protoze diky periplazmaticky uloZzenym bicikim se Bb mohou
pohybovat viskéznim prostfedim a pronikat do tkani.

Chromosomy jednotlivych zastupcu Bb maji velmi podobny genovy obsah, zatimco plazmidy
jsou variabilnéjsi (Samuels et Radolf, 2010). Biologicky vyznam vét§iny gent na plazmidech zatim neni
znamy. Navic Bb obsahuji malo, pokud viibec néjaké geny zapojené do virulence a exprese genu se lisi

podle druhu hostitele, teploty a dalSich faktora (Fraser et al., 1997).

3.3.3 Vektory prenosu

Bbsl jsou prenaseny nejéastéji klistaty rodu Ixodes, ktera jsou jedinymi celosvétoveé uznanymi
prenase¢i LB (Hulinska, 2013). Pfenos jinymi vektory, napf. pomoci krev-sajictho hmyzu je zatim
zkouman. Druhovy komplex Ixodes ricinus-persulcatus, kam se tfadi druhy pfenasejici lymskou
boreliozu, Ixodes ricinus v Evropé a Ixodes scapularis ve Spojenych statech americkych. Za hlavni
rezervoary Bbsl jsou povazovany riazné druhy savcu a ptaku.

Klistata rodu Ixodes se vyskytuji v Sirokém geografickém pasmu (od severni Afriky az po
Skandinavii). Osidluji nej¢astéji oblasti listnatych a smisenych lest a vyZzaduji vyssi vlhkost (az 80 %).
Jsou to rozto¢i, ktefi nemaji oc¢i, ale maji Hallersuv organ, kterym mohou detekovat teplotu, vlhost
a vibrace. Maji dlouhy Zivotni cyklus, ktery ma 4 stadia: vajicko, larva, nymfa, dospélec. Cely tento
cyklus dokonci v zavislosti na podminkach okoli mezi 3-6 lety. Maji také velkou Skalu hostitelu, kdy
kazd¢ ze tii stadii zivotniho cyklu (larva, nymfa, dospé€lec) saje krev na odlisném druhu hostitelu

(Barttingk et al., 2013).
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Obrazek 2: Schématické znazornéni Zivotniho cyklu klistéte 1. ricinus. Z vajicek se lihnou drobné larvy,
které se zivy na drobnych hlodavcich. Z nich se vyvijeji nymfy a poté dospélei, ktefi mohou nahodné
infikovat ¢lovéka bakteriemi Bbs! (prevzato z Kurokawa et al., 2020).

Klistata pfi hledani hostitelii lezou na Spicky rostlin a cekaji. Jak jiz bylo zminéno, kazdé
z jednotlivych stadii vyvoje vyuziva jiny druh hostitele. V lesnich oblastech, se larvy Zivy prevazné
na hlodavcich, nymfy na hlodavcich a ptacich a dosp€lci na vétSich saveich (napf. jelenech, srkach,
atd.) (Sprong et al., 2018). Klistata tohoto druhu saji n¢kolik dni, coz pfispiva k jejich §ifeni diky
pohybu hostiteli a vSechna vyvojova stadia se stavaji infekénimi po ingesci spirochet v prub¢hu sani
krve na infikovanych savcich nebo ptacich (Bartingk et al., 2013). Promofeni Bbs! se u jednotlivych
stadii liSi. Nejvyssi promorenost Bbsl je u nymf. Bbs/ u malych hlodavca a ptaku pretrvavaji
pravdépodobné cely jejich Zivot bez projeveni pfiznakt LB. Ovsem o vétSich zvirat (kon€, psi) mohou
zpusobit symptomy podobné LB jako u ¢lovéka. Klist'ata tohoto rodu mohou pienaset i jiné choroby
nez lymeskou borelidzu zpusobenou bakteriemi komplexu Borrelia burgdorferi senso lato. Muze to byt

klistova encefalitida, granulocytarni anaplazmoza, babezidza, atp. (Wormser et al., 2006).

3.34 Ruzné morfologické formy

Borrelie jsou opfedeny od pocatku jejich vyzkumu mnoha zahadami a nejasnostmi. Jednou
z nich je vznik non-spiralnich forem. Jiz v roce 1905 vzniklo podezieni, Ze Borrelie mohou nabyvat
i jinych nez spiralnich forem (Miklossy et al., 2008). Doposud neni zcela jasné, proc tyto formy vznikaji.
Faktoru a riznych pficin je ale hned n¢kolik. Mohou vznikat pfi neoptimalnim pH pfi kultivaci, absenci
séra Ci pritomnosti riznych antibiotik (Kfupka et al., 2007). Pfi téchto nevhodnych kultivacnich
podminkach je mozné pozorovat vznik cystickych forem, ,,blebs* ¢i L-forem. Tyto formy se sniZenou

metabolickou aktivitou jsou pravdépodobn¢ alespon z ¢asti schopny reverzné piejit v pln¢ metabolicky
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aktivni spiralni formu (Kfupka et al., 2008). A zda se, Ze jsou také vici témto nevhodnym podminkam
odoln¢jsi (Bronson et al., 2009; Merilédinen et al., 2016) nez klasické spiralni formy.

Jak jiz bylo zminéno, non-spiralni formy mohou vznikat vlivem nevhodnych podminek a vznika
jich nékolik druhii. Terminologie je v tomto ohledu velmi nejednotna a pouziva se velké mnozstvi
pojmenovani. Obecn¢ lze ale rozdélit non-spiralni formy Borrelii na L-formy, cysty, ,blebs™
(Lantos et al., 2014) a agregaty (,,.biofilm-like kolonie*) (Sapi et al., 2012; Srivastava et Silva, 2009,
Merildinen et al., 2015). V predbéznych studiich vykazovaly tyto razné sférické formy Bbsl rozdily
v biochemickém slozeni (Merildinen et al., 2015, Merildinen et al., 2016), v proteinovych profilech
a antigenité (Al-Robaiy et al., 2010, Alban et al., 2000, Hulinska et al., 1994) ve srovnani se spiralnimi
formami Bbsl (Merildinen er al., 2016). Predpoklada se tak, Ze morfologické formy Bb mohou mit
rozdilnou expresi membranovych proteini a diky tomu maji také odliSné antigenni vlastnosti
(Alban et al., 2000, Merilédinen et al., 2016).

V priubéhu let a s piibyvajicimi vyzkumy ohledné téchto non-spiralnich forem se zacaly také
objevovat rizné kontroverzni nazory. Existuje ale stale vice vérohodnych dukazu, Ze rizné non-spiralni
formy mohou pomoci Bbsl vyhnout se imunitnimu systému nebo sniZit citlivost na antibiotika a také
zménit jejich patogenni mechanismy (Dominque et Woody, 1997, Justice et al., 2008,
Merildinen et al., 2015).

L-formy Borrelii vznikaji, kdyz jsou spirochety Bbsl vystaveny nevhodnym kultivaénim
podminkam, ¢imz muze byt nevhodné kultivacni médium, zmény pH, ¢i kultivace s antibiotiky. Vznik
téchto forem vin vitro podminkach jako odpovéd’ na expozici [B-laktamovym antibiotikiim
(napf. penicilin), ktera jsou bézné doporucovana na 1é¢bu LB, byl popsan pred vice nez 20 lety
(Kersten et al., 1995). To byl dilezity objev, protoze tyto L-formy byly posléze nalezeny ve vzorcich
pacientt po adekvatni 1é¢b¢é antibiotiky (Bruck er al., 1995; Preac-Mursic et al., 1996,
Allan et al., 2009). To muze ukazovat na moznou roli L-forem v patogenezi LB, coz ovSem doted’
nebylo potvrzeno nebo vyvraceno. Tyto formy jsou velké 2,8 + 0,4 um (Merildinen et al., 2015). Jsou
to pfeménéné spiralni formy bez, nebo s ¢asteéné zachovanou bunécnou sténou. Geneticky jsou
identické jako spirochéty Bbsl, jsou také metabolicky a translacné aktivni. Nejsou pohyblivé a nemaji
schopnost se délit. V pfiznivych podminkach se mohou navratit do spiralnich forem, ov§em tento proces
je zdlouhavy a narocny.

