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Anotace:

The main aim of the present study was to determine the immunomodulatory effects of extracts
obtained from the commensal helminth, Hymenolepis diminuta, on in vitro rat macrophages.
Here, | tested two types of crude extracts derived from various tapeworm’s life stages (larval
stages, adults) and excretory/secretory products (ES-products). The in vitro inflammatory
model was induced by bacterial lipopolysaccharides (LPS) to compare the results with normal
state of macrophages. To monitoring immune response, | analysed the relative gene
expressions of several cytokines TNFa, IL-10, IL-1pB; signal transducer and activator of
transcription STAT6 as well as IL-17re using by qPCR. The presence of adult extracts caused
no obvious immune response of macrophages. The larval extract and ES-products induced an
inflammatory response. All three types of compounds derived from H. diminuta reduced the

inflammation of macrophages influenced by LPS.
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1 UVOD

Chronicka zanétliva onemocnéni byvaji ve vyspélych zemich diagnostikovana stale Castéji.
Tato pocetna skupina onemocnéni zahrnuje nejriznéjsi formy alergii, astma,
neuropsychiatrické poruchy, autoimunitnich poruchy a mimo jiné i néktera autoimunitni
sttevni onemocnéni (Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida), ktera jsou spojovana
s nedostate¢nou interakci mezi imunitnim systémem, stfevnim lumen a mikrobiomem. Jednou
z moznych pfi¢in zvySeného vyskytu téchto chronickych zanétlivych nemoci je pieruSeni
dlouholetych koevolucnich vztahti mezi ¢lovékem a komenzalem/parazitem praveé vlivem
takzvaného moderniho zplsobu Zzivota. Napiiklad helminti se béhem vyvoje Soubézné
s hostitelem stali specialisty na modulaci imunitniho systému hostitele, a proto jsou nyni
povazovani za vhodnou doplitkovou variantu biologické 1é¢by, tzv. helminto-terapie. Existuje
totiz moznost, ze kolonizace lidského stfeva helmintem pomtize imunitnimu systému v boji
proti chronickym zanétlivym onemocnénim. Novodobé studie potvrzuji, ze pouziti jak zivého
helminta, tak slozek ziskanych z jeho téla, vyznamné ovlivnilo imunitni odpovéd’.

V této predkladané praci jsme sledovali vliv extraktii tasemnice Hymenolepis diminuta
a exkrec¢nich/sekre¢nich produktt (ES-produkty) na in vitro modelu (ovlivnény a neovlivnény
zanétem). Pro studii jsme zvolili in vitro model z monocyti derivovanych makrofagt
izolovanych z kostni dien¢ potkana, pfi¢emZ jednu skupinu bun€k makrofagi jsme pro
srovnani ovlivnili pro-zanétlivymi bakterialnimi lipopolysacharidy (LPS). Pro posouzeni
imunomodula¢nich u¢inkd jsme analyzovali genovou expresi TNFa, IL-10, IL-13, STAT6
a lL-17re pomoci metody qPCR. Touto studii jsme potvrdili, ze pouzité slozky z téla
tasemnice H. diminuta maji modulaé¢ni vliv na imunitni odezvu potkanich makrofagt a zda se

tedy, ze H. diminuta bude vhodnym kandidatem pro ptipadnou terapii lidi.

1.1 Helminti

Nazvem helminti je oznaCovana pomérné pocetnd a riznoroda skupina jak parazitickych,
komenzalnich 1 volné Zijicich organizmi, jejiz zastupci se 1i$1 morfologii, vyvojem i rozdilnou
adaptaci na prostiedi. Nékteré rysy jsou pro né ale spole¢né — helminti jsou mnohobunééni
bezobratli Zivocichové typic¢ti svym podlouhlym kruhovym nebo plochym bilateralné

soumérnym télem (Roberts et al., 2013).



Ontogeneticky vyvoj helminti mize zahrnovat jednoho i nékolik hostiteld. Helminti
s vicehostitelskym zivotnim cyklem vyuzivaji mezihostitele k vyvoji larvalniho stadia

a definitivniho hostitele pro pohlavni dozravani a reprodukci (Roberts et al., 2013).

