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1 Uvod

1.1 Rod Borrelia

Bakterie rodu Borrelia tadime do fadu Spirochaetales, tifidy Spirochaetes a kmene
Spirochaetae. Spirochéty rodu Borrelia byly pojmenovany po francouzském biologovi
Amédee Borrelovi a poprvé byly popsany Swellengrebelem roku 1907 (Margos et al., 2018).
Druhovy komplex se v soucasnosti sklada z 22 potvrzenych druhti Borrelia, z nichz nékolik
muze zpusobit lymeskou boreliozu u lidi (Majerova et al., 2020). Jednotlivé druhy borelii se
lisi svou geografickou distribuci, hostitelskou specifitou a schopnosti zptisobit onemocnéni
u lidi. Klinicky rizné patogenni druhy borelii jsou spojeny s riznymi symptomy onemocnéni,
které lze pozorovat v pozdnich stadiich lymeské borelidzy. Napiiklad Borrelia afzelii je
nejCastéji spojovana s koznimi projevy, Borelia garinii a Borrelia bavariensis
s neuroborelidzou a B. burgdorferi s artritickymi symptomy. Hlavni vektory pfenasejici rod
Borrelia jsou klistata patiici do rodu Ixodes. Pro tyto vektory bylo identifikovano vice nez
100 druht obratlovci, ktefi mohou byt hostiteli pro spirochéty lymeské borelidzy (Margos et
al., 2011).

1.2 Klinika lymeské boreliozy

Lymeska borelidza je v soucasnosti povazovana za nejrozsirené]si infekci prenasenou vektory
v USA, cCastech Asie a Evropy. Borelie pfezivaji ve slozitém cyklu zahrnujici klistéci
pfenaseCe a fadu savCich hostiteld. Kdyz infikovana klistata saji na hostiteli, spirochéty
opouste€ji stievo, migruji do slinnych zlaz kliStéte a spolu se slinami se prenaseji do dermis
hostitele. Z dermis se borelie §ifi do mnoha vnitinich organti véetné kloubt, srdce a nervového

systému (Kung et al., 2013).

Prvni popis klinickych projevt lymeské boreliozy provedl Buchwald v roce 1883, kdy popsal
atrofické kozni 1éze a oznacil je jako difuzni idiopatické kozni atrofie (Cardenas-de la Garza
et al., 2019). Klinicky konsenzus v soucasné dob¢ rozdéluje lymeskou borelidozu na akutni
lokalizovanou (erythema migrans) a diseminovanou fazi, ktera se déli na casnou a pozdni fazi.
Neurologické poruchy se mohou objevit kdykoliv v ramci diseminovaného stadia a mize byt

postizen jak centralni, tak periferni nervovy systém (Garcia-Monco & Benach, 2019).

Nejcastejsim projevem lymeské boreliozy je prstencovita, zaCervenala kozni vyrazka zvana

erythema migrans (EM), ktera je zapficinéna lokalizovanou infekci v mist€ kousnuti klistéte



po inkubaéni dobé€ v rozmezi 3 az 32 dnd. Ve Spojenych statech ma mnoho pacient s EM
dalsi symptomy jako je unava, artralgie, myalgie a bolest hlavy. B€hem prvnich dnt infekce
muze byt pfitomna také horeCka a zimnice, zejména u déti. S EM muze byt nékdy spojena

i lymfopenie a zvySené hladiny jaternich enzymi (Branda & Steere, 2021).

Béhem casné diseminované infekce se u pacienti muze vyvinout akutni lymeska
neuroborelioza. Mezi nejbéznéjsi piiznaky neuroborelidézy patii lymfocytarni meningitida
s bolestmi hlavy nebo Bannwarthiiv syndrom. (Steere et al., 2016). Pacienti s Bannwarthovym
syndromem maji obvykle segmentalni bolesti podobné pasovému oparu a u 75 % pacientl se
béhem 1-4 tydnt rozvine neurologicky deficit. Deficit hlavovych nervi se vyskytuje zhruba
u 60 % pacienti s Bannwarthovym syndromem a ve vice nez 80 % takovych piipadi vede
k postizeni licniho nervu a oblicejové obrné (Rauer et al., 2018). I bez antibiotické 1écby se
akutni lymeska neuroborelioza obvykle zlepsi nebo odezni béhem meésici. Pii Casné
diseminované infekci mohou nastat i akutni srde¢ni problémy, které se vétSinou projevuji

prerusenim elektrickych impulzi ze sini do komor (Steere et al., 2016).

Projevy pozdniho stadia lymeské boreliozy muze byt artritida, ktera se Castéji objevuje
u pacienti ve Spojenych statech nez v Evropé. V Evropé je Castéjs$i projev acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) (Steere et al., 2016). ACA je pozdni chronicky projev borelidzy,
ktery je charakterizovan kozni atrofii a postihuje prevazné distalni ¢asti koncetin. Na rozdil od
jinych koznich projevi lymeské boreliozy se ACA samovolné nevyléci. NeléCena muze prejit

od ¢ervenomodrého zbarveni a zanétu do chronické atrofie a fibrozy (Gade et al., 2021).

Po vhodné antibiotické 1écbeé mohou u rizného poctu pacientt pretrvavat symptomy zejména
unava, muskuloskeletalni bolesti a kognitivni symptomy. Pro toto seskupeni symptomu se
vytvoril termin post-treatment Lyme disease syndrome (PTLDS), ktery se také nékdy oznacuje
jako chronicka lymeska boreliéza. Syndrom je charakterizovan v objevujicich se symptomech,

které pretrvavaji Sest a vice mesicti po 1é¢beé (Cardenas-de la Garza et al., 2019).

1.3 Imunitni odpovéd’ pri infekci bakteriemi rodu Borrelia

Pocatecni vrozena imunitni odpovéd je spusténa rozpoznanim Borrelia burgdorferi
imunitnimi butikami hostitele, naptiklad dendritickymi buiikami, makrofagy nebo monocyty
skrze jeji molekularni vzory spojené s patogenem (pathogen-associated molecular patterns —
PAMPs). Imunitni buriky hostitele exprimuji receptory pro rozpoznavani vzori patogenu,
zejména Toll-like receptory (TLRs) a NOD-like receptory (NLRs). Riizné TLRs mohou
rozpoznat rizné PAMPs B. burgdorferi vCetné lipoproteint, flagelinu a RNA. Lipoproteiny
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B. burgdorferi indukuji hostitelské metaloproteazy Stépici slozky mezibunééné hmoty, které
bakteriim umoziiuji pohyb v tkanich, a rovnéz indukuji uvolfiovani zanétlivych cytokinti (Hu
et al.,, 2001). S TLR1 a TLR2 spolupracuje i makrofagy exprimovany CD14 a spolecné
rozpoznavaji bakterialni lipoproteiny B. burgdorferi. In vitro dikazy ukazuji, ze blokace
rozpoznani bakterialnich slozek pomoci CD14 inhibuje vrozené zanétlivé reakce hostitelskych

bunék (Sahay et al., 2009).

V pocateCnim stadiu znamém jako erythema migrans je exprese cytokini prevazné
prozanétliva a zahrnuje zvySené hladiny tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF), IL-2, IL-6
a interferont typu I (IFNs). Biopsie odebrana béhem prvnich dnt infekce ukazuje infiltrat,
ktery se sklada prevazné z T bunék, neutrofilt, dendritickych buné€k, monocytt a makrofaga.
U zvitat po inokulaci boreliemi do dermis doslo k vymizeni neutrofild, coz naznacuje, ze
vymizeni neutrofil(l je dulezité pro umoznéni vzniku infekce. Také komplement zde hraje
vyznamnou roli pomoci opsonizace pii aktivaci klasické cesty komplementu. V tomto stadiu

-----

poctem symptomu lymeské boreliozy (Steere et al., 2016).

Béhem pozdé&jsich fazi infekce, jako je Casna diseminovana infekce a artritida, mohou
prozanétlivé ucinky TLRs hrat velmi dulezitou roli. polymorfismus v TLR1, ktery ma za
nasledek snizenou expresi TLR1, je spojen se zvySenymi hladinami prozanétlivych cytokina

a pretrvavajici artritidou po antibiotické 1écbé (Strle et al., 2012).