Cysty jsou nepohyblivé kulovité formy. Stejné€ jako L-formy a dalsi odlisné morfologické formy
Bbsl vznikaji i cysty pii nepfiznivych vnéjSich podminkach (napf. pfitomnost protilatek, antibiotik,
zmény pH ¢i teploty). Tvorba cyst zahrnuje zmény integrity membrany a tvaru bunék (Alban et al.,
2000). Cysty mohou byt indukovany i procesem hladovéni spirochet. K tomu dochazi v pfipad¢,
ze nemaji dostateny zdroj tukt a mastnych kyselin. V pribéhu hladovéni spirochet maze dojit k syntéze
vice nez 20 druhti proteind, které jsou pro sav¢iho hostitele antigenni (Alban et al., 2000). Bylo popsané,
ze po zlepSeni vnéjSich podminek se do pivodni spiralni formy miize vratit cca 50 % cyst (Samuels

et Radolf, 2010).
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Cysty vznikaji stocenim spirochet (jedné nebo vice) do uzla. Velikost tak zavisi na mnoZzstvi
spirochet, které¢ se na tvorbé cysty podileji. Maji také ztencenou povrchovou membranu a chybi jim
nckteré povrchové lipoproteiny (napf. vnéjsi Erp, protein P66 nebo OmS28) (Barttinck er al., 2013).
Povrchovy protein OspA je exprimovan ve vétsi mife (Alban er al., 2000). U zivych cyst se OspA
nachazi na povrchu (Bartingk et al., 2013), u mrtvych se nachazi uvnitf cysty (Hulinska et al., 1994,
Hulinska et al., 2013, Merildinen et al., 2015). Jejich tvorba je pomala, je pfi tom potieba syntéza
proteini a nejedna se tedy o formy bez metabolické aktivity (Alban et al., 2000). Jsou povazovany
za klidové stadium, slouzici k preckani nepfiznivych podminek.

O vyskytu atypickych, cystickych nebo granulamich forem Bbsl v infikovanych tkanich jsou
k dispozici jen omezené udaje (Miklossy er al., 2008). Napriklad atypické cystické formy byly
pozorovany v mozkové kife pacienta s chronickou lymeskou neuroboreliozou (Miklossy et al., 2008)
nebo v koznich 1ézich (Aberer ef al., 1996, Miklossy et al., 2008). Diky mozné preméné cystickych
forem zpét na spiralni a pritomnosti téchto forem u riznych pacienti se pripousti mozna patogenita cyst.

Kdyz jsou Borrelie vystaveny antibiotikim (penicilinu), zmrazeni, rozmrazeni nebo
prodlouzené kultivaci, tvofi spirochety vnéj$i membranové vacky (,.blebs®), které¢ oddéluji od materske
buniky (Barbour ef Hayes., 1986). , Blebs* jsou tedy indukovany riznymi faktory (Barbour et Hayes,
1986, Merildinen et al., 2015) a to podporuje zjisténi, ze tvorba ,,blebs* se zvySuje pii stresu z prostredi.
Jsou to rozdiln¢ velka extracelularni granula, jejich priméma velikost je 1,3 um (Merildinen et al., 2015)
a maji podobnou stavbu jako ztencena bunééna sténa (Bartunck et al., 2013). Na rozdil od cyst jsou
pohybliva a zfejmé nejsou ziva (Bartingk ef al., 2013). Maji tésn¢ sbalenou DNA a mohou se podilet
na pfenosu genetické informace a (Garon et al., 1989, Merildinen ef al., 2015).

Biofilmy jsou prikladem adaptace bakterii na ruzné vnéjsi podminky prostredi a jsou to velmi
slozit¢ struktury vysoce odolné vuci okolnimu prostiedi (Rudenko et al., 2019). Bylo potvrzeno,
ze Borelie jsou schopné tvofit biofilmu-podobné kolonie (Sapi et al., 2012). Tyto biofilmu-podobné
kolonie a agregaty jsou Borrelie schopné vytvatet na biotickych 1 abiotickych substratech
(O’Toole et al., 2000). Kolonie Borrelii jsou tvofeny ruznymi morfologickymi formami Bb a to bylo
prokazano jak in vivo, tak in vitro (Sapi et al., 2012, Merilédinen et al., 2015). Tvorbu biofilma u Borrelii
in vitro podporuje vysoka hustota bunék (Srivastava et de Silva, 2009, Merildinen et al., 2015), ale neni
jedinym faktorem (Merilédinen et al., 2015). Dal§imi faktory, které pozitivné ovliviiuji tvorbu biofilmu
je vyssi teplota a nizké pH (Srivastava er de Silva, 2009, Merildinen et al., 2015). Vysoka odolnost
téchto struktur je dana extracelularni vrstvou. Sapi a kolegové (2012) prokazali, Ze ochranna
extracelulami vrstva Borrelii je tvofena pfevazné alginatem s vapnikem a extracelulami DNA
(Sapi et al., 2012). Soucasti této vrstvy jsou i proteiny podobné kolagenu a nejspi§ mizou podporovat
vazbu biofilmu na hostitelské tkan¢ (Merildinen et al., 2015). Zaroven jsou v této vrstvé pfitomny
kanalovité struktury (Rudenko er al., 2019), které asi slouzi k pfisunu zivin (Sapi et al., 2012).

Nekteré studie naznacuji spojitost mezi patologii Alzheimerovy choroby a B. burgdorferi, ovSem
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mechanismus zatim neni znam. Jednou zteorii je, Ze tvorba biofilmi Bb vytvafi AB plaky
charakteristické pro Alzheimerovu chorobu (Chakravarthi et Joshi, 2022).

Rozdiln¢ morfologické formy Borrelii vyZzaduji jest¢ mnoho studii, aby byla zjisténa jejich
hlavni uloha a mechanismy, kterymi mohou prispivat k patogenezi LB. Bylo ovSem potvrzeno,
ze rozdilné morfologické formy Borrelii vyvolavaji odliSnou imunitni odpovéd” ve srovnani

se spirochétami a mohou tak hrat roli v patogenezi LB (Merildinen et al., 2016).
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4 Material a Metody
4.1 Biologicky material

Pro experimenty byly pouzity bakterie sbirkového kmene B. garinii (terénni izolat z klistéte Ixodes
ricinus. Byly péstované v BSK médiu (viz Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postup).

Laboratorni my$i pouzité v experimentu jsou kmene BALB/C (Anlab, Praha).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

e Ampicilin, sodna sul (Calbiochem)

e Antibioticka smés obsahujici rifampicin, fosfomycin a amphotericin B (HiMedia)
e Barbour-Stones-Kelly (BSK) médium (BioConcept)
e Deionizovana voda

e Dihydrogenfosforecnan draselny (Lach-ner)

e Doxycyklin (Sigma-Aldrich)

e EDTA (Sigma-Aldrich)

e Fenoxyetanol (Fisher Scientific)

e Formaldehyd, 16% (Electron Microscopy Sciences)
e Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner)

e Chloramfenikol (Sigma-Aldrich)

e Chlorid draselny (Lach-ner)

e  Chlorid sodny (Lach-ner)

e Kanamycin (Sigma-Aldrich)

e Kiralici sérum (Sigma-Aldrich)

o Protilatka Goat Anti-Mouse IgG Fc, alkaline phosphatase conjugate (Invitrogen, A16093)

4.2.2 Pouzité soupravy

e Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (EUROIMMUN, DN 2131-3201 G)

e Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG) (EUROIMMUN, DY 2131-3001-1 G)

e Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag (EUROIMMUN, DL 1530-1601-4 G)
e LIVE/DEAD™ BacLight™ -Bacterial Viability Kit (ThermoFisher, L7007)
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4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

e 10 x PBS puft (zasobni roztok):
- 240 g chloridu sodného
- 6 g chloridu draselného
- 40 g hydrogenfosfore¢nanu disodné¢ho dodekahydratu
- 6 g dihydrogenfosfore¢nanu draseln¢ho
- Rozpustit ve 3 1 deionizované vody.
e 1 x PBS pufr (pracovni roztok):
- Na pfipravu 1 1 tohoto roztoku je potfeba smichat 900 ml deionizované vody se 100 ml

zasobniho roztoku 10 x PBS.
4.3 Seznam pouzitych pristroju a zafrizeni

e Bé&zné pocitacove vybaveni

e Centrifuga multifunkéni 352-R (MPW)

e Fluorescenéni mikroskop Axioskop (Opton) s kamerou DP70 (Olympus)

e Kombinovana laboratorni chladnicka (Samsung)

e Minitfepacka MS 3 basic (IKA)

e Odstredivka fixni MPW15 (MPW)

e Sada jednokanalovych automatickych pipet s riznymi objemovymi rozsahy (minimalni rozsah
0,2 pl a maximalni 1000 pl) — Thermo Scientific

e Trepacka orbital shaker KS (IKA)

e Vahy EMB 600-2 (KERN)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Praktické ukony byly provadény v laboratofich Ustavu imunologie Lékarské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. Byly dodrzovany postupy a zasady prace s infek¢nim materialem.