1.2 ,Biome Depletion* teorie

Ve vyspélych zemich byl za posledni desetileti pozorovan prudky pokles prevalence helminti,
coz je zpusobeno pravdépodobné piechodem k modernimu zplisobu Zivota Se zvySenymi
hygienickymi naroky, sanitaci, dezinfekci vody i lékarskymi zasahy (napf. Rook, 2012;
Weinstock, 2012; Parker & Ollerton, 2013; Filyk et al., 2016). S eliminaci helmintd byl
zaroven v lidské populaci vyspélych zemi zaznamenam rapidni narist onemocnéni spojenych
se zanétlivymi procesy zahrnujici alergie, autoimunitni choroby, neuropsychiatrické poruchy
i onemocnéni Spojena s travenim (napf. El-Gabalawy et al., 2010; Molodecky et al., 2012;
Pawankar, 2014). Naruast chronickych zanétlivych onemocnéni tedy odrazi zmény ve zptsobu
zivota lidi modernich civilizaci oproti populaci v rozvojovych zemi, kde je kolonizace

helminty stale vysoka a zaroven je zde fidka prevalence zanétlivych imunitnich poruch (Rook,

2012).

Hygienickou hypotézou se zabyval David Strachan (Strachan, 1989), ktery jako prvni
vyslovil domnénku, Ze nedostatecné vystaveni infekénim agens v détském véku miize vézt
k nezadoucimu vyvoji imunitniho systému s naslednymi alergickymi projevy. Tato myslenka
se dale rozpracovavala, pficemz dneSni pojeti hovoii o pferuseni dlouholetych koevoluénich
vazeb mezi komenzalnimi organizmy a ¢lov€kem vlivem moderniho Zivotniho stylu, které

velkou mérou pfispélo k rozvoji imunitné zprostfedkovanych onemocnéni (Parker, 2014).

1.3 Chronicka se zanétem spojena onemocnéni

Chronicka se zanétem spojena onemocnéni jsou charakteristicka aktivaci pro-zanétlivé (Th1)
imunitni odpovédi multifaktorialniho ptivodu. Tato skupina onemocnéni zahrnuje naptiklad
rizné formy autoimunitnich poruch, alergii, neuropsychiatrickych poruch i nespecifickych
sttevnich zanéti (Kuek et al., 2007; Bauer & Teixeira, 2018). Nespecifické stievni zanéty

(Inflammatory Bowel Diseases — IBD) zahrnujici Crohnovu chorobu a ulcer6zni kolitidu



mohou ovlivnit cely gastrointestinalni trkat i stfevni mukoézu a jsou dokonce davana

do souvislosti se vznikem rakoviny tlustého stieva (Kaser et al., 2010).

V piipadé, ze standardni moderni 1é¢ba selhava, je mozné piistoupit K alternative,
a to biologické 1écbé. Na zaklad¢é vySe zminénych poznatkt vznikla tzv. helminto-terapie,
relativné nova experimentalni biologicka 1é¢ba, ktera vychazi z teorie, Ze jednim z hlavnich
faktort ptispivajicich k zanétlivym projeviim imunitniho systému, mize byt pravé zminovana

eradikace helminti (Weinstock, 2012).

1.4  Helminto-terapie

1.4.1 Imunomodula¢ni mechanizmy helminta

Aby si helminti zajistili pteziti v téle hostitele, byli nuceni odolédvat plisobeni hostitelova
imunitniho systému a pfizplisobovat se mu, a tak si soubézné s evoluci hostitele vyvinuli
propracované mechanizmy modulujici jeho imunitni odpovéd’ ve svij prospéch. Pravé diky
témto koevoluénim procesiim se z helmintt stali silni modulatofi hostitelského organismu
(naprf. Bilbo et al., 2011; Rook, 2012; Rook et al., 2014; Girgis et al., 2013; Ditgen et al., 2014;
Wammes et al., 2014).

Bylo dokazano, ze jeden z hlavnich imunomodula¢nich faktord helminti spociva
v indukci proti-zanétlivé (Th2) imunitni odpovédi Vv téle hostitele (napf. Finlay et al., 2015;
Harnett & Harnett, 2017). Tato odpovéd’ je zprostiedkovana indukei T a B regula¢nich bunék,
makrofagl a produkci cytokinti zahrnutych v Th2 imunitni odpovédi, zejména interleukinem

10 (IL-10), IL-4, IL-5, IL-9 a IL-13 (Girgis et al., 2013; Harnett & Harnett, 2017).

JiZz mnoho experimenti provedenych na zvifecich modelech ukdzalo, Zze pouziti
helminta mize vézt ke zmirnéni projevl zanétu a také na jejich moznou protektivni schopnost

(Fleming & Weinstock, 2015; Helmby, 2015).

1.4.2 Helminto-terapie v praxi

Principem helminto-terapie je piisné kontrolovana kolonizace nepatogennim ¢i mirné
patogennim ¢ervem provadéna za ucelem aktivace proti-zanétlivé imunitni odpovédi (Lukes
et al., 2014; Maizels et al., 2018). Testovani vlivu helminta nebo slozek z jeho téla se provadi

Vv laboratofich pfedevsim na in vivo zvifecim modelu (Sobotkova et al., 2019), nicmén¢ jiz



probé&hly prvni klinické studie (Summers et al., 2005a; Summers et al., 2005b; Sobotkova
etal., 2019).