Dendritické buriky (DC) jsou fagocytarni buiky, které detekuji a zpracuji antigen, aby ho
mohly prezentovat butikdm imunitniho systému. DC jsou mezi prvnimi imunitnimi buiikami,
které prijdou do kontaktu s boreliemi v kizi. Po fagocytdze jsou spirochéty zpracovany
a prezentovany na molekulach hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) tfidy II, coz
vede k aktivaci a proliferaci CD4+ T bunék. Kromé toho, Ze jsou borelie degradovany v DC
fagozomech pro prezentaci CD4+ T buiikdm, mohou byt zivé borelie také v cytoplazmé. Toto
muze mit za nasledek, Ze antigeny spirochét mohou byt povazovany za vlastni (nebo virové).
Diky tomu jsou borelie prezentovany i na molekulach MHC 1. tfidy, coz vede k aktivaci CD8+
cytotoxickych T bun¢k (Mason et al., 2014). Druhou vyznamnou imunitni buiikou jsou
makrofagy, které 1 kdyz jsou fenotypove a morfologicky odlisné od dendritickych bunék, tak
spolu hraji ustfedni roli ve vrozené imunitni odpovédi béhem invaze patogend. Zatimco oba
typy bunék prezentuji antigen, makrofagy jsou prevazné fagocytarni buriky, odstranu;ji

bunécné zbytky a patogeny a zaroven vytvareji zanétlivou reakci prostfednictvim sekrece



cytokind, aby aktivovaly adaptivni imunitni systém (Thompson et al., 20021). Urcité patogeny
veetné€ B. burgdorferi muzou potlacit Casné reakce béhem infekce tim, Ze zpusobi zvySené
uvolnovani IL-10 pomoci makrofaga (Lazarus et al., 2008). Dalsi studie ukazaly, Ze borelie

zvySuji hladinu IL-10 nejen u makrofagt, ale i u dendritickych bun€k (Chung et al., 2008).

CD4+ T buiikky mohou poskytnout pomoc pii tvorbé specifickych protilatek proti
B. burgdorferi, které jsou klicové pfi projevech onemocnéni a regulaci zatéze tkané. Tato
zatéz tkané zplusobena spirochétami muze byt snizena diky imunitnich reakci spojenych
s CD4+ T buikami pomoci aktivace bunééné imunitni odpovédi, jako jsou makrofagy (Elsner
et al., 2015). In vivo deplece bud CD4+ nebo CD8+ T lymfocyti redukovala boreliemi
indukované otoky kloubt a snizovala tkanovou zatéz spirochétami, zatimco deplece CD8+
T lymfocyti samotna snizila zavaznost onemocnéni napfiklad u artritidy a karditidy. T bunky
mohou tedy za urCitych okolnosti zhorsit patogenezi Lymeské boreliozy a prodlouzit vyléCeni

choroby (Lasky et al., 2016).

1.4 Unikové mechanismy imunitnimu systému

Patogenni mikroorganismy se musely naucit pfekonat prvni linii vrozené imunity, aby
vytvorily perzistentni infekci v lidském hostiteli. Borrelia burgdorferi sensu lato si vyvinuly
razné zpusoby, jak zabranit imunitni odpovédi riznych hostitela a tuspésn€ v nich dlouhou

dobu prezivat (Kraiczy P., 2016).

1.4.1 Rezistence B. burgdorferi vii¢i komplementu

Jednim z unikovych mechanisma je se vyhnout komplementu, ktery je zakladni soucasti
vrozené imunity. Komplement obsahuje systém prekurzori, regulacnich a inhibi¢nich
proteinti, které 1ze okamzité aktivovat po rozpoznani invaznich mikroorganismia (Kraiczy P.,
2016). Je dobte znamo, ze B. burgdorferi exprimuje na svém povrchu nékolik lipoproteind,
které vazou lidsky inhibitor komplementu faktor H a faktor HL-1 (FH/FHL-1). Predpoklada
se, ze vazba FH/FHL-1 na povrch borelie zvySuje schopnost uniknout eliminace béhem akutni

faze infekce (Kenedy et al., 2009).

Bylo identifikovano az pét odlisnych lipoproteint, které interaguji s FH/FHL-1 a souhrnné se
nazyvaji CRASP. Na povrchu mohou byt exponovany rizné kombinace téchto proteind.
FH/FHL-1 vazebné proteiny zahrnuji CspA, CspZ, ErpP, ErpC a ErpA. Proteiny OspE jsou
vzhledem k jejich odliSnym funkcim, strukturam a organizaci gent souhrnné oznacovany jako

OspE-related proteins (Erp). CspA je prevladajici protein vazajici FH/FHL-1 B. burgdorferi
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aje produkovan béhem sani klistat kratce po pfenosu na hostitele, ale neni produkovan
u klistat, ktera nesala. Toto ukazalo, ze CspA chrani spirochéty pred utokem komplementu
beéhem infekce tim, ze ukoncuje sestaveni TCC (terminal complement complex). CspZ a CspA
vazou plasmin, ktery dokaze degradovat povrchoveé vazané C3 a C3b. Dale Erp proteiny slouzi
jako potencialni ligandy pro plasmin, ale role aktivovaného plasminu pii vyhybani se

komplementu vyzaduje dalsi zkoumani (Kraiczy P., 2016).

1.4.2 Flexibilni adaptivni genom a antigenni variabilita B.
burgdorferi

Borelie se mohou vyhybat imunitnimu systému diky jejich flexibilnimu adaptivnimu genomu.
Jejich linearni chromozom obsahuje zhruba 900 gent koduyjicich proteiny pro replikaci,
transkripci, translaci, metabolismus, transmembranovy transport, ale zadné geny pro
biosyntézu aminokyselin, mastnych kyselin a enzymovych kofaktort, nebo nukleotidii. Tento
omezeny metabolismus piekonavaji pomoci gent nachazejicich se na deviti linearnich
a dvanacti kruhovych plazmidech a pomoci metabolickych cest v hostiteli. Plazmidy tedy
funguji jako unikatni genetické inovatory, které umoziuji vyhybéani se imunitnimu systému

(Berndtson K., 2013).

Antigenni variabilita je proces, kterym patogen méni sekvenci exprimovaného proteinu, aby
se vyhnul $kodlivym acinktim protilatek proti nému. Genom B. burgdorferi obsahuje lokus
variabilniho povrchového antigenu E (VISE), ktery podléha rozsahlé a rychlé antigenni
variabilit€ v hostiteli. Rekombinace VISE se zda byt dilezita pro perzistenci B. burgdorferi
a schopnost B. burgdorferi reinfikovat hostitele po 1é€bé antibiotiky (Tracy & Baumgarth,
2017).

1.4.3 Kilistéci sliny

Aby kliStata zabranila obrané hostitele béhem sani, vylucuji ve svych slinach koktejl
bioaktivnich faktort, vCetné imunomodula¢nich molekul, inhibitort hojeni ran, mediatora
vazokonstrikce, antihemostatickych a protizanétlivych faktori. Bylo prokazano, ze proteiny
slin klist'at inhibuji aktivaci a proliferaci CD4+ T lymfocyti vazbou na receptor CD4. Dale
bylo zjisténo, ze inhibuji pfirozené zabijecCe, dendritické buriky, makrofagy, neutrofily
i proteiny stimulujici proliferaci B lymfocytt (OspA a OspC). Uginky inhibiénich proteint
jsou lokalizované v misté sani a jejich aktivita do 24 hodin klesa. Vysledek je snizeni zanétu
v misté€ sani. Jednou z nejrozsahleji studovanych slozek klistécich slin je protein Salpl5.

Vyzkum dokazal, Ze tento protein se specificky vaze na CD4 receptor T lymfocytd. Inhibuje
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aktivaci a proliferaci CD4+ T bunék a brani sekreci IL-2. Dale Salpl5 dokaze inhibovat
prozanétlivé cytokiny IL-6 a TNF-a produkované dendritickymi buiikami (Berndtson K.,
2013; Wen et al., 2020). Dalsi studie odhalily, ze Salp15 se vaze na vné&jsi povrchovy protein
C (OspC) a diky tomu se muze B. burgdorferi chranit pied komplementem (Bierwagen et al.,
2021).

1.4.4 Adheziny B. burgdorferi

Adheze je pocatecni udalost pii vzniku jakékoliv infekce. B. burgdorferi ma nesetné
mnozstvi adhesivnich proteind, které usnadiiuji kontakt s hostiteli. B. burgdorferi ptilne
k hostitelskym tkanim prostfednictvim interakci s hostitelskymi buiikami a extracelularni
matrix. Adheziny pomahaji boreliim Sifit se a pfetrvavat v hostitelskych tkanich. Mezi
adheziny patii 1 proteiny vazajici fibronektin v hostitelském séru. V B. burgdorferi bylo
identifikovano pét fibronektinovych vazebnych proteini: BBK32, RevA/B, BB0347 a CspA.
Ukazalo se, ze interakce BBK32 s fibronektinem jsou dilezité pro pocate¢ni interakci bakterie

s endotelem, coz je proces nazyvany “molecular braking” (Brissette et al., 2014).