Kultivace bakterii, kultivace s antibiotiky a imunizace mysi byla z vétsi ¢asti provedena
vedoucim prace za mé pritomnosti kvuli legislativnim a bezpecnostnim omezenim prace s infekénim
materialem a laboratornimi zviraty.

Kultivace bakterii:

1. Bakterie sbirkového kmene B. garinii (terénni izolat z klistéte Ixodes ricinus) byly kultivovany
v médiu Barbour-Stoner-Kelly (BSK) obohaceném o 6% krali¢iho séra a antibiotickou smés
obsahujici rifampicin, fosfomycin a amphotericin B.

2. Spiralni formy byly izolovany v logaritmické rustové fazi, agregaty byly vyvolany dlouhodobou

kultivaci (cca 21 dnii) a cystické formy byly indukovany pfidavkem 100 pg/ml ampicilinu.
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3.

Bakterialni peleta ziskana z kultury spiralnich a cystickych forem centrifugaci pii 6000xg byla
tiikrat promyta PBS. Agregaty byly izolovany od zbytku spiralnich forem centrifugaci
pii nizkych otackach s opakovanym promyvanim PBS (100xg, 20 min, 5 cyklu).

Kultivace v pfitomnosti antibiotik:

1.

Bakterialni kmen B. garinii byl kultivovan podle vyse popsaného postupu. V logaritmické fazi
rustu byla ke kultufe pfidana antibiotika doxycyklin (100 pg/ml), ampicilin (100 pg/ml),
kanamycin (50 ug/ml) nebo chloramfenikol (100 ug/ml).

Priprava vakcinacnich pripravku:

4.

Inaktivovana vakcina:

Bakterie byly resuspendovany v 1% formaldehydu v PBS (mnozstvi odpovidajici objemu
puvodni kultury) a inkubovany 1 tyden pfi 4°C.

Nasledn¢ byly inaktivované bakterie promyty 3x sterilnim PBS a dofedény na koncentraci
celkového proteinu 200 ug/ml pomoci sady BCA protein assay kit.

K bakteriim bylo pfidano adjuvans na bazi hliniku v objemu 20 %.

Stépena vakcina:

Bakterie byly resuspendovany ve sterilnim PBS s 1 % fenoxyetanolu a 100 um EDTA.
Bakterie byly lyzovany opakovanym zamrazenim (3x) v kombinaci s naslednou sonikaci za
vyuziti ultrazvukového homogenizatoru na ledu 10 x 10 vtefin.

Lyzaty byly dofedény na koncentraci celkového proteinu 200 pug/ml pomoci sady BCA protein
assay kit.

K bakteriim bylo pfidano adjuvans na bazi hliniku v objemu 20 %.

Imunizace experimentalnich zvifat a odbér vzorki:

1.

Obéma vakcina¢nimi pripravky byly imunizovany laboratorni mysi kmene BALB/C
ve skupinach po 4 samicich (pii zacatku experimentu hmotnost 18 — 20 gramu).

Vakcinace byla provedena 100 pl intradermalné. Mysi byly revakcinovany po 14 dnech.

Mysi byly uspany injekénim podanim ketaminu/xylazinu a byly jim odebrany vzorky krve
protétim arteria carotis sinister.

Krevni vzorky byly ponechany koagulovat 4 hodiny pfi 4°C, zcentrifugovany na stolni

centrifuze a sérum bylo zamrazeno na -20°C pro pozd¢jsi pouziti.
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4.4.1 Mikroskopicka charakterizace bakterialnich kultur péstovanych s antibiotiky

pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

K fluorescenénimu obarveni bakterialnich kultur byla vyuzita souprava LIVE/DEAD™
BacLight™ — Bacterial Viability Kit (ThermoFisher, L7007). Tato souprava se pouziva pro rychlé
a snadn¢ urceni viability bakterii.

Tato souprava vyuziva dvou fluorescencnich barviv: zelené fluorescencni barvivo SYTO
a propidium jodid (PI). Ob¢ tato barviva maji rozdilnou prostupnost do bakterii a rozdilnou afinitu
k nukleovym kyselinam. Barvivo SYTO prostupuje do vSech bunék, jak porusenych tak s intaktni
plazmatickou membranou. Toto barvivo vykazuje zeleny fluorescenéni signal a maxima excitace
a emise jsou: kex = 480 nm a Aem = 500 nm. Druh¢ barvivo PI prostupuje prevazné do bakterialnich
bunék s porusenou plazmatickou membranou a ma také vétsi afinitu k nukleovym kyselinam nez barvivo
SYTO. Ve fluorescenénim mikroskopu ma cCerveny signal a maxima excitace a emise jsou:
hex =490 nm a hem = 635 nm. Pfi mikroskopii zistava pozadi nefluorescencni, mrtvé bakterie vykazuji
Cerveny signal a zivé vykazuji zeleny signal. Smés fluorochromii byla pouzita v poméru 1:1.

Postup barveni Bb pomoci LIVE/DEAD™ BacLight™ —Bacterial Viability Kit (ThermoFisher, L.7007)
byl nasleduyjici:

1. Bakterialni suspenze byla zcentrifugovana pii 6000xg po dobu 10 minut.

2. Po centrifugaci byl slit supernatant a vznikla peleta byla promyta pfidanim 1 ml 1 x PBS pufru.
Tyto dva kroky byly opakovany celkem tfikrat.

3. Pot¢ byl znovu slit supernatant a sediment byl resuspendovan v 1 ml 1x PBS pufru a byly
pridany 2 pl smési fluorochromt SYTO a propidium jodidu (1:1) z pouZit¢ soupravy (smes
bylo nutné pred pouzitim rozmrazit).

4. Obarveny vzorek bylo nutné promichat a inkubovat 15 minut ve tmé¢.

4.4.2 Diagnostika pritomnosti protilatek v sérech imunizovanych mysi

Pro stanoveni protilatek ze sér imunizovanych myS$i byly pouzZity 3 typy souprav, a to:
Anti-Borrelia  EUROLINE-WB (IgG) (EUROIMMUN, DY 2131-3001-1 G), Autoimmune
Inflammatory Myopathies 16 Ag (EUROIMMUN, DL 1530-1601-4 G), Anti-Borrelia EUROLINE-
RN-AT ((EUROIMMUN, DN 2131-3201 G). Byly testovany séra my$i imunizovanych riznymi typy
vakein.

Souprava Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG) vyuziva techniku Westernblotu a soupravy
Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag a Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT vyuzivaji lineblotu.
Proteiny (antigeny) byly separovany gelovou elektroforézou a preneseny na nitrocelulézovou
membranu. Vysoce purifikované antigeny byly nasledné aplikovany jako linie na prouzky pouzivané

v téchto testovacich sadach.
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Souprava Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG) poskytuje kvalitativni in vitro esej na protilatky

tridy IgG proti Borreliovym antigenim. Sada obsahuje stripy s extrakty antigent z Borrelia afzelii

a kazdy strip navic obsahuje antigen VISE z Borrelia burgdorferi sensu stricto. Pokud se v séru pacienta

vyskytuji protilatky proti pfitomnym antigenum, dojde k jejich navazani a nasledné jsou tyto protilatky

tridy IgG detekovany sekundami enzymové znacenou protilatkou. Pro stanoveni mysich protilatek byly

soupravy prizpusobeny pouzitim konjugované protilatky proti mysimu IgG misto protilatky proti IgG

lidskému, ktera je obsazena v sadach.

Postup pfi praci s diagnostickou sadou Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG) (EUROIMMUN,

DY 2131-3001-1 G) byl nasledujici:

1.