Dokonce se utvorila komunita lidi tzv. ,self-treatri* Citajici dnes jiz tisice jedinct
trpicich riznymi chronickymi a zdnétem zprostfedkovanymi onemocnénimi, ktefi si pofizuji
infekéni stadia Cervu (vaji¢ka ¢i larvy) od komerénich firem a uzivaji je, nasledné sdileji
poznatky a zkuSenosti. I zde byly zaznamenany pozitivni vysledky na Siroké spektrum

onemocnéni (Cheng et al., 2015; Liu et al., 2017).

Aktualné nejvyuzivanéjSimi helminty pro terapeutické tcely jsou zastupci kmene
nematoda (hlistice), pficemz klinické testy prob&hly u dvou druhd hlistd - tenkohlavci
prase¢im (Trichuris suis) a méchovci americkém (Necator americanus) (Summers et al.,
2005a; Summers et al., 2005b; Cheng et al., 2015; Helmby, 2015). Ztidka byl testovan
¢i pouzit i tenkohlavec lidsky (Trichuris trichiura) (Sobotkova et al., 2019). Zatim jedinym
zastupcem kmene Cestoda (tasemnice) experimentalné vyuzivanym V ramci helminto-terapie
je tasemnice Hymenolepis diminuta (McKay, 2010; Smyth et al., 2017; Jirk Pomajbikova
etal., 2018).

1.4.3 Tasemnice Hymenolepis diminuta

Tasemnice krysi je kosmopolitné rozSifeny helmint, jehoZ Zivotni cyklus zahrnuje vyhradné
dva hostitele. Obvyklym mezihostitelem byvaji brouci ¢eledi Tenebrionidae (potemnikoviti),
Vv jejichz stfeve se z pozienych vajicek uvoliuji onkosféry a v télni dutin€ se posléze vyvijeji
v infekce-schopna larvalni stadia H. diminuta (larvocysty, cysticekoidy). Tyto larvocysty
poziené definitivnim hostitelem (pfevazné potkani nebo krysy) putuji do jeho stieva, kde se
vyviji v pohlavné dospélé tasemnice produkujici opét infekce schopna vajicka. Ta jsou z téla
definitivniho hostitele vyloucena spolecné s exkrementy do vnéjsiho prostiedi a cyklus se
uzavira pozfenim takového vajicka mezihostitelem (Roberts et al., 2013). V ojedinélych
ptipadech, a to pfevazné v tropickych a subtropickych oblastech, byla H. diminuta
diagnostikovana také u lidi, pficemz projevy infekce byly vesmés asymptomatické (Garcia,
2006). Zivotni cyklus H. diminuta je graficky znazornén na obrazku 1. Vyvojova stadia H.

diminuta a jeji hostitelé jsou zobrazeny na obrazku 2.



Definitive
host

Obr. 2: Vyvojova stadia tasemnice Hymenolepis diminuta udrZované v laboratornich
podminkach a jeji hostitelé. (A) SPF (Specific Pathogen Free) outbredni potkan Wistar —
definitivni hostitel; (B) vajicko s hexakantem; (C) dospéla tasemnice izolovana z tenkého
stieva potkana; (D) Tenebrio molitor — mezihostitel; (E) larvocysty H. diminuta (Rezabkova
etal., 2019).

Morfologicky se dospélec H. diminuta vyznaCuje ¢tyfmi kruhovymi piisavkami
na skolexu a kratkym rostelem bez hacku. Jeji ¢lankovité ¢lenéné té€lo dorasta délky az 90 cm

(Hendrix & Robinson, 2012; Roberts et al., 2013). Uvniti vaji¢ek H. diminuta, které dosahuji



velikosti az 80 x 85 um, se nachazi larvalni stddium (onkosféra se zavésnym aparatem,
tj. hexakant). Z vaji¢ka uvolnéna onkosféra se v téle mezihostitele vyviji v larvocystu, ktera
jiz obsahuje skolex a disponuje napadnym ocasnim ptivéskem nazyvanym cerkomer (Chervy
etal., 2002).

1.4.4 Pouziti Hymenolepis diminuta v helminto-terapii

Kromé hlistic (T. suis, N. americanus) je i H. diminuta vhodny kandidat pro pouziti
v helminto-terapii, protoze spliiuje vSechna kritéria definovana ve studiich Lukes et al. (2014)
a Sobotkova et al. (2019). Podstatnym faktem je, ze jeji kolonizace hostiteld jsou vétSinou
asymptomatické, zaroven kultivace a produkce mize byt pod systematickou kontrolou

a Vv neposledni fad€ spociva jeji vyhoda v cenové dostupnosti (Sobotkova et al., 2019).