1.5 Inhibi¢ni kontrolni body imunitniho systému

Kontrolni body imunitniho systému, v¢etné inhibi¢nich a stimula¢nich kontrolnich molekul,
jsou definovany jako interakce urcitych receptorti na povrchu bunék s urcitymi ligandy, které
maji inhibicni nebo stimulac¢ni G¢inky na imunitni reakce. VétS§ina molekul imunitnich
kontrolnich bodu, které byly dosud popsany, jsou exprimovany na bufikach vrozeného
imunitniho systému a T burikach. Kontrolni body imunitniho systému jsou klicové pro udrzeni
autotolerance a modulaci délky a velikosti imunitnich odpoveédi pomoci regulace efektorovych

bunék v riznych tkanich tak, aby se minimalizovalo poskozeni tkan€ (Zhang & Zheng, 2020).

1.5.1 Mechanismus pusobeni kontrolnich bodia CTLA-4 a PD-1

Rozvoj chronickych infekci a rakoviny je usnadnén fadou mechanismt imunitni subverze,

-----

a exprese kontrolnich molekul imunitniho systému véetné CTLA-4 a PD-1.

Béhem aktivace T buné€k prezentuji APC antigeny T butikam pomoci interakce MHC-TCR
a kostimuluji T buiiky prostfednictvim vazby CD80/86 na CD28. Aktivované T buiky
proliferuji a vyluc€uji efektorové molekuly (IFN-y, IL-2, perforin, granzymy). CTLA-4,

exprimovany na T burikach, omezuje vazbou na CD80/86 kostimulaci prostfednictvim CD28,



coz vede k vyCerpani T bun¢k. Vyc€erpané T builky maji omezenou efektorovou funkci. PD-1
je prevazné exprimovan na T bunkach a jeho interakce s PD-L1 a PD-L2 exprimovanym na
APC a nadorech vysila negativni signal T burikam, coz muze vést k vyCerpani T bunék.
Vycerpani T bunék je charakteristické ztratou produkce IL-2, snizenou proliferacni kapacitou,
snizenou cytotoxicitou, zhorSenou produkci prozanétlivych cytokini a expresi kontrolnich
boda imunitniho systému jako jsou pravé PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 a TIGIT (Dyck &
Mills, 2017).

1.5.2 Inhibi¢ni draha PD-1/PD-L1

Ligand programované smrti 1 (PD-L1), jinak znamy jako B7-H1, nebo CD274, je prvnim
funkéné charakterizovanym ligandem koinhibi¢niho receptoru programované smrti 1 (PD-1).
Spolu se svym pfibuznym ligandem PD-L2 hraje PD-L1 kli¢ovou roli pfi udrzovani tolerance
perifernich a centralnich imunitnich bunek prostrednictvim vazby na receptor PD-1. PD-L1 je
koédovan genem PDCDLI1 a u lidi se nachézi na chromozomu 9. Poprvé byl popsany Dongem
et al v roce 1999 jako B7-H1, PD-L1 byl rozpoznan jako tfeti clen rodiny proteinti B7. PD-L1
je transmembranovy protein a sklada se z extracelularnich domén podobnych IgV a IgC,
hydrofobni transmembranové domény a kratkého cytoplazmatického konce slozeného z 30

aminokyselin (Kythreotou et al., 2018).

PD-1 patii také k inhibicnim molekulam rodiny B7 a je zvySen¢ exprimovan aktivovanymi
T buiikami (ale také B burikami, T regulanimi a pfirozenymi zabije¢skymi buiikami). PD-1
je rovnéz exprimovan buiikami prezentujicimi antigen (APC). Uloha PD-1 spogiva v inhibici
aktivity efektorovych T-bun€k v perifernich tkanich béhem zanétlivé odpoveédi na infekci

a v regulaci a omezeni autoimunity (Bersanelli & Buti, 2017).

Nizkou expresi PD-L1 lze nalézt na klidovych lymfocytech, burikach prezentujicich antigen
(APC), v bunikach rohovky a v Langerhansovych ostruvkach (Kythreotou et al., 2018). PD-L1
udéluje urcitym tkanim privilegovany stav. Imunitni privilegium pifedstavuje specialni
imunologicky stav, kdy mohou byt cizi antigeny tolerovany a nevyvolaji imunitni odpoved’.
Mezi tyto urcité tkané patfi centralni nervovy systém, placenta, varlata a vlasové folikuly
(Wang et al., 2017). Exprese PD-L1 je primarné ovlivnéna Toll-like receptory (TLR), ale
i receptorem pro IFN-y (Kythreotou et al., 2018).

Draha PD-1/PD-L1 je klicova pro rozvoj imunitni tolerance, coz je proces negativni selekce

lymfocyta probihajici v primarnich a sekundarnich lymfatickych organech. Exprese PD-L1 se



uskuteciiuje v brzliku a na dendritickych burikach, kde interakce PD-1/PD-L1 brani proliferaci
a diferenciaci naivnich T bunék. Déle drdha PD-1/PD-L1 zabraiuje destrukci tkané pfi
chronické infekci pomoci imunitniho vycerpani, tj. poSkozeni funkce efektorovych T bunék
po pretrvavajici prezentaci antigenu. Zakladni rys vyCerpanych T bunék zahrnuje indukci

raznych koinhibi¢nich drah v¢etné PD-1/PD-L1 (Kythreotou et al., 2018).

1.5.3 Imunitni kontrolni body u rakoviny

Role imunologickych kontrolnich bodl se prenesla do 1écby mnoha typa rakoviny, jelikoz
jsou snadno blokovany protilatkami nebo rekombinantnimi formami ligandd ¢i receptort
(Rahimi et al., 2020). T buriky, zejména cytotoxické T buinky (CTL) a Th1 buriky vylucujici
IFN-y hraji klicovou roli pfi kontrole ristu nadoru (Dyck & Mills, 2017).

Po prezentaci antigenu a aktivaci APC mohou CD8+ T lymfocyty zabijet nadorové buriky
mnoha mechanismy. Kli¢ovym mechanismem zabijeni je uvolnéni perforinu a granzymad,
které narusi plazmatickou membranu nadorovych bunék, coz vede k jejich apoptoze. Dale
uvolnény IFN-y pfispiva ke smrti nddorovych bunék pomoci zvySené exprese MHC tiidy I na
nadorovych burikach (Apetoh et al., 2015).

PotlaCeni protinadorovych odpoveédi T bunék je z velké Casti zprostiedkovano T regula¢nimi
lymfocyty (Tregs) a kontrolnimi body imunitniho systému, jako jsou CTLA-4 a PD-1, kde
CTLA-4 byl prvni imunitni kontrolni bod, na ktery byla zaméfena na 1écba rakoviny (Dyck &
Mills, 2017). Nedavna data skutecné ukazala, ze blokovani PD-1 a CTLA-4 muze regulovat
funkce Tregs a posilit protinddorovou odpovéd’. Nicméné ptima role a funkce PD-1 na Tregs

u rakoviny zistava neznama (Duraiswamy et al., 2013).

Protilatky vazajici se na PD-1 a PD-L1 skutecné prokazaly pozoruhodnou uc¢innost zejména
v kombinovanych terapiich pro fadu typt nadort a byly licencovany pro 1écbu melanomu,
nemalobunécné rakoviny plic, rakoviny ledvin a rakoviny méchyte. Navic bylo prokazano, ze
inhibi¢ni kontrolni body imunitniho systému zvysuji reakce efektorovych T bunék u pacientd

s parazitarni infekci, napfiklad u malarie (Dyck & Mills, 2017).

1.5.4 Kontrolni body u chronickych infekci

Inhibi¢ni receptory a jejich role pii vyCerpani T bunék byly podrobné studovany zejména
u rakovin, bakteridlnich a parazitickych infekci, chronickych virovych infekci, vcetné

hepatitidy B, hepatitidy C, HIV a akutni virove infekce, jako je Hantavirus a Ebola.



Vycerpani T bunék, ke kterému dochéazi béhem chronické infekce a rakoviny, se také
vyskytuje u pacienti s COVID-19. Piedchozi experimentalni studie o funkénosti T bunék u
pacienti s COVID-19 prokazaly zvySenou expresi inhibi¢nich receptord, jako je PD-1
(Barnova et al., 2021; Vivarelli et al., 2021). Infekce Helicobacter pylori je spojena
s gastritidou, viedy a rakovinou zaludku. Infekce se stava chronickou, protoze imunitni systém
hostitele ji nedokaze odstranit. Zaludeéni epitelialni buiiky (GEC) hraji v imunitni odpovédi
hostitele velmi dulezitou roli, protoze se na nich detekovala exprese PD-L1, ktera se vyrazné
zvysila po infekci H. pylori. Exprese PD-L1 také inhibuje T buiikkami zprostfedkovanou
syntézu IL-2 (Das et al., 2006). Patogenni bakterie Porphyromonas gingivalis prostiednictvim
svych peptidoglykanti pfipojenych k membran€ vyuziva kontrolni bod PD-1/PD-L1 k vyhnuti

se imunitni reakci a zesileni infekce (Bailly C., 2020).