PoZadovany pocet bloti byl vloZzen do vanicky a ke kazdému bylo pfidano 1,5 ml nafedéného
univerzalniho pufru, ktery je soucasti sady (10 x koncentrat). Tento koncentrovany univerzalni
pufr byl nafedén s deionizovanou vodou v poméru 1:10. Mnozstvi pufru, které je potfeba natedit
se odviji podle poctu pouzitych bloti (napft. pro 1 blot se micha 1,5 ml koncentrovaného roztoku
pufru s 13,5 ml deionizované vody). Bloty s pufrem byly nechany na tfepacce 15 minut pfi
pokojové teploté.

Pufr byl vylit a bylo napipetovano 1,5 ml naredénych sér (fedéni 1:1000) k blotim a ty byly
nechany 30 minut inkubovat na tfepacce pii pokojove teplote.

Po inkubaci bylo vylito nafedéné sérum a bloty byly promyty 3x 10 minut pomoci 1,5 ml
nafedéného univerzalniho pufru.

Po promyti bylo napipetovano ke kazdému blotu 1,5 ml fedéného enzymového konjugatu Goat
Anti-Mouse IgG Fc, alkaline phosphatase conjugate (Invitrogen, A16093), ktery byl fedén
v poméru 1:1000 a bloty byly nechané inkubovat 30 minut na tfepacce pii pokojové teplote.
Po této inkubaci byly bloty opét promyty 3x 10 minut pomoci 1,5 ml - nafedéného univerzalniho
pufru a vzdy nechané na tfepacce pfi pokojove teploté.

Nasledn¢ byl vylit nafedény univerzalni pufr a do kazdé jamky k blotu bylo napipetovano
1,5 ml substratového roztoku (dodavan v sadé¢ ihned k pouziti, nefedi se) a nechano inkubovat
10 minut pfi pokojové teploté na tfepacce.

Nakonec, bylo vSe vylitu a reakce byla zastavena promytim destilovanou vodou 3x 1 minutu.
Bloty byly nechané ususit a byly vyhodnocené pomoci softwaru EUROLineScan, program

Euro02 Inf WB30.

Souprava Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (EUROIMMUN, DN 2131-3201 G) slouzi ke

kvalitativnimu stanoveni lidskych imunogloulinii tfidy IgG proti antigentim Borrelii v séru nebo plazmé.

Principem testu je, Ze obsahuje testovaci bloty s navazanymi antigeny (nativni OspC Bg, nativni OspC

Bb, nativni OspC Ba, p39, p41 a VISE Bb). V prvnim kroku dochazi k inkubaci vzorku s témito bloty.
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Pokud jsou pfitomné protilatky proti danym antigentiim, dojde k jejich navazani a jsou pak detekovany

v druhém kroku pomoci sekundami protilatky zna¢ené enzymem. Nasledné je pfidan substrat pro enzym

a v piipad¢ pozitivni reakce dojde ke vzniku zabarveni.

Postup pfi praci s diagnostickou sadou Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (EUROIMMUN,)

byl nasleduyjici:

1.

Prvnim krokem bylo umistit pozadovan¢ho mnozstvi bloti do pracovni desky s kanalky a bylo
pfidano 1,5 ml nafedéného univerzalniho pufru ke kazdému blotu. Univerzalni pufr je soucasti
sady jako 10 x koncentrat. Redi se v poméru 1:10 a pro 1 blot je potieba smichat 1,5 ml
koncentratu tohoto pufru s 13,5 ml deionizované vody. Bloty byly inkubovany s nafedénym
univerzalnim pufrem 15 minut pfi pokojové teploté na tfepaccee.

Nafedény univerzalni pufr byl vylit a bylo pfidano 1,5 ml nafedénych sér (fedéni 1:1000) ke
kazdému blotu a byly inkubovany pii pokojové teploté na tfepacce 30 minut.

Tekutina byla vylita a bloty byly promyty 3 x 5 minut pomoci naredéného univerzalniho pufru.
Znovu byla tekutina vylita a k blotim bylo pfidano 1,5 ml enzymového konjugatu Goat
Anti-Mouse IgG Fc, alkaline phosphatase conjugate, ktery byl fedén v poméru 1:1000 a byly
nechany inkubovat 30 minut na tfepacce pfi pokojove teplote.

Bloty byly znovu promyty jako v kroku ¢. 3.

Tekutina byla vylita a ke kazdému blotu bylo pfidano 1,5 ml substratového roztoku (soucasti
sady, ihned k pouziti, nefedi se) a byly nechané inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté na
tfepacce.

Reakce byla zastavena vylitim tekutiny a promytim 3 x 1 minutu destilovanou vodou.

Bloty byly nechané vysusit a byly vyhodnoceny pomoci softwaru EUROLineScan, program
Euro02 Inf WB30.

Anti-Borrelia Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT
EUROLINE-WB
1gG |~ VisE 19G — VIsE Ba IgM | «— visE b
<— VIsE Bb | «— p41
«— p83 ju— <+—— D39
-+— VIsE Bg
c . ) = +—— OspC Ba
.g Lipid Ba Late-phase — 0spC Bb
s Lipid Bb marker
T; = jul w—— OspC Bg
o e - p83
i = P39, BmpA - p41 Early-phase
é - p39 marker, native
antigens
= P31, OspA Early-phase an
~“— p30 OspC marker
<— pb8
IgM <«— p25, OspC p21
- p21 -— p20
<— p19
- pl9
<+— pl18
- p17
=—— [gA*
> IgG*
- g - lgG*
-\ lam pammll S -y
Control*
<+— Control* juesi «—— Control*

Obrazek 3: Schématické zobrazeni pouzitych blotovych prouzki. Pro sadu Anti-Borrelia EUROLINE-

WB vlevo. Pro sadu Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT uprostied, s ozna¢enim IgG protilatek. Dostupné

z: https://www.euroimmun.com/documents/Indications/Infections/Borrelia/HI_2132_I_UK_C.pdf
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Souprava Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag (EUROIMMUN, DL 1530-1601-4 G)

poskytuje kvalitativni in vitro stanoveni lidskych autoprotilatek tfidy IgG proti 16 myositis specifickym
a myositis asociovanym autoantigenum (Mi-2a, Mi-2p3, TIF1y, MDAS, NXP2, SAE1, Ku, PM-Scl100,
PM-Scl75, Jo-1, SRP, PL-7, PL-12, EJ, OJ and Ro-52) a slouzi k diagnoéze riznych druhti zanétlivych

myositid (imunitné meidovanych onemocnéni kosterniho svalstva). Kazdy blot obsahuje linie

s purifikovanymi antigeny (viz vyse). Stejn¢ jako u prechozich souprav. Pokud se v testovaném séru

nachazi protilatky proti danym antigenim, dojde kjejich navazani a nasledné jsou detekovany

sekundarmni protilatkou znacenou enzymem.

Postup diagnostickou sadou Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag (EUROIMMUN,

DL 1530-1601-4 G) byl nasledujici:

1.

Byl vlozen pozadovany pocet blotu do vanicky s oddélenymi prihradkami a ke kazdému bylo
pridano 1,5 ml pufru (soucasti sady a hned k pouziti). Bloty s pufrem byly inkubované 5 minut
na tfepacce pri pokojove teplote.

Pufr byl vylita bylo pfidano 1,5 ml nafedénych sér imunizovanych mysi (fedéni 1:1000). Bloty
byly inkubovany pfi pokojové teplot€¢ 30 minut na tfepacce.

Séra byla vylita a kazdy blot byl promyt 3 x po dobu 5 minut nafedénym promyvacim pufrem.
Tento pufr je v sad¢ jako 10 x koncentrat a pfipravuje se fedénim v poméru 1:10 (napf. pro 1
blot se smicha 1 ml koncentrovaného promyvaciho pufru a 9 ml deionizované vody).
Tekutina byla vylita a ke kazdému blotu bylo pfidano 1,5 ml nafedéného enzymového
konjugatu Goat Anti-Mouse IgG Fc, alkaline phosphatase conjugate (fedéni 1:1000) a byly
inkubovany pfi pokojové teploté 30 minut na tfepacee.

Bloty byly promyty nafedénym promyvacim pufrem stejné¢ jako v kroku 3.