Jiz po nékolik let je tasemnice H. diminuta laboratorné testovana ve snaze pochopit
interakce mezi hostitelem a symbiontem (e.g., McKay, 2010; McKenney et al., 2015; Parfrey
etal., 2017; Jirkii-Pomajbikova et al., 2018; revidovano v Sobotkova et al., 2019). Na zvitecich
modelech bylo dokazano, Ze je H. diminuta v nékterych piipadech schopna zmirnit projevy
zanétu (McKay, 2010; Jirki Pomajbikova et al., 2018). Pii sledovani vlivu H. diminuta na
chemicky vyvolanou kolitidu byla prokédzana Th2 proti-zanétlivd imunitni odpoveéd’ (Reyes
et al., 2016; Parfrey et al., 2017; Jirkti Pomajbikova et al., 2018). Velmi zajimavym faktem je,
ze studie Williamson et al. (2016) prokazal pozitivni ucinky tasemnice H. diminuta
na zmirnéni neurologickych projevi stresu a modelu autismu. Navic se tento helmint ukazal
byt vysoce ucinny u vEtsiny ,,self-treatrti, ktefi navic poukazuji na minimalni vedlejsi ucinky
(Cheng et al., 2015).

1.45 PouZziti extrakti a exkre¢nich/sekrecnich produkta ziskanych z helminta

Vysledky studii terapie zivym Cervem prokazaly pozitivni efekt helminti v helminto-terapii,
proto se jiné studie zaméfily na testovani vlivu extrakti a ES-produkti zté€la helminta
(Shepherd et al., 2015; Nascimento Santos et al., 2017; Smallwood et al., 2017; Maizels et al.,
2018; revidovano v Sobotkova et al., 2019). Zjistilo se, Ze bioaktivni molekuly obsazené
v extraktech nebo ES-produktech helmintd mohou ovlivnit diferenciaci makrofagu,
modulovat imunitni odpovéd’ a potlait sekreci nékterych pro-zanétlivych cytokinil
(Smallwood et al., 2017). Ve snaze odhalit vliv bioaktivnich molekul obsazenych v extraktech

a ES-produktech z helminta na imunitni systém hostitele byla jiz testovana také H. diminuta,



ato jak nain vivo tak in vitro modelu, pficemz tyto vyzkumy potvrdily jejich imunomodula¢ni
efekt (napft. Johnston et al., 2010; Lopes et al., 2015; Zawistowska-Deniziak et al., 2017).

1.5 Makrofagy a helminto-terapie

Makrofagy jsou jedny z nejvyznamnéjSich bunék imunitniho systému a hraji vyznamnou roli
jak v celkové, tak lokalni imunitni odpovédi proti patogenim. Jsou také zodpovédné
za poskozeni tkan¢ pii zanétlivych procesech (Baillie et al., 2017). Vznikaji derivaci
monocyta vytvorenych v kostni dieni a dozravaji pod vlivem ristového faktoru (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor — GM-CSF). V nezralé formé koluji krvi do tkani
a k mistu zanétu, kde se aktivuji a stavaji se z nich specifické tkanové makrofagy. V zavislosti
na aktivatoru se makrofdgy polaryzuji na dva typy: ativované klasickou cestou (M1)
a alternativni cestou (M2) (Orecchioni et al., 2019). Makrofagy M1 jsou aktivovany typicky
bakterialnimi lipopolisacharydy (LPS) nebo interferonem-y (INFy) a produkuji cytokiny
zahrnuté v pro-zanétlivé Th1 imunitni odpovédi. Oproti tomu M2 makrofagy jsou aktivované
prostednictvim interleukinu 4 (IL-4), 10 (IL-10) nebo 13 (IL-13) a jsou zodpovédné za opravu
tkani diky produkci kolagenu. Proto muzeme u makrofagi pozorovat imunitni odpovéd’

dvojiho typu — jak pro-zanétlivou, tak proti-zanétlivou (Martinez & Gordon, 2014).

V ramci této studie byly na potkanich makrofazich testovany G¢inky extraktd ze dvou
Zivotnich stadii H. diminuta, a to z larvocyst (HdL) a z dospélct (HdA). Navic jsme testovali

také vliv ES-produkti (HAES) ziskanych kultivaci dospélce H. diminuta.

1.5.1 Cytokiny analyzovany v této studii

Pro sledovani vlivu extraktt HdL a HdA a ES-produkti HAES byla analyzovana genova
exprese cytokinii TNFo (Tumor necrosis factor o), IL-10 (interleukin 10), IL-1p (interleukin

1B), transkripcniho faktoru STAT6 a exprese receptoru pro interleukin 17C (IL-17re).