V dalsi studii data ukazuji, ze LAG-3, ktery je primarn€ exprimovan na CD4+ T burikach, se
shoduje s vysokou bakterialni zatézi a aktivni tuberkulézou (Phillips et al., 2015). Nékteré
intracelularni bakterie, napt. Listeria monocytogenes, mohou pomoci zvySené indukce
inhibitoru TIM-3 potlacovat expresi molekul MHC 1. tfidy a tim se vyhnout G€inné imunitni

odpoveédi (Wang et al., 2020).

Plisniova sepse je jednou z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality u pacientd na jednotkach
intenzivni péCe. SouCasna experimentalni zjisténi poskytuji preklinicka data, ktera podporuji
tvrzeni, ze terapie anti-PD-1/PD-L1 a anti-CTLA-4 protilatkami nabizi novy pfistup k 1écbé
mykotické sepse a plisnovych infekci obecné (Chang et al., 2013).



2 Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe o lymeské borelioze a roli imunitnich kontrolnich bodl pii

imunitni odpovédi

Stanoveni exprese PD-1/PD-L1 u mysich bunek imunologické synapse in vitro po aktivaci

B. burgdorferi sensu stricto

Urceni miry proliferace T lymfocytti a produkce vybranych cytokini po interakci mysich

dendritickych bunék a T lymfocyta

Stanoveni vlivu anti-PD-L1 neutraliza¢ni protilatky na vyse uvedené jevy

10



3 Material a metody

3.1 Laboratorni mysSi

Jako zdroj imunokompetentnich bunék byly pouzity mys$i inbredniho kmene C57BL/6N (wild-
type), které byly ziskany od Charles River Laboratories. Na zacatku pokusu byly mysi staré
osm tydnu a vazily mezi 18 a 20 gramy. Chovany byly ve sterilnim prostiedi IVC (individually
ventilated cages) boxt s podestylkou z dievéné neprasivé drt€ 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 zvéfince

Katedry medicinské biologie.

3.2 Borelie

Spirochéty B. burgdorferi sensu stricto (kmen ATCC® 35211™) a Borrelia afzelii (kmen
CB43) byly kultivovany v médiu BSK-H doplnéném 6% krali¢im sérem pti 34 °C do log faze

(=5%107/ml) a poté pouZity v experimentech.

Z kultury borelii bylo odebrano 3,5 ul suspenze na podlozni sklicko, kapka byla prekryta
krycim sklickem a nésledné pozorovana mikroskopii v temném poli pfi 400nasobném
zvétSeni. Po spocitani spirochét 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 podet borelii (5 x 10°na jamku).
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3.3 Izolace kostni direné a derivace plazmacytoidnich
dendritickych bunék (pDC)

Tab. I: Seznam chemikalii pro izolaci kostni dien€ a derivaci pDC

Nazev a slozeni chemikalie:

70% Ethanol

Izopropanol

MEM (Minimal Essential Medium; Gibco)

0,84% NH4C1

Trypanova Modf (0,5% vodny roztok; Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 (10% fetalni teleci sérum, Penicillin 100 j./ml, Streptomycin 100 pg/ml,
L-Alanyl-L-Glutamine 0,446 g/1, 2-Mercaptoethanol 50 uM (Biosera), pyruvat sodny 1mM
(Sigma), Flt-3L 200 ng/ml (R&D)

Sterilni PBS (phosphate-buffered saline; VWR)

Mys jsem uvedla do celkové inhalacni anestézie a poté jsem ji usmrtila zlomenim vazu. Dale
jsem ji upevnila na chirurgickou podlozku do polohy na zadech a sterilizovala jsem srst
v oblasti bficha a zadnich koncetin 70% ethanolem. Poté jsem vypreparovala zadni koncetiny
a vlozila je do sterilniho PBS. OCcisténé stehenni a holenni kosti jsem nejdiive vlozila do
izopropanolu a poté¢ do MEM (Minimal Essential Medium; Gibco). Kosti jsem proplachla 5 ml
injekéni stfikackou s jehlou o velikosti 24-25 G pomoci MEM. Vizualni kontrolou jsem
ovétila, zda v kosti nezbyla zadné kostni dfen, kosti by se mély jevit jako bilé. Poté jsem
rozsuspendovala kostni dferi a prefiltrovala ji ptes sterilni bunécné sito (Corning, 70 pum

Nylon) do zkumavky.

Dale jsem suspenzi bunék dala centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C). Po centrifugaci jsem
odstranila supernatant a provedla lyzu erytrocyti pridanim 2 ml 0,84 % NH4Cl ohiatého na
37 °C k peletu. Lyzu jsem zastavila po 2 minutach pfidanim 10 ml MEM. Buiky jsem
spocitala v Burkerové komurce pomoci Trypanové modii (0,5% vodny roztok; Sigma-

Aldrich) fedéné 1:1.
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Nakonec jsem dala ur€ené mnozstvi bunék znovu centrifugovat, a nasledné jsem burky
prevedla do kultivaéniho média pro derivaci pDC kompletniho RPMI 1640 a nasadila buriky
(3x10° bunék/jedna jamka) na 6 jamkovy panel. Buiiky byly kultivovany ve tmé v 37 °C
s CO2. Vymeénu média jsem uskutecnila tfeti den od derivace plazmacytoidnich dendritickych
bunék, kdy jsem odsala 800 ul starého média a vymenila ho za 1 ml Cerstvého. Derivaci pDC

jsem dokoncila po sedmi dnech, kdy jsem burky aktivovala pfidanim borelii (den O, Obr. 1).

3.4 Aktivace pDC boreliemi a oSetieni anti-PD-L1
protilitkou

Plazmacytoidni dendritické buiiky (5x10* bunék/jamka) jsem aktivovala pomoci borelii
(5x10° bunék/jamka, MOI 10) po dobu 24 hodin. Neutraliza¢ni anti-PD-L1 protilatku
(BioXCell InVivoMADb, ¢ = 20 pg/ml) jsem k pDC s boreliemi piidala 20 hodin a 2 hodiny

pred zacatkem kokultivace s T burikami.

Schéma pokusu:

Spleen -

Y 2 hod

-5 -4 3 2 -1 1 2 3 4 5 6 7
Kostni dfeft * Vyména média FACS — proliferace FACS — proliferace
Derivace pDC upDC IL-2, IL-10, TGF-B IL-2, IL-10, TGF-B
OZiveni borelii  * Infekce mysi

A d

Obr.1: Casové schéma pokusu
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3.5 Infekce mysi a izolace splenocyti

Tab. II: Seznam chemikalii pro infekci mysi a izolaci splenocytd

Nazev a slozeni chemikalie:
Ketamin (100 mg/kg)
Xylazin (16 mg/kg)

RPMI 1640 (10% fetalni teleci sérum, Penicillin 100 j./ml, Streptomycin 100 pg/ml,
L-Alanyl-L-Glutamine 0,446 g/1, 2-Mercaptoethanol 50 uM (Biosera)
0,84 % NH4Cl

Mys jsem uvedla do celkové anestezie (ketamin 100mg/kg, xylazin 16mg/kg i.p.) a poté
infikovala intradermalné 1x10° spirochét B. burgdorferi 4-5 dni pfed odbérem sleziny za

ucelem tzv. primingu T bunék.

Z infikované mys$i jsem odebrala slezinu z dutiny bfi$ni pomoci sterilnich nizek a pinzety.
Slezinu jsem poté dala do 15ml zkumavky s RPMI 1640 (10 % sérum FCS, Gln,
merkaptoethanol; Biosera) Dale na vytvofeni jednobunécné suspenze ze sleziny jsem umistila
organ do bunécného sita v Petriho misce obsahujici vychlazené kompletni RMPI. Pomoci
pistu Sml injek¢ni stiikacky jsem protlacila slezinu pies bunécné sito (Corning, 70 um Nylon).
Dale jsem prenesla bunécnou suspenzi do nové zkumavky o objemu 15ml a promyla bunééné
sito vychlazenym kompletnim RPMI, zbyvajici bunéCnou suspenzi jsem piidala do stejné
zkumavky a dala centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C). Po centrifugaci jsem odstranila
supernatant a provedla lyzu erytrocytd pomoci rozsuspendovani peletu bunék v 2 ml 0,84 %
NH4Cl ohiatého na 37°C. Po dvou minutach jsem lyzu erytrocyta zastavila pridanim 10 ml

kompletniho RPMI. Splenocyty jsem nakonec spocitala v Biirkerové komtrce.