Tekutina byla vylita a bylo pfidano 1,5 ml substratu (soucasti sady, ihned k pouziti) pro enzym
a bloty byly nechané inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté na tiepacce.

Reakce byla zastavena vylitim a promytim 3 x 1 minutu destilovanou vodou.

Bloty byly nechané vysusit a byly vyhodnoceny pomoci softwaru EUROLineScan, program
Euro01 AAb EL30 na pocitaci.

Vzorky sér a protilatka s navazanym enzymem pro testy byly fedény 1000x. Jako enzym byla

pouzita protilatka Goat Anti-Mouse IgG Fc, alkaline phosphatase conjugate (Invitrogen, A16093).
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5 Vysledky

Vsechny ukony byly provedeny v souladu s postupy a zasadami prace s infekénim biologickym
materialem. Prace byla provadéna v laboratofich Ustavu imunologie Lékaiské fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci.

5.1 Mikroskopicka charakteristika bakteridlnich kultur péstovanych s antibiotiky

pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

V prvni ¢asti mé prace, byl testovan vliv nékolika druhu antibiotik na bakterie Borrelia garinii
patfici do druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Cilem bylo zjistit, jak budou dana
antibiotika pusobit na Borrelie a jestli u nich dojde k vytvoreni raznych morfologickych forem.
Testovana byla antibiotika: ampicilin, doxycyklin, kanamycin a chloramfenikol. Bakterie byly s témito
antibiotiky kultivovany dle postupu uvedeného v metodice.

Nasledn¢ byly bakterialni kultury péstované s antibiotiky obarveny pomoci sady
LIVE/DEAD™ BacLight™ —Bacterial Viability Kit (ThermoFisher, L.7007). Vysledky byly ziskany
pozorovanim obarvenych bakterialnich kultur za pouziti fluorescen¢niho mikroskopu Axioskop (Opton)
s kamerou DP70 (Olympus) pfi zvétSeni 400x.

Kontrolni vzorky bakterialnich kultur, které nebyly kultivovany s testovanymi antibiotiky, byly
taktéz obarveny stejnou sadou a pozorovany za poziti stejného vybaveni. Kontrolni vzorky slouzily
k ovéfeni, ze bakterialni kultura roste v daném médiu dobfe a pfipadny vznik riznych morfologickych
forem neni dan Spatnymi kultivaénimi podminkami, ale vlivem testovanych latek (antibiotik). Jak
je mozné vidét na obrazku ¢. 4, bakterialni kultury bez pridavku testovanych antibiotik rostly dobte
a mély tedy vhodn¢ kultivaéni podminky. Je mozn¢ vidét klasické spiralni formy, metabolicky aktivni,

protoze po obarveni vykazovaly zelené zbarveni.

Obrazek 4: Snimek spirochet Borrelia garinii (kontrolni kultura) pofizeny fluorescenénim
mikroskopem zvétSeni 400x). Bakterie byly obarveny pomoci uvedené soupravy pro barveni. (foto:

Nicola PomaliSova).
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Prvnim testovanym antibiotikem byl ampicilin. Toto antibiotikum patfi mezi B-laktamova
antibiotika. Ta obecn¢ puisobi tak, Ze inhibuji syntézu bunééné stény bakterii (MareSova, 2007).
Bakterialni kultury Borrelii péstované s timto antibiotikem vykazovaly vznik cystickych forem,
jak je mozné vidét na obrazku ¢. 5. Zaroven, v kultute zustaly i1 klasické spiralni formy a dochazelo
ke shlukovani téchto forem s cystami do kolonii. Po obarveni bylo mozné odlisit metabolicky aktivni
(2ivé) bakterie od nezivych. Zivé bakteric vykazovaly zelené zbarveni, mrtvé vykazovaly zbarveni
Cervené. Cysty méli ve vEét§i mife poSkozenou bunécnou sténu a po barveni se zbarvily Cervené,

coz znadi, ze jsou to mrtvé bakterialni formy.

Obrazek S: Snimek Borrelii péstovanych s antibiotikem ampicilinem. Pfitomné jsou jak spiralni tak

cystické formy. Pouzité zvétseni 400x. (foto: Nicola PomaliSova).

Druhym testovanym antibiotikem byl doxycyklin. Toto antibiotikum patfi mezi tetracykliny
a je bézn€ pouzivanym antibiotikem pfi 16cbé Lymeské boreliozy. Pisobi bakteriostaticky a narusuje
proteosyntézu bakterii (stejn¢ jako kanamycin a chloramfenikol). Po kultivaci Borrelii s timto
antibiotikem nedo$lo k vytvoreni Zadnych odlisnych morfologickych forem. Odlisné morfologické
formy nebyly indukovany ani pouZzitim kanamycinu ¢i chloramfenikolu.

Kanamycin se fadi mezi aminoglykosidy, coz jsou Sirokospektra baktericidni antibiotika.
Po inkubaci bakterialni kultury Borrelii s timto antibiotikem nedoslo k vytvofeni zadnych morfologicky
odlisnych forem, jak je mozné vidét na obrazku €. 6. Po obarveni bylo mozné detekovat jen usmrcené

spirochety, kter¢ byly zbarvené cerveng, ale i spirochety vitalni, zbarvené zelené.
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Obrazek 6: Snimek Borrelii péstovanych s antibiotikem kanamycinem. Pfitomné jsou pouze Zivé
¢i mrtve spiralni formy. Zivé jsou obarveny zelen¢, mrtvé jsou obarveny cervené. Pouzité zvétSeni 400x.

(foto: Nicola PomaliSova).

Poslednim testovanym antibiotikem byl chloramfenikol. Chloramfenikol patfi mezi amfenikoly
a je to baktericidni antibiotikum, které ma mnoho zavaznych nezadoucich ucinka a proto se¢ v humanni
mediciné pouziva jen velmi omezené. Po kultivaci Borrelii s timto antibiotikem se nevytvorily zadné
morfologicky odlisné formy. Jak je mozné vidét na obrazku ¢. 7, v kultufe péstované s timto
antibiotikem doslo k usmrceni mnoha bakterii, ale nedoslo k vytvofeni odliSnych morfologickych

forem. Zivé bakterie jsou zbarveny zelené, mrtvé jsou zbarveny ¢erveng.

Obrazek 7: Snimek Borrelii péstovanych s antibiotikem chloramfenikolem. Pfitomné jsou pouze zivé
¢imrtvé spiralni formy. Zivé jsou obarveny zelené, mrtvé jsou obarveny cervené. Pouzité zvétSeni 400x.

(foto: Nicola PomaliSova).

Z testovanych antibiotik tak zpusobil vznik cystickych forem jen ampicilin, ktery jako jediny
z testovanych antibiotik inhibuje syntézu bunécéné stény bakterii. Ostatni testovana antibiotika pusobi
na proteosyntézu a nezpusobila vznik zadnych odlisnych morfologickych forem Borrelii, pouze bylo

pozorovano, ze Cast bakterii byla antibiotiky usmrcena. Pritomnost ¢asti bakterii, které se pfi barveni
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jevi jako zivotaschopné, neni znamenim neefektivity antibiotik, ale pravdépodobné vysledkem
kratkodobé expozice antibiotikim. U Borrelii charakteristickych pomalym rastem muze byt potieba
delsi inkubace k vyvolani detekovatelného poskozeni membrany, které se v pouzité metodé projevi

zmeénou zbarveni.

5.2 Stanoveni pritomnosti protilatek v sérech imunizovanych mysi

V druhé experimentalni ¢asti své prace jsem se vénovala testovani sér imunizovanych mysi
a zjiStovani, jaké protilatky vytvorily v reakci na ruzné typy vakcin, které jim byly podany
(viz imunizace laboratornich mysi- metodika).

K imunizaci byly pouzity dva typy vakcin, inaktivovand a §tépena vakcina (viz pfiprava
vakcinacnich pripravkia- metodika). Kazdy typ vakciny byl pfipraven pro spiralni formy, cysty
nebo agregaty.