Cytokin TNFa produkuji rtizné typy bunék téla, nicméné hlavnimi producenty jsou
makrofagy. Cytokinu TNFa je pfipisovana role hlavniho pro-zanétlivého cytokinu. Produkce
TNFa je spojovana srozvojem napi. revmatoidni artritidy, Crohnovy choroby, diabetu
a obezity (Parameswaran & Patial, 2010). Vzhledem k tomu byva méfeni exprese TNFa
Castou volbou pfi testovani imunomodulacnich procesi (napf. Johnston et al., 2010;

Zawistowska-Deniziak et al., 2017; Jirkii Pomajbikova et al., 2018).



Interleukin 10 je znam pro svou imunosupresivni a regulaéni funkci. Na bunkach
makrofagti bylo dokazano, ze potlacuje produkci pro-zanétlivych cytokini (Li et al., 2015),
podporuje diferenciaci sttevnich makrofagti (Shouval et al., 2014; Zigmond et al., 2014) nebo
inhibuje prezentaci antigenu u makrofagti potlacenim exprese hlavniho histokompatibilniho
komplexu II. téidy (MHC-II, major histocompatibility complex) (De Waal Malefyt, 1991)

nebo zajiStuje integritu stfevnich epitelidlnich bunék (Quiros et al., 2017).

Interleukin 1 je zastupcem rodiny IL-1, coz je skupina interleukint s pro-zanétlivou
imunitni funkci (Masters et al., 2009). Hlavnimi producenty IL-1p b&éhem zanétu jsou
monocyty (Madej et al., 2017).

Transkripéni faktor STAT6 (signal transducer and activator of transcription protein 6)
patii do skupiny transkripcnich faktorti a ucastni se mimo jiné potlaceni odpovédi makrofagii
na zanétlivé podnéty. Je nezbytny pro ptimou transkripcni represi gent zahrnutych v polarizaci

makrofagt klasickou cestou na M1 (Shaheen & Broxmeyer, 2018).

Interleukin 17 receptor E (IL-17re) je soucasti receptoru pro epitelialni interleukin-17C
potvrzeno, ze receptor IL-17re reguluje casnou imunitni odpovéd’ vici stievnim patogentim
(Song et al., 2011). Na lidské monocytarni linii THP-1 bylo dokazano, ze IL-17C stimuluje
uvolnéni TNFa a IL-1P a ma tedy pro-zanétlivy ucinek (Li et al., 2000).



2 CILE PRACE

Pro ucely této diplomové prace byl vyty¢en nasledujici hlavni cil:

Otestovani vlivu a¢inka exkreénich/sekre¢nich produkti (ES-produktt) a extraktu ziskanych
zruznych zivotnich stadii tasemnice Hymenolepis diminuta na in vitro bunécné linii

makrofagt ziskanych z potkana.
V ramci hlavniho cile byly vyty€eny tyto Ctyfi dil¢i cile:

e zvoleni vhodného ¢asového bodu u in vitro zanétlivého modelu pro analyzy cytokini;
e zjistit optimalni koncentraci extraktt a ES-produktti na protizanétlivy ucinek;

e analyzovat genovou expresi bun€k ovlivnénych extrakty nebo ES-produkty;

e vysledky analyz porovnat s hodnotami genové exprese bunck posléze ovlivnénych

zanétem;



3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

V experimentalni ¢asti projektu byly pouzity nasledujici chemikalie a pfistrojové vybaveni

uvedené v tabulce 1.

Tab. 1: Piehled pouzitych chemikalii a materialu.

NAZEV VYROBCE MISTO PUVODU
CHEMIE

2-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Coomassie Brilliant Blue G-250 Carl Roth Karlsruhe, Némecko

DNAsa

GeneAll Biotechnology

Soul, Jizni Korea

Dulbecciiv PBS (10x)

Biosera

Nuaille, Francie

Etanol 96%, p.a.

Penta

Praha, Ceska republika

Edetan disodny dihydrat

Lach-Ner, s.r.o.