3.6 Barveni pomoci CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit

Splenocyty jsem oznacila pomoci barviva CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit, for flow

cytometry (Invitrogen™) excitovaného fialovym laserem pratokového cytometru.

Barvivo jsem pfipravila smichanim 1 ml sterilniho PBS a 2 pl CellTrace Violet, poté piidala
k bunéénému peletu a nechala spole¢né inkubovat 20 minut ve tmé v 37 °C. Po uplynuti

inkubacni doby jsem pfidala 5 ml RPMI pro zastaveni reakce a dala oznacené burky
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centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C). Nakonec jsem obarvené splenocyty (3x10°/jamka)

ptidala k pDC aktivovanym boreliemi, z kterych jsem tésné predtim odsala 170 ul média.

3.7 Méfeni na pritokovém cytometru

V uréenych Casovych intervalech po inkubaci s pDC (48 a 120 hodin) jsem buiky dala
centrifugovat na (130 g, 10 minut, 4 °C), abych poté odebrala a uschovala supernatanty pfi

— 20 °C za G¢elem stanoveni cytokind.

Dale jsem promyté T lymfocyty pievedla do FACS pufru (0,12% BSA v PBS) protilatkami
proti povrchovym antigenim CD3 (eBloscience™, FITC, fedéni 100x), CD4 (eBloscience™,
PE, fedéni 200x), CD8 (eBloscience™, PE-Cyanine7, fedéni 400x) a PD1 (eBloscience™,
APC, fedéni 50x).

Vzorky s protilatkami jsem nechala inkubovat ve tm& 20 minut na ledu. Poté jsem zbytky
nenavazané protilatky vymyla FACS pufrem. Nakonec jsem oznacené bunky zméfila na
prutokovém cytometru NovoCyte 3000 (Acea) a vysledna data byla analyzovana pomoci
softwaru NovoExpress. Prezentovana data vychazeji z bunék nesouci marker CD3 a pro

stanoveni indext proliferace jsem pouzila funkci Cell proliferation plot.

Tab. III: Indexy proliferace

Nazev: Vyznam
Frekvence proliferujicich bunék | Procento piivodnich bunék, které se rozdélilo aspori
(Frequence of divided cells) jedenkrat.

Index déleni Primérny pocet bunéénych déleni, kterym prosla
(Division index) burnka v ptivodni populaci. Zahrnuje i buriky, které se
nikdy nerozdélily.

Proliferacni index Pocet déleni délivsich se bunék.
(Proliferation index)

3.8 Cytokinova ELISA

V urcenych Casovych intervalech po inkubaci s pDC (48 a 120 hodin) jsem odebrala vzorky
kultivatniho média. Hladinu sekretovaného TGF-B, IL-2 a IL-10 v téchto vzorcich jsem
stanovila pomoci komercnich ELISA kit dle protokolu vyrobce (TGF beta-1 Human/Mouse
Uncoated ELISA Kit with Plates, Invitrogen; Mouse IL-2 DuoSet ELISA, R&D). Absorbanci

pii 450 nm jsem zméfila na vertikdlnim spektrofotometru Synergy H1 Microplate Reader
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(Biotec). V programu MS Excel jsem sestrojila kalibra¢ni pfimku a provedla prepocet hodnot

absorbance na koncentraci testovaného cytokinu ve vzorcich.

3.8.1 Stanoveni TGF-p

TGF-B v bunénych supernatantech jsem detekovala pomoci Human/Mouse TGF beta 1
Uncoated ELISA (Invitrogen™). Na 96—jamkovym mikrotitraéni desticku (Costar) jsem
navazala 50 pl vazebné protilatky, kterou jsem nafedila 250x ve vazebném pufru a nechala
inkubovat pfes noc ve vlhké komirce pfi 4 °C.

Druhy den jsem panel promyla PBS s Tweenem 20 a piidala 200 pl blokovaciho roztoku
(ELISA fedici roztok, a panel jsem inkubovala 1 hodinu ve vlhké komurce v laboratorni
teploté). Po uplynuti inkubacni doby, jsem panel opét promyla a pridala 50 ul testovanych
vzorka a standard (rekominantni TGF- o koncentraci 1000 pg/ml) pro kalibraci. Vzorky jsem
predtim aktivovala pomoci acidifikace. Panel jsem nechala inkubovat pfes noc ve vlhké
komirce pii 4 °C.

Tteti den jsem pokracovala promytim desticky a pfidala jsem 50 ul detek¢ni protilatky, ktera
se fedila 250 v ELISA fedicim roztoku a inkubovala jsem ji po dobu 1 hodiny. Poté jsem
vymyla zbytky nenavazané detek¢ni protilatky a piidala jsem 50 pl avidinu znaceného
peroxidazu (fedéni 250x v ELISA fedicim roztoku) a nechala jsem ho inkubovat po dobu 30
minut, nasledné jsem provedla posledni promyvani a pfidala 50 ul substratu, ktery jsem

nechala pasobit 15 minut a poté jsem reakci zastavila pridanim 50 ul 2 M H2SOa.

3.8.2 Stanoveni IL-2 a IL-10

IL-2 jsem detekovala pomoci kitu Duoset ELISA Development System Mouse IL-2. Na 96
jamkovy panel jsem navazala vazebnou protilatku fedénou 120x ve vazebném pufru. Spolecné
jsem to nechala inkubovat ptes noc ve vlhké komurce pfi pokojové teploté.

Druhy den jsem panel promyla pomoci PBS a Tweenu 20 a do kazdé jamky jsem napipetovala
300 ul blokovaciho roztoku, ktery jsem natedila 10 v deionizované H>O a inkubovala jsem
ve vlhké komurce pii pokojové teploté 1,5 hodiny. Nasledné jsem panel promyla a pridala
jsem 50 ul vzorku a standard (o koncentraci 1000 pg/ml) pro kalibraci. Panel jsem poté nechala
inkubovat pies noc pii pokojové teploté ve vihké komdrce.

Tteti den jsem zacala promyvanim panelu a poté jsem pridala 50 pl detekcni protilatky, kterou
jsem natedila 60x v fedicim roztoku (fedéni 10x v deionizované H>O) s Tris pufrem + 0,05%

Tween 20 a nechala ji inkubovat po dobu 2 hodin ve vlhké komurce pii pokojové teplote.
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Nasledné jsem panel promyla a ptidala 50 ul streptavidinu znaceného peroxidazou, ktery jsem
nafedila 40x v fedicim roztoku a inkubovala ho 20 minut ve vlhké komurce pfi pokojové
teploté. Nasledné jsem provedla dal§i promyti a pridala jsem 50 pl substratu, ktery jsem

nechala inkubovat 15 minut a poté jsem reakci zastavila pfidanim 50 pl 2 M H2SOa.

Pro detekci IL-10 jsem pouzila kit DuoSet ELISA Development System Mouse IL-10 a postup
byl obdobny jako u IL-2 kromé toho, Ze se detekCni protilatka fedila jen v fedicim roztoku bez

Tris pufru a 0,05% Tween 20.

3.9 Magneticka separace neutrofili pomoci kitu MACS
Miltenyi biotec

Buriky kostni dfen€ jsem nejdiive vyizolovala standardnim zptsobem (viz kap. 1.3) a spocitala
je v Burkerové komirce. Dale jsem je dala centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C) a poté jsem
odstranila supernatant a pelet rozsuspendovala v 200 ul MACS pufru (2 mM EDTA v PBS +
2% BOFES). Nasledné jsem k suspenzi bun¢k ptidala Neutrophil Biotin-Antibody cocktail

a nechala spole¢né inkubovat 10 minut ve tmé v lednici.

Po inkubaéni dobé jsem buiiky promyla pfidanim 5-10 ml MACS pufru a znovu dala
centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C). Supernatant jsem slila a pelet znovu rozsuspendovala
v 400 ul MACS puftu a piidala 100 pl Anti-Biotin Microbreads a opét jsem spolecné nechala

inkubovat 15 minut ve tmé v lednici.

Buriky jsem poté promyla pfidanim 5-10 ml MACS pufru a nechala je centrifugovat (130 g,
10 minut, 4 °C). Supernatant jsem slila a a pelet rozsuspendovala v 500 ul MACS pufru.

Kolonku jsem pfipevnila na magnet drazkami ven a aktivovala ji proplachnutim 3 ml MACS
pufru. Dale jsem nanesla na kolonku buriky a nechala volné prokapat. Kolonku jsem promyla

tiikrat 3 ml MACS pufru. Bunky, které prosly kolonkou, byla frakce neutrofila.