Jako prvni byla pro testovani pouzita souprava Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG). Touto
sadou byly testovany séra mysi imunizovanych jak inaktivovanou tak §t¢penou vakcinou. Touto sadou
byla testovana pfitomnost protilatek v sérech imunizovanych mysi proti vybranym antigentiim Borrelii
— VIsE, p83, BmpA (p39), OspA (p31), p30, OspC (p25), p21, p19 a pl7 (viz obrazek 8). Soucasti
kazd¢ho blotu byly i kontrolni Cipy (IgG, IgM, IgA) a kontrolni prouzek (Koef). Pro vyhodnoceni byla
jako hrani¢ni stanovena hodnota 20, protoZe pod touto hodnotou bylo mnozstvi protilatek proti danému
antigenu vyhodnoceno jako negativni nebo hrani¢ni. Jako negativni byly u vsech testovanych vzorka
vyhodnoceny protilatky proti antigentim pl9 a pl7 a hraniéni proti VISE (viz obrazek 8). Pro ostatni
antigeny byly vytvoreny grafy, jak je mozné vidét na obrazku ¢. 9 (A-F).
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Obrazek 8: Vysledné hodnoty protilatek z krevniho séra mysi imunizovanych: A) §tépenou vakcinou
a B) inaktivovanou vakcinou proti jednotlivym antigenim Borrelii. VSechny testované vzorky byly

vyhodnoceny jako pozitivni a byly ziskany pouzitim soupravy Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG).

Proti antigenu p21 byly zjistény protilatky v sérech mysi imunizovanych obéma typy vakcin
(viz obrazek 9-A). Vyssi hodnoty protilatek proti antigenu p21 byly zjistény pii pouziti §tépené vakciny
ato pro vSechny tfi typy (agregaty, cysty, spiralni formy). Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u obou vakcin
s agregaty, kdy hodnoty zjisténych protilatek byly u Stépené vakciny s agregaty az 5x vysSi nez
u inaktivovan¢ vakciny s agregaty (viz obrazek 9-A). Pro cysty a spiralni formy byla vyssi hodnota
protilatek namétena pfi pouziti Stépené vakciny.

Pro antigen OspC (p25) byly hodnoty zjisténych protilatek velmi podobné. Pro vakciny
s agregaty a cystami bylo zji§téno vétsi mnozstvi protilatek v sérech mysi imunizovanych inaktivovanou
vakcinou. U spiralnich forem byly zjistény vyssi hodnoty pfi pouZiti §tépené vakciny (viz obrazek 9-B).

U antigenu p30 (viz obrazek 9-C) byly protilatky zjistény pfi pouZiti St€pené vakciny (vSechny
tfi typy) a hodnoty zjisténych protilatek byly od nejnizsi po nejvyssi u agregatii pres cysty aZ po Stépenou
vakcinu se spiralnimi formami. U sér mysi imunizovanych inaktivovanou vakcinu byly protilatky proti
antigenu p30 zjistény jen pii pouziti inaktivované vakciny s agregaty. U inaktivované vakeiny s cystami
nebo spiralnimi formami nebyly protilatky proti tomuto antigenu detekovany viibec.

Pro antigen OspA (p31) byly nejvyssi hodnoty zjisténych protilatek zaznamenany ze sér mysi
imunizovanych §tépenou vakcinou se spiralnimi formami (viz obrazek 9-D). Tato hodnota byla
az o polovinu vyS§i nez pfi pouziti inaktivované vakciny se spiralnimi formami. Pro ob¢ vakciny

s cystami byly hodnoty témér shodné. Pfi pouZiti vakcin s agregaty byly zjistény az 2,5x vyssi hodnoty
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protilatek ze sér mySi imunizovanych S§tépenou vakcinou nez u mysi imunizovanych vakcinou
inaktivovanou (viz obrazek 9-D).

Pro antigen BmpA (p39) byly zjistény vyssi hodnoty protilatek pii pouziti §tépené vakciny vSech
tii typu (agregaty, cysty, spiralni formy) - viz obrazek 9-E. Nejvyssi hodnota protilatek byla
zaznamenana pii pouziti $t€pené vakciny s cystami. Hodnoty protilatek pii pouziti inaktivované vakciny
byly pro vSechny tfi typy velmi podobné a téméf se nelisily.

Pro antigen p83 (viz obrazek 9-F) byly hodnoty zjisténych protilatek velmi podobné pfi pouZziti
Stépené a inaktivované vakciny bud’ s agregaty, nebo cystami. VSechny byly v rozmezi od 100 do 150
a lehce vyssi byly pii pouziti St€penych vakcin. Nejvetsi rozdil ve stanovenych protilatkach byl zjistén
pri pouziti obou typu vakcin se spiralnimi formami. U S§t€pené vakciny se spiralnimi formami byly
hodnoty zjisténych protilatek az 3x vy$si nez u inaktivované vakciny se spiralnimi formami (viz obrazek
9-F).

Pro posledni antigen VISE byly zjistény protilatky hranicni a jen pfi pouziti §tépené vakciny. Pfi
podrobngjsi analyze grafu optické denzity kvuli plochosti a velikosti peaku mame podezieni

na nespecifi¢nost tohoto vysledku.
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Obrazek 9: Souhmné grafy (A-F) pro vysledky hodnot protilatek proti jednotlivym testovanym
antigenum sadou Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG). Vysledky na kazdém grafu jsou pro oba typy

testovanych vakcin. Vysledné hodnoty jsou v jednotkach optické denzity.

Jako druha byla pouZita testovaci souprava Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT. Tato souprava
byla pouzita, protoZze obsahuje rekombinantni antigeny, které mohou poskytovat specifictéjsi reakce
a kvuli ¢astecn¢ odlisnému antigennimu spektru. Jsou zde obsaZeny lipidové antigeny a antigen pS8,
které se klinicky vyzivaji jako marker pro pokrocilé infekce. Byla testovana pritomnost protilatek proti
nasledujicim antigenum: VISE (Ba, Bb, Bg), LBa (lipid B. afzelii), LBb (lipid B. burgdorferi), p83,
Flagellinu (p41), BmpA (p39), OspC, p58. p21, p20, p19 ap18. Dale kazdy testovaci prouzek obsahoval
pozitivni kontrolu (Ko) a izotypové kontroly IgG a IgM. Touto soupravou byly opét testovany oba typy
vakcin- jak inaktivovana, tak St€pena vakcina. Opét pro vyhodnoceni vysledkt byla stanovena hraniéni
hodnota 20, a pod touto hodnotou byla pfitomnost testovanych protilatek vyhodnocena jako negativni.
Vysledné hodnoty jednotlivych testii je mozné vidét na obrazku €. 10. Jako negativni byly vyhodnoceny
u vech testovanych vzorki protilatky proti nasledujicim antigentim: p18, p19, p20, p21, p58, LBb, LBa
avSechny druhy VISE (VIsE-Ba, VISE-Bb, VIsE-Bg). Pro ostatni antigeny, proti kterym byly detekovany
protilatky, byly vytvofeny grafy- viz obrazek 11 (A-D).
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Obrazek 10: Vysledné hodnoty protilatek z krevniho séra mysi imunizovanych: A) §tépenou vakcinou
a B) inaktivovanou vakcinou proti jednotlivym antigeniim. Kormé¢ vzorku Spir-F, byly vSechny ostatni
testované vzorky vyhodnoceny jako pozitivni. Vysledné hodnoty byly ziskany pouzitim soupravy Anti-
Borrelia EUROLINE-RN-AT. Agr-F (inaktivovana vakcina- agregaty), Cys-F (inaktivovana vakcina

s cystami), Spir-F (inaktivovana vakcina se spiralnimi formami).

Pro antigen OspC byly zjisténé hodnoty protilatek pro Stépenou vakcinu vyhodnoceny jako
negativni (viz obrazek 11-A). OvSem pfi pouziti inaktivované vakciny byly detekovany protilatky
u vSech tfi typt této vakciny. Nejvice protilatek proti antigenu OspC bylo zjisténo ze sér imunizovanych
mys$i inaktivovanou vakcinou s agregaty. Tato hodnota byla az 5x vyss$i nez u protilatek detekovanych
ze sér myS$i imunizovanych inaktivovanou vakcinou s cystami nebo spiralnimi formami. Hodnoty
protilatek pfi pouziti inaktivované vakciny s cystami nebo spiralnimi formami byly shodné.