Neratovice, Ceska republika

FBS (South America), Premium Biosera Nuaille, Francie
GMC-SF PeproTech Rocky Hill, New Jersey, USA
Chloroform Penta Praha, Ceské republika
Kyselina fosfore¢na 85% Penta Praha, Ceské republika
LPS O111:B4+ Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Penicilin Biosera Nuaille, Francie

Protein Standard, 2 mg/vial BSA Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
RPMI — 1640 Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Streptomycin Biosera Nuaille, Francie
Trypanova modft Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Trypsin Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
KITY

5x Hot FirePol® Probe gPCR Mix Plus Solis Biodyne Tart, Estonsko

High Capacity RNA-to-cDNA Kit

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

Hybrid RNA Kit

GeneAll Biotechnology

Soul, Jizni Korea

SONDY pro qPCR

B2M TagMan gene expression assay for rats

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

IL-1B TagMan gene expression assay for rats

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

IL-10 TagMan gene expression assay for rats

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

IL-17re TagMan gene expression assay for rats

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

STAT6 TagMan gene expression assay for rats

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

TNFa TagMan gene expression assay for rats

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA
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PRISTROJE A LABORATORNI MATERIAL

96 Well Cell Culture Plate (F-Type)

SPL LIFE SCIENCES

Pocheon-si, Jizni Korea

Accublock™ Labnet Edison, USA

Amicon® Stirred cells Merck Darmstadt, Némecko
Amicon Ultra-0,5 Centrifugal Filter 10 kDa Merck Darmstadt, Némecko
Digitalni stereo mikroskop DM 143 SERIES Motic Hong Kong, Cina
CelCulture® CO; incubator Esco Singapur

Centrifuga Eppendorf 5415R Eppendorf Hamburk, Némecko
Centrifuga HERMLE Z 326 K HERMLE Wehingen, Némecko
Durapore®PVDF, Filter membranes Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Filtr VWR® Cell Strainers VWR Radnor, Pensylvanie, USA
Filtra¢ni aparatura Sartorius Sartorius Géttingen, Némecko
Laminarni box NuAire NU-440-600 NuAire Plymouth, USA

Laboratorni predvazky

Bel Engineering

Monza, Italie

LightCycler® 480 Real-Time PCR System Roche Basilej, Svycarsko
Mikroskop Eclipse Ts2 Nikon Tokyo, Japonsko
Mikroskop TR 500 VWR Radnor, Pensylvanie, USA

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA

gPCR 96-well plate for Roche LC480

Kaneka Eurogentec

Seraing, Belgie

Sonikator UP200S

Hielscher

Teltow, Némecko

Spektrofotometr Infinitive M200PRO

Tecan

Salzburg, Rakousko

T100™ Thermal Cycler

BIO-RAD Laboratories

Hercules, Kalifornie, USA

Tissue Culture Flasks 75cm2

Techno Plastic Products AG

Trasadinger, Svycarsko

Tissue Culture Test Plates 12-well

Techno Plastic Products AG

Trasadinger, Svycarsko

Ultrafiltration Discs, 10 kDa NMW

Merck

Darmstadt, Némecko

Vortex V-1 plus

Biosan

Riga, Lotyssko

3.2 Kultura tasemnice v laboratornich podminkach

Tasemnice Hymenolepis diminuta byla udrzovana v laboratornich podminkach podle
optimalizovanych protokolt Laboratofe parazitarni terapie (Biologické centrum AV CR v.v.i.,
PaU, Ceské Budgjovice). Jeji zivotni cyklus zahrnuje dva hostitele, v nasem ptipadé
potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor) jako mezihostitele a laboratorniho potkana (Rattus

norvegicus) jako hostitele definitivniho.
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3.2.1 Chov potemnika moué¢ného (Tenebrio molitor)

Potemnici (dar Entomologického ustavu, Biologické centrum AV CR v.v.i., Ceské
Budgjovice) byly chovani v kontrolovanych podminkach pii 28 °C v krytém terariu se
sterilnimi hoblinami; Ziveni krmnou smési, tvrdym pecivem, dale Cerstvym ovocem
a zeleninou, které zaroven slouzily jako dopliikovy zdroj vody; voda podavana ve vaté

na Petriho misce. Svételny rezim byl nastaven na 12/12 hodin.

3.2.2 Chov potkana (Rattus norvegicus)

Jako definitivni hostitelé byli vyuzivani outbredni SPF (Specific Pathogen Free) potkani
Wistar, odchovani v Charles River Laboratories (Envigo RMS B.V., Horst, Holandsko)
a distribuovani spoleénosti Anlab s.r.o. (Praha, Ceska republika). Byli chovani ve
standardnich podminkéch bariérového chovu akreditovaného zvétince Parazitologického
ustavu v boxech pfi teploté 20-24 °C a vzdusné vlhkosti optimalni 55 %. Krmeni byli
horkovzdu$né sterilizovanou granulovanou krmnou smési ad libitum. Denni svételny rezim
byl nastaven na 12/12 hodin. Experiment na potkanech byl povolen Odbornou komisi pro
zajistovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvifat Biologického centra AV CR

a Resortni komise Ministerstva Zeméd¢lstvi (€. schvaleného protokolu 33/2018).