Nakonec jsem ziskané neutrofily naposledy dala centrifugovat (130 g, 10 minut, 4 °C), poté
jsem je spocitala a nasadila (2x10°/jamku) na 96 jamkovy panel. Neutrofily jsem kultivovala

v kompletnim RPMI 1640.

K neutrofiléim jsem poté ptidala Borrelia afzelii a B. burgdorferi sensu stricto (1x10%jamku),
které jsem spolecné kultivovala 24 hodin. Dale jsem je oznacila je proti povrchovym
antigenim CD86 (eBloscience™, APC, fedéni 400x), PD-L1 (eBloscience™, PECy7, fedéni
200x), Ly6G (eBloscience™, AlexaFluor700, fedéni 500x) a znaCené buiiky jsem nakonec
zméfila na pratokovém cytometru FACS Canto II (BD).
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3.10 Statisticka analyza

Vsechny experimenty jsem provadéla v biologickych triplikatech. Statistické vyhodnoceni dat
jsem provedla v programu GraphPad Prism pomoci jednocestné (kap. 4.1 a 4.2) a dvoucestné
(kap. 4.3) analyzy variance a Tukeyho 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 nameéfenych

hodnot + stfedni chyba priméru (SEM).
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4 Vysledky

4.1 Indukce PD-L.1 boreliemi

Expresi PD-L1 jsem nejdrive testovala na neutrofilech z diivodu jejich snadné dostupnosti

v kostni dieni.

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jaky druh borelii indukuje vice PD-L1, IL-10 a CD86.

Na grafu (Obr. 2) je znazornéno mnozstvi PD-L1 indukovaného B. afzelii a B. burgdorferi
vyhodnocené po 24 hodinach pomoci priatokového cytometru FACS Canto II (BD). Z grafu je
patrné, ze nestimulované bunky neprodukuji nijak vyznamnou hladinu PD-L1, na rozdil od
bunék stimulovanych boreliemi, kde nejvyssi hladina PD-L1 byla indukovana B. burgdorferi,
a to 19,53x vice nez u kontrolni skupiny neutrofild, zatimco B. afzelii ve srovnani s kontrolni
skupinou stimulovaly expresi PD-L1 pouze 14,23x vice. U obou druhti borelii byly hodnoty

exprese PD-L1 statisticky vyznamné zvySené ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 2: Exprese PD-L1 u mysich neutrofilt stimulovanych B. afzelii a B. burgdorferi sensu
stricto po 24 hodinach kokultivace. Graf reprezentuje median intenzity fluorescence PD-L1
po aktivaci neutrofili pomoci B. afzelii a B. burgdorferi. Statisticka analyza byla provedena
pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: p < 0,01 ** p <0,0001 **** ng =

nesignifikantni.
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Dale jsem v tychz burikach sledovala expresi kostimulaéni molekuly CD86 indukované
B. afzelii a B. burgdorferi vyhodnocenou pomoci prutokového cytometru FACS Canto II
(BD). Z grafu (Obr. 3) lze vycist, ze spirochéty B. afzelii nijak nestimulovaly expresi CD86,
zatimco aktivace B. burgdorferi vedla k statisticky signifikantnimu narastu exprese CD86,

jak oproti kontrolni skupin€ neutrofild, tak i oproti B. afzelii.
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Obr. 3: Exprese CD86 u mysich neutrofilt stimulovanych B. afzelii a B. burgdorferi sensu
stricto po 24 hodinach kokultivace. Graf reprezentuje median intenzity fluorescence CD86 po
aktivaci neutrofili pomoci B. afzelii a B. burgdorferi. Statisticka analyza byla provedena

pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: p < 0,01 ** ns = nesignifikantni.
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V nasledujicim grafu (Obr. 4) je znazornéno mnozstvi IL-10 produkovaného neutrofily
stimulovanymi B. afzelii a B. burgdorferi stanoveného pomoci metody ELISA. Tento graf
ukazuje, ze nestimulované buiky neprodukovaly témét zadny IL-10, ale po pfidani B. afzelii
a B. burgdorferi se hladina IL-10 statisticky signifikantn€ zvySila. Nejvyraznéjsi a také
statisticky vyznamna produkce IL-10 byla detekovana u neutrofild stimulovanych

B. burgdorferi, ato az 3,11x vice nez B. afzelii.
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Obr. 4: Exprese IL-10 u mysich neutrofilt stimulovanych B. afzelii a B. burgdorferi sensu
stricto po 24 hodinach kokultivace. Graf reprezentuje primérnou sekreci IL-10 po aktivaci
neutrofild pomoci B. afzelii a B. burgdorferi. Statisticka analyza byla provedena pomoci testu

Anova. Hladiny statistické vyznamnosti: p <0,01 ** p <0,0001 ****

4.2 Vliv osy PD-1/PD-L1 na proliferaci T lymfocyti

Cilem nasledujictho experimentu bylo zjistit, zda by bylo mozné zvysit proliferaci
specifickych T lymfocyti pomoci blokovani vazby PD-1/PD-L1 anti-PD-L1 protilatkou
aplikovanou ve dvou raznych Casech pred piidanim T lymfocytt. Diky prutokové cytometrii
jsem zjistila, ze neutrofily nejsou vhodné pro indukci proliferace T lymfocytl, proto jsem dalsi
pokusy provadeéla s plazmacytoidnimi dendritickymi buiikami. Tento pokus byl proveden

celkem dvakrat s podobnymi vysledky.
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Proliferace byla sledovana za 48 hodin a 120 hodin kokultivace. V €ase 48 hodin byla uroveni
proliferace T bun¢k velmi mal4 a stanovené proliferacni indexy jsou tedy zatizeny velkou
chybou, proto jsou v nasledujici pasazi uvedeny pouze vysledky z méfeného ¢asu 120 hodin

kokultivace.

Z grafu (Obr. 5) Ize vycist frekvenci proliferujicich T bunék, tj. bunék, které se rozdelily
alespont jedenkrat béhem pétidenni kokultivace s pDC. Vlivem aktivace pDC pomoci
B. burgdorferi se statisticky vyznamné zvysil podil proliferujicich CD4+ T lymfocytu.
U CD4+ bunék je znazornéno, ze preinkubace s protilatkou po dobu dvou a dvaceti hodin
vedla k statisticky prikaznému zvySeni procenta proliferujicich bunék. U CD8+ bunék je tento
trend stejny, ale neni statisticky prukazny. Tento vysledek je ve shod¢ s tzv. indexem déleni
(division index) (Obr. 6), kde se taktéz po aktivaci boreliemi a pridani anti-PD-L1 protilatky

zvysil pocet déleni T buneék, ale rozdil neni statisticky signifikantni.
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Obr. 5: Frekvence proliferujicich CD4+ a CD8+ bunék 120 hodin od kokultivace pDC
s T lymfocyty. Graf reprezentuje pramérnou frekvenci proliferujicich T bun€k osetfenych
anti-PD-L1 protilatkou ve dvou casovych intervalech 2 a 20 hodin preinkubace s pDC.
Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny statistické vyznamnosti:

p <0,05 *.
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Obr. 6: Index déleni CD4+ a CD8+ buné€k v intervalu 120 hodin od kokultivace pDC
s T lymfocyty. Index déleni oznacuje primérny pocet bunécnych déleni, kterym prosla burika
v pavodni populaci. Zahrnuje i buriky, které se nikdy nerozdélily. Graf reprezentuje index
déleni proliferujicich T bunék oSetfenych anti-PD-L1 protilatkou ve dvou c¢asovych
intervalech 2 a 20 hodin preinkubace s pDC. Statisticka analyza byla provedena pomoci testu

Anova. Zde byly vysledky statisticky nesignifikantni p > 0,05.
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Software pro analyzu dat z pratokové cytometrie umoziuje stanovit ruzné parametry
proliferace, ale ne vSechny jsou osSetfenim anti-PD-L1 protilatkou ovlivnény. Napf.
proliferaéni index, ktery oznaCuje pocet déleni delivSich se bunék, nebyl neutralizacni

anti-PD-L1 protilatkou ovlivnén (Obr. 7).
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Obr. 7: Index proliferace CD4+ a CD8+ bunék v intervalu 120 hodin od kokultivace pDC
s T lymfocyty. Index proliferace je oznacCeni pro pocet déleni délivSich se bunék. Graf
reprezentuje prumérnou hodnotu indexu u T bunék osetfenych anti-PD-L1 protilatkou ve dvou
casovych intervalech 2 a 20 hodin preinkubace s pDC. Statisticka analyza byla provedena
pomoci testu Anova. Zde byly vysledky statisticky nesignifikantni p > 0,05.
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Na grafu (Obr.8) je znazornéna PD-1 exprese u CD4+ a CD8+ T bunék. U dvouhodinové
inkubace protilatky s buitkami doslo k signifikantnimu zvyseni exprese PD-1 na obou typech

T bunék, naproti tomu u dvacetihodinové preinkubace s protilatkou nebyl nartst exprese

PD-1 zaznamenan.
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Obr. 8: Exprese PD-1u CD4+ a CD8+ T bun¢k 120 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty.
Graf reprezentuje median intenzity fluorescence PD-1 u T bunék oSetfenych anti-PD-L1
protilatkou ve dvou Casovych intervalech 2 a 20 hodin preinkubace s pDC. Statisticka analyza

byla provedena pomoci testu Anova. Hladiny vyznamnosti: p < 0,05 *.
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4.3 Produkce cytokini

Ze supernatantii z pokust popisovanych v kapitole 4.2. jsem stanovila mnozstvi IL-10, IL-2

a TGF-p.