U antigenu BmpA (p39)- viz obrazek 11-B, byly vysledné hodnoty zjisténych protilatek velmi
podobné hodnotam zjisténym soupravou Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG). Protilatky byly
detekovany pfi pouziti obou typu vakcin (Stépena, inaktivovand) a nejvyssi hodnota byla zjisténa pfi
pouziti St€pené vakciny s agregaty a zaroven nejnizsi hodnota byla zjisténa pouzitim inaktivované
vakciny s agregaty. Ostatni naméfené hodnoty byly velmi podobné v rozmezi od 60 do 80.

Protilatky proti Flagellinu (p41) byly detekovany u obou typu testovanych vakcin (viz obrazek
11-C). Vyssi hodnoty byly zjistény pii pouziti Stépené vakciny vSech tii typu (agregaty, cysty, spiralni
formy) oproti inaktivované vakcin€. NejvysSi hodnota protilatek byla zjisténa pfi pouziti §tépené
vakciny s cystami. Hodnoty zjisténych protilatek pro inaktivovanou vakcinu byly totozné jak pro

agregaty, cysty i spiralni formy.
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Pro antigen p83 (viz obrazek 11-D) byly zjistény protilatky u obou typu vakcin. U St€pené
vakciny s agregaty byly zjiStény vyss$i hodnoty protilatek nez u inaktivované vakciny s agregaty. Pro
oba typy vakcin s cystami byly zji§tény totozn¢ hodnoty protilatek proti antigenu p83. Pro Stépenou
vakcinu se spiralnimi formami byla zjisténa 20x vys$si hodnota protilatek nez pfi pouziti inaktivované
vakciny se spiralnimi formami. Nejvy$§i hodnoty byly zjiStény pro Stépenou vakcinu s agregaty
a spiralnimi formami. Nejnizs§i hodnota protilatek byla zjisténa pfi pouziti inaktivované vakciny
se spiralnimi formami. Zaroveri hodnoty protilatck naméfené touto sadou odpovidaji hodnotam

zjisténym sadou Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG) pro tento antigen.
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Obrazek 11: Souhrnné grafy (A-D) pro vysledky hodnot protilatek proti jednotlivym testovanym
antigenum sadou Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT. Vysledky na kazdém grafu jsou pro oba typy

testovanych vakcin. Vysledné hodnoty jsou v jednotkach optické denzity.

Antigeny: VISE, p83, BmpA (p39), OspC (p25), p21 a pl9 se nachazely v obou pouzitych
testovacich soupravach. Protilatky proti antigenu pl9 nebyly detekovany ani jednou pouZitou
soupravou. Pro antigen p21 byly ziskany vysledky jen pifi pouziti soupravy Anti-Borrelia
EUROLINE-WB (IgG) a pfi pouziti druhé testované soupravy byly vysledky testovanych protilatek
proti antigenu p21 negativni.

Vysledné hodnoty protilatek u obou testovacich souprav pro antigen p83 vysly shodné
(vykazovaly stejny trend), jak je mozné vidét na obrazcich 10-F a 11-D. Stejnych vysledki bylo
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dosazeno i pfi zjiStovani protilatek proti antigenu BmpA (p39) jak je mozné vidét na obrazcich 10-E
a11-B.

Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u antigenu OspC (p25), ktery byl testovan taktéz obéma typy
souprav (viz obrazky 10-B a 11-A). Testovaci sadou Anti-Borrelia EUROLINE-WB (IgG) byly
protilatky proti tomuto antigenu detekovany u obou typu testovanych vakein (Stépena, inaktivovana),
zatimco u druhé testovaci sady Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT byly protilatky detekovany jen
v sérech mysi imunizovanych inaktivovanou vakcinou. Navic nejvys$si hodnota protilatek byla
zaznamenana jen u inaktivované vakciny s agregaty a u inaktivované vakciny s cystami a spiralnimi
formami bylo detekovano jen nizké mnozstvi protilatek (lehce nad hranici negativnich hodnot).
Pozorovany rozdil 1ze vysvétlit rozdilem ve formé pouzitého antigenu. V prvni sad¢€ je obsazen antigen
v plné délce véetné triacylglycerolového motivu (OspC je lipoprotein). V druhé sadé je obsazen antigen
rekombinantni, o jeho pfesné struktufe vSak vyrobce nepodava informace. Je vSak mozné, ze muze jit
o zkracenou molekulu, postradajici C-terminalni lipidizacni motiv, pfipadné i ¢ast peptidové sekvence
na tomto konci.

Posledni pouZitou testovaci soupravou byla Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag.
Touto soupravou byla testovana pritomnost autoprotilatek proti nasledujicim antigenam: Mi-2a, Mi-2,
TIF1y, MDAS, NXP2, SAE1, Ku, PM-Scl-100, PM-Scl-75, Jo-1, SRP, PL-7, PL-12, EJ, OJ, Ro-52.
Soucasti kazdého blotu byla i kontrola. Antigeny v této souprave jsou rizné proteiny, které se pouzivaji
k diagnostice riznych druhti myozitid. V mém pripad¢€ byla testovana pritomnost autoprotilatek v sérech
imunizovanych mysi proti uvedenym antigentim. VSechny testované vzorky vysly jako negativni, jak je
mozné vidét na obrazku ¢. 12. U zadné imunizované mysi nebyly detekovany autoprotilatky proti
antigenum v této soupravé tj. zadné mysi nevyvinuly MSA (Myositis-specific autoantibodies) nebo
MAA (Myositis-associated autoantibodies). Tento test byl proveden kvuli predchozimu pozorovani
vysoké frekvence MSA/MAA protilatek u pacientu s PTLDS. Vysledek naznacuje, Ze indukce téchto
autoprotilatek neni dusledkem zkfiZzené reaktivity borreliovych proteinli se savéimi antigeny,
ale pravdépodobnéji mechanismy souvisejicimi s nespecifickou aktivaci imunitniho systému b&hem

infekce.
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Obrazek 12: Vysledné hodnoty autoprotilatek z krevnich sér imunizovanych mysi st€penou vakcinou.
Legenda: MYO 4/109-33 (Spiralni formy), MY O 4/109-35 (kontrola), MYO 4/109-34 (agregaty), MY O
4/109-32 (cysty).
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6 Diskuse

Bakterie z komplexu B. burgdorferi sensu lato zptsobujici Lymeskou borelidzu, jsou vybaveny
celou fadou mechanismu, kterymi se mohou vyhnout G¢inku imunitniho sytému svého hostitele.
Mezi tyto mechanismy patii produkce velkého mnozstvi rozdilnych antigenli na svém povrchu
nebo navazani uréitych imunosupresivnich molekul hostitele na sviij povrch, ¢imz se stavaji nezjistitelné
pro hostitelsky imunitni systém. Dale mohou vyuzit k rychlému pohybu periplazmaticky ulozené biciky,
unikat fagocytujicim buiikam a pronikat pfes mnohé epitelialni bariéry. V neposledni fadé mohou
vlivem vnéj§ich podminek nebo ucinkem antibiotik tvofit odliSné morfologické formy.
Tyto morfologicky odlisné formy jsou odolnéjsi nez klasické spiralni formy a maji také odlisné antigenni
vlastnosti. Diky vyzkumu pfibyva stale vice vérohodnych dikazt, ze rizné non-spiralni formy mohou
pomoci Bbs! uniknout imunitnimu systému hostitele (Dominque et Woody, 1997, Justice et al., 2008,
Merildinen et al., 2015).

Vznik a mozna perzistence odlisnych morfologickych forem je velmi diskutovanym tématem
v souvislosti s post-treatment lyme disease syndromem (PTLDS), jako jedna z moznych variant, co tento
stav zpusobuje. Doposud se vSak nepodarilo vyvratit, ¢i prokazat jestli za timto jevem stoji ruzné
morfologické formy Borrelii ¢i je zpisobovan jinou pfic¢inou. Proto je dulezit¢ dale studovat efekt
pouzivanych antibiotik a pfedchazet moznému vzniku téchto odlisnych morfologickych forem Borrelii.