3.2.3 Infikovani hostiteld tasemnici

Infekce obou hostiteld pro H. diminuta probihala peroralné. Jako material pro infekci
potemnikil byl pouZit zfedény Cerstvy trus infikovaného potkana obsahujici vajicka H.
diminuta. Béhem infekce byli umisténi do malé nadobky a krmeni po dobu péti dnt platky
okurky nebo jablka pokrytymi kasovitou smési obsahujici trus od pozitivniho potkana. V téle
potemnikd se vajicka H. diminuta vyvijela v infekce schopné larvocysty. Po 21 dnech
od infekce byly larvocysty z té€la potemnika vypreparovany pod binolupou (DM143), 3x
promyty ve sterilnim PBS (pH 7,4) a pieneseny po cca 15 kusech (= infekéni davka) do 1,5ml
mikrozkumavky s 200 ul sterilniho roztoku PBS. Takto ptipravené larvocysty byly bud’ ihned
pouzity K infikovani potkanti nebo zamrazeny pro pozd¢jsi pouziti (napt. pro ptipravu hrubého

extraktu).

Vlastni infekce potkant byla provedena peroralné pomoci jicnové sondy, a to opakované dva

dny po sob¢. Infekce hostiteltt H. diminuta je znazornéna na obrazku 3.
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Obr. 3: Schéma kultury tasemnice H. diminuta v laboratornich podminkach. Obrazky pievzaty
z Rezabkova L. et al. (2019)

3.3 Priprava hrubych extrakti a exkrecni/sekre¢nich produkti

Z tasemnice

Pro sledovani imunomodulaénich G¢inkt tasemnice na in vitro bunééné linii byly pouzity dva
typy extraktt H. diminuta, a to (i) hrubé extrakty ze dvou Zivotnich stadii (z dospélce
a larvalnich stadii) a (ii) jeji exkrecni/sekre¢ni produkty (ES-produkty) ziskané kratkodobou
in vitro kultivaci dospélce. Piiprava téchto slozek (i+ii) je popsana v podkapitolach nize.
V ptipadé ziskavani dospélych tasemnic, bylo nezbytné vypreparovat tato stadia piimo
ze stieva pravé usmrceného potkana. Potkani byli usmrceni cervikalni dislokaci v souladu se

zakonem 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani.

3.3.1 Piiprava hrubych extrakta z larvalnich stadii tasemnice (HdL)

Larvocysty vypreparované ztélni dutiny potemnikti a uchovavané v roztoku PBS, byly
pfeneseny do tfeci misky chlazené na ledu, peclivé rozetieny tlouckem, aby doslo
k dokonalému mechanickému naruseni jejich povrchu. Ziskany homogenat byl ptfenesen
pomoci pipety do 1,5ml mikrozkumavek. Pro uplné poruseni struktur larvocyst byly
zkumavky s homogenatem ponofeny na dvé minuty do tekutého dusiku, poté nasledovalo

rychlé zahtati na 38 °C na termobloku. Tento proces zmrazovani a zahtivani byl opakovan 3x
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po sobé. Nasledovala sonikace na ledu po dobu 2 min s pouzitim jehlové sondy UP200S-S3
(nastaveno na 0,5 impulz s 20% amplitudou) a sonikatoru Hielscher. Smés byla odstfedéna pii
5300 g pii 4 °C po dobu 10 minut (centrifuga 5415R). Vznikly supernatant s extrakty byl
odebran. Koncentrace extrakti (proteinti) byla stanovena metodou dle Bradforda popsané
v kapitole 3.3.4. Z této smé&si extrakti v PBS bylo pifed kazdym experimentem odebrano
potiebné mnozstvi (V zavislosti na typu experimentu) a zkoncentrovano dle navodu
na centrifugacnich kolonach Amicon Ultra-0,5 (500 pul extraktu bylo odstifed’ovano 15 minut
pii 14000 g a 4 °C). Do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky byl vlozen filtr obsahujici koncentrat
a znovu odstiedén za stejnych podminek. Poté bylo pfidano RPMI médium a smés byla znovu
zkoncentrovana. Tento proces pfidavani RPMI média a koncentrovani byl nékolikrat
opakovan s cilem odstranéni PBS ze smési (dokud smés neobsahovala pouze RPMI médium
s extrakty). Finalnim krokem pro ziskani proteinu z kolonek bylo odstiedéni pii 1000 g

po dobu 2 minut.