V prvnim grafu (Obr. 9) mizeme vidét v obou ¢asovych intervalech u protilatky s preinkubaci
2 hodiny snizenou hodnotu IL-10, ale tento stav neni statisticky signifikantni. Na druhou

stranu dvacetihodinovéa preinkubace s protilatkou neméla vliv na produkei IL-10.
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Obr. 9: Mnozstvi IL-10 v intervalech 48 a 120 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty. Graf
reprezentuje prumérnou sekreci IL-10 ve dvou ¢asovych intervalech 2 a 20 hodin preinkubace
anti-PD-L1 protilatky s pDC.. Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Zde
byly vysledky statisticky nesignifikantni p > 0,05.
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V nasledujicim grafu (Obr.10) je zfejma snizend produkce IL-2 u pDC osetienych protilatkou
po dobu 20 hodin v intervalu 48 hodin kokultivace, stejny trend byl i v druhém casovém
intervalu, kde jesté navic je znazornéno snizeni u pDC oSettfenych protilatkou po dobu 2 hodin
oproti pDC aktivovanymi boreliemi bez oSetfeni protilatkou. Uvedené rozdily vSak nejsou

statisticky signifikantni.
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Obr. 10: Mnozstvi IL-2 v intervalech 48 a 120 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty. Graf
reprezentuje prumérnou sekreci IL-2 ve dvou ¢asovych intervalech 2 a 20 hodin preinkubace
anti-PD-L1 protilatky s pDC. Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Zde
byly vysledky statisticky nesignifikantni p > 0,05.
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Zjisténé hladiny TGF-f v bunécnych supernatantech (Obr. 11) byly celkové velmi nizké a
vykazovaly velké rozdily v ramci biologického triplikatu. Presto je v intervalu 120 h patrné
statisticky nevyznamné snizeni sekrece TGF-B zejména u bunck oSetfenych anti-PD-L1

protilatkou (preinkubace 20 h) oproti vzorku bun¢k bez protilatky.
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Obr. 11: Mnozstvi TGF-J v intervalech 48 a 120 hodin od kokultivace pDC s T lymfocyty.
Graf reprezentuje primérnou sekreci TGF-B ve dvou Casovych intervalech 2 a 20 hodin
preinkubace anti-PD-L1 s pDC. Statisticka analyza byla provedena pomoci testu Anova. Zde
byly vysledky statisticky nesignifikantni p > 0,05.
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5 Diskuze

Borrelia burgdorferi zpusobuje pretrvavajici infekci, pokud neni vCas a spravné léCena
antibiotiky. Pretrvavajici povaha infekce muze vést k rozvoji chronického onemocnéni (Bolz,
Weis, 2004). Aby spirochéty Borrelia burgdorferi vytvotily perzistentni infekci, vyvinuly si
rizné zpusoby prekonani vrozené imunity (Kraiczy P., 2016). Dulezitym mechanismem
imunitni rezistence jsou imunitni inhibi¢ni drahy, nazyvané imunitni kontrolni body, které
zprosttedkovavaji imunitni toleranci a zmiriuji vedlejsi poskozeni tkané (Pardoll D. M.,

2012).

Predlozena prace je prvni studii fesici dosud neznadmou problematiku, zda inhibic¢ni kontrolni
body imunitniho systému, konkrétné osa PD-1/PD-L1 hraje urcitou roli pfi infekci
B. burgdorferi v my$im modelovém systému. Z pfedchozich méfeni v nasi laboratofi je
znamo, ze borelie indukuji PD-L1 u mysSich dendritickych bunék i neutrofilG. Prvni
experiment vedl ktomu, abychom dva bézné pouzivané kmeny B. afzelii CB43 a
B. burgdorferi sensu stricto ATCC 35211 srovnaly za ucelem rozhodnuti, s kterym kmenem
budeme pracovat v dalSich experimentech. B. burgdorferi ve vSech parametrech indukovaly
vys$si povrchovou expresi jak aktivacniho markeru CD86, tak inhibi¢niho receptoru PD-L1,
dadle indukovaly vyrazné¢ vyssi hladinu IL-10 nez B. afzelii (Obr. 2, 3, 4).
IL-10 je protizanétlivy, tlumivy cytokin, takze jsme dospély k zavéru, ze B. burgdorferi jsou

vhodnéj§im modelem pro studium boreliemi navozené imunosuprese.

Zanétlivé reakce v hostiteli jsou dysregulovany B. burgdorferi mj. rychlym zvySenim exprese
IL-10. IL-10 potlacuje 1 reakce imunitnich bunék, které migruji do loziska infekce. To
spirochétam poskytuje dostateCny Cas, ktery potiebuji k tomu, aby se vhodné pfizpisobily
svému novému hostiteli pomoci zmény povrchovych antigent, rychlé migrace do riiznych
hostitelskych tkani, vyhybani se vznikajicim imunitnim reakcim a nasledné migrovaly do
imunoprivilegovanych mist, kde jsou do zna¢né miry chranény ptred adaptivni imunitou. Bylo
tedy potvrzeno, ze potladeni imunitniho systému hostitele je pfimo spojeno s pritomnosti

IL-10 indukovanym B. burgdorferi (Lazarus et al., 2008).

Zvysena produkce IL-10 u mysi CS7BL/6 souvisi se snizenou zavaznosti artritidy. Zda se, ze
protizanétlivy ucinek IL-10 umoziiuje mySim C57BL/6 minimalizovat zanét produkovany
v reakci na lipoproteiny B. burgdorferi v infikovanych kloubnich tkanich. Nicméné snizena

mira zanétu ma pro zvife 1 urité negativni disledky ve formé zvysSeného poctu spirochét
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pretrvavajicich v téchto tkanich. Mysi s deficitem IL-10 maji vyznamné méné spirochét

v kloubnich tkanich 4 tydny po infekci nez my§ C57BL/6 divokého typu (Brown et al, 1999).

Imunitni modulacni terapie pomoci inhibice kontrolnich bodii zaznamenaly v poslednim
desetileti pasobivy rast (Tumeh et al., 2014). Mezi inhibi¢ni kontrolni body patii PD-1, ktery
diky vazbé€ na svij ligand PD-L1 reguluje aktivitu T bunék, tlumi zanétlivou odpoveéd pii
infekci a zabrariuje tak autoimunité¢ (Pardoll D. M., 2012). Monoklonalni anti-PD-L1
protilatky inhibuji vazbu PD-L1 na PD-1 a mohou zvySit aktivitu T bunék v tomto imunitnim
kontrolnim bodé. V nékolika klinickych studiich byly tyto protilatky uspéSné pouzity k 1écbe
malignit, jako je melanom, nemalobunécny karcinom plic, rakovina hlavy a krku, rakovina

ledvinnych bunék a dalsi (Diggs & Hsueh, 2017).

V nasi studii jsme se zamefily na sledovani specifické proliferace T bunék, které pfisly do
kontaktu s plazmacytoidnimi dendritickymi buinikami stimulovanymi boreliemi. Soucasti
tohoto ukolu bylo zavedeni a optimalizace méfeni parametri bunécné proliferace pomoci
barviva Cell Trace Violet excitovaného fialovym laserem priatokového cytometru. Jelikoz
jsme z predchozich experimenti védé€ly, ze borelie stimuluji PD-L1, snazily jsme se osu
PD-1/PD-L1 zablokovat pomoci monoklonalni protilatky anti-PD-L1. Pro porovnani ucinkt
protilatky jsme pouzily dva Casové intervaly pusobeni protilatky (2 a 20 hodin) pred pfidanim
T lymfocytd. Proliferace T bunéek byla poté méfena 48 hodin a 120 hodin kokultivace. Jelikoz
hladina proliferace v intervalu 48 hodin byla velmi nizka, tak jsme se dale zabyvaly vysledky

pouze z intervalu 120 hodin kokultivace (viz. grafy Obr. 5, 6, 7, 8).