V prvni ¢asti mého experimentu byl testovan vliv ¢tyf druht antibiotik na zmény morfologie
Borrelii. Testovana byla antibiotika: ampicilin, doxycyklin, kanamycin a chloramfenikol. K vyvolani
cystickych forem doSlo jen pfi pouziti antibiotika ampicilinu (viz obrazek 5), ktery patfi mezi
B-laktamova antibiotika a jako jediny z testovanych antibiotik inhibuje syntézu bunécné stény bakterii.
Tento vysledek odpovida jiz dfive zjisténym zavérum, kdy bylo prokazano, Ze B-laktamova antibiotika
zpusobuji vznik cystickych forem (Kersten et al., 1995). Antibiotikum doxycyklin patfi mezi
tetracykliny, ptsobi bakteriostaticky, inhibuje proteosyntézu a bézné se vyuziva k 1é€b¢ ranych fazi
lymeské borelidzy (Wormser et al., 2006). V mém experimentu nebyly indukovany pouzitim tohoto
antibiotika odli$né morfologické formy. Ve studii publikované v roce 2011 (Sapi et al., 2011) bylo
pouzitim doxycyklinu zvySeno mnozstvi cystickych forem az 2x, ovSem byla pouzita 2.5x vySsi
koncentrace nez v mém experimentu. Nelze tedy fict, ze by doxycyklin zptsoboval vznik cystickych
forem pri [é¢bé Lymeské boreliozy a potencialné tak zvySoval riziko pretrvavani Borrelii v organismu,
protoze nejde porovnavat in vitro studie s i¢inkem antibiotik na bakterie v organismu. K vyvolani
odlisnych morfologickych forem v mém experimentu nedo§lo ani pfi pouziti kanamycinu
a chloramfenikolu (obrazky 6 a 7). Ob¢ tato antibiotika ptisobi baktericidné, narusuji proteosyntézu
a cytoplazmatickou membranu a usmrcuji tak bakterie. Vysledek tedy vysel dle ocekavani, protoze pii
pozorovani byla velka ¢ast bakterii mrtva. Rozlisit mrtvé ¢i zivé bakterialni formy bylo mozné diky

pouzité barvici soupravé LIVE/DEAD™ BacLight™ —Bacterial Viability Kit. Diky barveni bylo mozné
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odlisit bakterie s neporusenou plazmatickou membranou (Zivé) a porusenou plazmatickou membranou
(mrtvé). Diky tomu bylo mozné pozorovat ucinek jednotlivych antibiotik.

V druhé experimentalni ¢asti byla testovana pritomnost protilatek proti jednotlivym antigeniim
Borrelii. Borrelie exprimuji odli$né antigeny v zavislosti na typu hostitele a také v zavislosti na tom,
jestli se nachazeji in vivo nebo in vitro podminkach. Studium protilatek detekovanych ze sér
imunizovanych zvifat by mohlo pomoci pochopit mechanismy, jakymi hostitelsky systém reaguje
na infekci Borreliemi. U imunizovanych mysi byly zjiStény u nékterych antigenu rozdilné hodnoty
protilatek v zavislosti na pouzité¢ vakcing, ale i mezi jednotlivymi typy vakcin (s agregaty, cystami,
spiralnimi formami). Protilatky proti antigenu p58 a lipidim (LBa a LBb) jsou pouzivany jako markery
pokrocilé infekce a proti témto antigenum nebyly u imunizovanych mysi protilatky detekovany,
coz potvrzuje, Ze mys$i neprodélaly lymeskou borelidzy po imunizaci. Proti antigenu VISE nemély byt
protilatky detekovany, protoze tento antigen je exprimovan jen zivymi bakteriemi in vivo. OvSem
u jednoho testu byla nizka hladina protilatek proti tomuto antigenu detekovana. Z vysledki jde ale spise
usuzovat na nespecifinost reakce, protoze druhym testem uz protilatky proti tomuto antigenu
detekovany nebyly. Dle prace pana Albana (Alban et al., 2000) je v pfipad¢ cyst exprimovan antigen
OspA ve vétsi mife. Z vysledka bylo toto potvrzeno v piipadé inaktivované vakciny s cystami. Pro
Stépenou vakcinu byly hodnoty u vSech typt podobné. To lze vysvétlit tim, Ze u §tépené vakciny jsou
bakterie lyzovany a k imunitnimu systému se tak dostane vétsi mnozstvi antigenu, proti kterym mohou
byt vytvoreny protilatky. Z vysledkt také bylo zjisténo, Ze pfi detekci protilatek, hraje roli i pouzity typ
antigenu. Toto bylo zji§téno u antigenu OspC, ktery se lisil v ramci dvou pouzitych testovacich souprav.

V neposledni fad¢ byla také testovana piitomnost ¢i absence autoprotilatek v sérech
imunizovanych mys$i. Bylo testovano, jestli imunizované mys$i vytvorili Myositis-specific
autoantibodies (MSA) nebo Myositis-associated autoantibodies (MAA). Tyto autoprotilatky
se v organismu vytvareji pfi myozitidach, coz jsou zanéty kostemnich svali. Zarover byly nckteré tyto
autoprotilatky pozorovany u pacienta s post-treatment lyme disease syndromem (PTLDS) aniz by tito
pacienti vykazovaly néjaké znamky myozitid. Ani u jedné z testovanych imunizovanych mysi nebyly
tyto autoprotilatky detekovany. Tento vysledek podporuje hypotézu, Ze vznik téchto autoprotilatek
u pacienti s PTLDS neni zpusoben zkfizenou reaktivitou s antigeny Borrelii, jak se predpoklada,
ale Ze Siroké spektrum autoprotilatek je indukovano néjakou imunopatologickou odpovédi.
Pravdépodobn¢ disregulaci imunitniho systému ve smyslu polyklonalni aktivace, suprese tolerance
¢i expozici kryptickym antigentim. Pokud by §lo o zkfiZzenou reaktivitu, byl by ocekavan uzsi okruh
detekovanych protilatek, nez jaké byly zjistény u pacientu s PTLDS.

K objasnéni zda hraji nebo nehraji riizné morfologické formy Borrelii néjakou roli pfi vzniku
PTLDS a vzniku autoprotilatek MSA/MAA pii tomto stavu bude potfeba jest¢ mnoha dalSich studii.
Vysledky ¢asti této prace poukazuji, Ze spise jde o jiné mechanismy. Dulezité tak bude dal studovat
jednotlivé morfologické formy Borrelii, moznosti jejich indukce a to jakou roli hraji v patogenezi

lymeské boreliozy.
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7 Zavér

V soucasnosti existuje stale mnoho nejasnosti ohledné¢ bakterialniho komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato a jejich riznych morfologickych formach. Proto byla tato prace vénovana praveé
témto bakteriim, zptisobujicim lymeskou borelidzu, a jejich odlisSnym morfologickym formam.

V literami resersi byly ze zacatku kratce zminény milniky vztahujici se k objevovani komplexu
Bbsl a lymeskeé boreliozy. Nasledné byla jedna kapitola vénovana tomuto onemocnéni, jeho klinickym
projevam, diagnostice, moznostem 1écby a prevence a také pretrvavajicim obtizim fady pacienti po
prodélani tohoto onemocnéni. Posledni ¢ast byla vénovana bakterialnimi komplexu Borrelia burgorferi
sensu lato jako takovému. V této ¢asti byla popsana obecna charakteristika, morfologie, vektory pfenosu
téchto bakterii a také rozdilné morfologické formy, které mohou tyto bakterie vytvaret.

V praktické casti byl nejdiive testovan vliv antibiotik na moZnou indukci odliSnych
morfologickych forem Borrelii a tyto kultury péstované s testovanymi antibiotiky byly barveny
a charakterizovany za pouziti fluorescencniho mikroskopu. V druhé ¢asti byla testovana pritomnost
protilatek a autoprotilatek v sérech mysi imunizovanych dvéma typy vakcin. Byla srovnana reaktivita
stfadou antigenii obsazenych v diagnostickych tesetch. Autoprotilitky MSA/MAA nebyly
u imunizovanych mysi detekovany vubec.

Shrnutim tedy je, Ze k objasnéni problematiky tykajici se lymeské boreliozy, bakterialniho
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato a jejich odliSnych morfologickych forem bude potreba jeste
mnoha let vyzkumu. Bude dilezité zamérit se na jednotlivé morfologické formy, potvrdit, ¢i vyvratit
faktory, které¢ zpusobuji jejich indukci, zjistit jakou roli hraji v patogenezi LB a jestli se podileji

na vzniku chronickych obtizi u fady pacientt, které jsou zahrnuty v PTLDS.
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