Zasadnim sledovanym parametrem byla tzv. frekvence delivSich se bun¢k. Frekvence
délivsich se bunék vyjadiuje podil puvodnich bunék, které se alespori jedenkrat béhem
experimentu rozdeélily. Statisticky vyznamny pozitivni vliv na proliferaci méla anti-PD-L1
protilatka pouze u CD4+ lymfocytd. Podobny trend mél i tzv. index déleni (division index),
ktery oznaCuje prumérny pocet bunéénych déleni, kterym prosla bunka v pavodni populaci
a zahrnuje 1 buriky, které se nikdy nerozd¢lily. Celkové se tedy da fict, ze pouziti neutralizacni
anti-PD-L1 protilatky zpusobilo, ze na prezentované boreliové antigeny reagovalo proliferaci
vice CD4+ T bunék. Ackoliv jsme u téchto bunék pfimo nestanovovaly jejich subtyp, je
znamo, ze v neptitomnosti PD-L1 pfevazuje u myS$i odpovéd typu Thl se zvySenou produkci
IFN-y (Latchman et al., 2004). Zaroven dostateCna tvorba IFN-y v erythema migrans snizuje
pravdépodobnost chronickych/perzistujicich symptomt lymeské boreliozy (Sjowall et al.,

2011).
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Dvouhodinova preinkubace DC s neutralizacni protilatkou proti PD-L1 vedla poté
k vyznamnému zvySeni exprese PD-1 na CD4+ i CD8+ T lymfocytech. PD-1 je rychle
indukovan na T buiikach po jejich aktivaci zprostifedkované TCR a tato exprese klesa s tzv.
clearance antigenu, zatimco u chronického onemocnéni je exprese PD-1 na antigen-
specifickych T burikach udrzovéana a je spojena s vyCerpanim T bunék. Zatimco PD-1+
T lymfocyty infiltrujici priméarni nador vykazovaly nadorovou reaktivitu a jejich adoptivni
prenos vedl ke kontrole nadoru piijemce, buinky neexprimujici PD-1 takové vlastnosti

v myS$ich modelech myelomu a melanomu nemély (Simon & Labarriere, 2017).

Osetfeni anti-PDL1 protilatkou nemélo v nasem experimentalnim designu statisticky
signifikantni vliv na produkei IL-2, IL-10 a TGF-p, ale v intervalu 120 hodin je patrny trend
ve snizeni jak IL-2, tak TGF-f po 20-hodinovém osetieni protilatkou. Tento spolecny trend
by mohl znamenat snizeni pfitomnosti Tregs. Periferni CD4+ a CD8+ T buiiky mohou byt
také indukovany, aby se staly regulacnimi T burikami (Horwitz et al., 2003), a sice pomoci
soucasného pusobeni TGF-f a IL-2, které umoziiuji vytvareni a expanzi Tregs (Tischner et al.,

2012).

Dvouhodinové oSetfeni protilatkou vyustilo v mirné snizeni produkce IL-10. Vzhledem k jeho
stanoveni metodou ELISA nelze fict, které butiky v ramci nami zvoleného experimentalniho
modelu IL-10 jsou za tento pokles zodpovédné. Je znamo, ze zablokovani drahy PD-1/PD-L1
pomoci protilatky pasobi nejen na T lymfocyty, ale pomoci tzv. zpétné signalizace na
dendritické buriky. Aktivace intracelularni domény PD-L.1 molekuly je nutna ke spravné
aktivaci kinazy ERK a migraci DC do spadovych lymfatickych uzlin (Lucas et al., 2020).
Zarover je IL-10 povazovan za marker supresivnich DC, které koexprimuji PD-L1 (Llopiz et
al., 2017), takze snizeni hladiny IL-10 produkovaného dendritickymi buiikami by mohlo
vyustit ve zlepSeni schopnosti DC prezentovat antigen a stimulovat T bunky (Llopiz et al.,

2018).

Vzhledem k tomu, ze naméfené hodnoty cytokint IL-2 a TGF-f byly velmi nizké az na hranici
detekovatelnosti, je v tomto experimentalnim designu tfeba expresi cytokint stanovovat jinou
metodou, nez je ELISA, napf. pomoci kvantitativni qPCR, kterd umoziiuje namnozeni
puvodniho mnozstvi mRNA sledovaného cytokinu ve vzorku. Nejpodstatnéjsi rozdily se
pokusime ovéfit pratokovou cytometrii, ktera umoziuje pfifadit produkci cytokint

konkrétnim bunikam.
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Predlozena prace shrnuje prvni vysledky dosazené v ramci planovaného dlouhodobého
projektu zabyvajiciho se studiem role osy PD-1/PD-L1 a dal§ich inhibi¢nich kontrolnich bodt
pfi infekci zptsobené B. burgdorferi. Jednotlivé pokusy bude potieba zopakovat s piislusnymi
kontrolami, napfiklad se splenocyty z boreliemi neinfikované mysi a s pfislusnou izotypovou
kontrolou misto anti-PD-L1 protilatky. Vzhledem ke slibnym vysledkim se dale ve vyzkumu
zaméfime na T regulacni lymfocyty, kde budeme sledovat tvorbu mySich Tregs
v imunologické synapsi mezi dendritickou buiikou aktivovanou spirochétami B. burgdorferi
a mySimi T lymfocyty a poté budeme stanovovat vliv anti-PD-L1 protilatky na indukci Tregs.
Hladiny cytokini budeme pravdépodobné stanovovat na urovni mRNA pomoci kvantitativni
PCR vzhledem k nizkym hladinam cytokint v bunécnych supernatantech. Dale bude v planu
zkoumani role dalSich imunitnich kontrolnich bodd (CTLA-4, TIM-3, LAG-3, TIGIT),

pfipadné kombinovana blokada dvou nebo vice kontrolnich boda najednou.
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6 Shrnuti

B. burgdorferi sensu stricto (kmen ATCC® 35211TM) indukuji vice PD-L1, CD86
a IL-10 nez B. afzelii (kmen CB43) u neutrofila.

Zablokovani osy PD-1/PD-L1 pomoci anti-PD-L1 neutralizacni protilatky zpusobuje
zvySeni procenta délivsich se lymfocyti CD4+ po interakci mezi pDC a primovanymi

T lymfocyty.

Snizeny cytokinovy trend u IL-2 a TGF-B po pouziti anti-PD-L1 protilatky naznacuje
mozny vliv anti-PD-L1 protilatky na vznik Tregs.

Vyzkum se dale zaméfi na T regulacni lymfocyty a bude se dale rozvijet.
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8 Pouzité zkratky

ACA — Acrodermatitis chronica atrophicans

APC - Antigen-presenting cell

BBK32, BB0347 — Fibronectin binding proteins

BOFES — Bovine Fetal Serum

BSK-H — Modifikace BSK média

C57BL/6N — Inbredni kmen laboratornich mysi z Charles River Laboratories
CB43 — Oznaceni Ceskobud€jovického kmene Borrelia afzelii
CD - Cluster of differentiation

Csp — The circumsporozoite protein

CTL - Cytotoxic T lymphocyte

CTLA-4 — Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4
DC — Dendritic cells

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay,

EM - Erythema migrans

FH - Factor H

FHL-1 — FH-like protein 1

Flt-31 — FMS-like tyrosine kinase 3 ligand

GEC - Gastric epithelial cells

HIV — Human immunodeficiency virus

IFN — Interferon

Ig — Imunoglobulin

IL — Interleukin

IVC - Individually ventilated cages

LAG-3 — Lymphocyte Activation Gene-3
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MEM - Minimal essential medium

MHC — Major histocompatibility complex

NLRs — NOD-like receptors

Osp — Outer surface protein

Pamps — Pathogen-associated molecular patterns

PBS — Phosphate-buffered saline

PD-1 — Programed cell death 1

PD-L1 — Programmed cell death 1 ligand 1

PD-L2 — Programmed cell death 1 ligand 2

PTLDS - Post-treatment lyme disease Syndrome

qPCR - Quantitative polymerase chain reaction

RNA - Ribonucleic acid

TCC - Terminal complement complex

TCR - T cell receptor

TGF — Transforming growth factor

TIGIT — T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains
TIL — A type of immune cell that has moved from the blood into a tumor
TIM-3 — T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
TLRs — Toll-like receptors

TNF — tumor necrosis factor

Tregs — Regulatory T cells

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VISE — Variable major protein-like sequence, expressed
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