3.3.2 Priprava hrubého extraktu z despélce tasemnice (HdA)

Dospélé tasemnice vyjmuté ze stieva potkana byly 3x dikladné oplachnuty v 50ml roztoku
PBS s antibiotiky (ATB) (100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin), pteneseny do 50 ml
Cistého sterilntho PBS a poté nékolikrat omyty PBS bez ATB. Poté byly zvazeny
na laboratornich pfedvazkach a rozdéleny po cca 2 g do 15ml zkumavek obsahujicich 5 ml
sterilniho PBS (pH 7,4). Nasledovala homogenizace na ledu s vyuZitim sonikatoru Hielscher
(sonika¢ni jehlova sonda typu S2 s 0,5 impulzem s 20% amplitudou). Homogenat byl
odstiedén pii 5300 g a teploté 4 °C po dobu 10 minut. Vznikla interfaze obsahuji proteiny
(stiedni faze mezi sedimentem se zbytky nehomogenizované tkané a mezi horni tukovou
vrstvou) byla pipetou pienesena do ¢istych mikrozkumavek, bylo k ni pfidano RPMI médium;
znovu odstfedéno za stejnych podminek, taktéz scilem odstranéni PBS ze smési.
Zkoncentrovani hrubého extraktu z dospé€lce probihalo stejnym postupem jako V piipadé

hrubych extraktd z larvocyst, a to na centrifugaénich kolonach Amicon Ultra-0,5.

3.3.3 Priprava ES-produktii z dospélce (HAES)

Tasemnice vyjmuté ze stieva usmrceného potkana byly opakované proplachnuty v 50 ml PBS
v Petriho misce vyhtivané na 37 °C. Poté byly pteneseny do 80 ml roztoku PBS a RPMI média
Vv poméru 1:1 a znovu oplachnuty. Nasledovalo vaZzeni tasemnic a pifeneseni do RPMI média
(1 g tasemnice/200 ml média) sobsahem penicilinu v koncentraci 100 U/ml média

a streptomycinu v koncentraci 100 pg/ml média. Poté byly kultivovany pii 38,8 °C a 5% CO>
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atmosféfe v termoboxu Esco CelCulture®. Nakonec byly tasemnice zmédia vyjmuty
a uvolnéna vajicka byla odstranéna pouzitim sitka. Od této chvile probihala dal$i manipulace
s médiem disledné na ledu. Médium obsahujici ES-produkty bylo filtrovano pomoci aparatury
(Sartorius) s filtry Durapore® (velikost porti 0,22 um). ES-produkty v médiu byly
zkoncentrovany pies koncentracni celu Amicon® Stirred cells s filtry Ultrafiltration Discs (10
kDa), dle navodu vyrobce (Merck). Finalni zkoncentrovani probihalo pfes centrifugacni
kolony Amicon Ultra-0,5. Koncentrace byla zméfena Bradfordovo metodou popsanou v kap.
3.3.4.

3.3.4 Meéfeni celkové koncentrace proteint

Pro méfeni celkové koncentrace proteini z extraktt a ES-produkti byla pouzita metoda dle
Bradforda:

e nejdiive bylo ptipraveno Bradfordovo zasobni ¢inidlo:

o 175ml Coomasie Brilliant Blue G-250,
o 50ml 96% etanol,
o 100 ml 85% kyselina fosforecna;
e nasledovala pfiprava pracovniho ¢inidla, kdy na 500 ml roztoku bylo pouzito:
o 425ml destilovana voda,
o 15ml 96% etanol,
o 30ml 85% kyselina fosfore¢na
o 30ml Bradfordovo zasobni ¢inidlo;

e do pfedem piipravenych 1,5ml mikrozkumavek byl napipetovan BSA o znamych
koncentracich 5, 25, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 a 2000 pg/ml (do kazdé
zkumavky po 10 ul) a do posledni mikrozkumavky byl pfenesen nas vzorek o neznamé
koncentraci (také 10 pl);

e ke vS§em vzorkiim bylo ptidano 40 pl PBS a 500 ul pracovniho ¢inidla;

e roztoky promichany pomoci vortexu (Biosan);

e do predem popsané mikrotitra¢ni desticky bylo naneseno vzdy po 200 ul vsech vzorki,

e absorbance byla métena spektrofotometrem (Tecan) pii 595 nm;

e nakonec byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka (z hodnot roztokd s BSA), z niz byla

dopocitana vysledna koncentrace extrakti nebo ES produkti ve vzorku.
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3.4  Priprava bunécné kultury

Imunomodulacni G¢inky extrakti a ES-produktt byly sledovany na makrofazich. Makrofagy

byly nejdtive izolovany z kostni difené usmrceného laboratorniho potkana, a to ve form¢é

monocytd. Poté po dobu deviti dnd maturovaly v makrofagy, které byly schopné imunitni

reakce. Veskera manipulace s bunéénou kulturou probihala asepticky v laminarnim boxu

(NuAire) v BSL2 laboratofi.

34.1

Izolace monocyti z kostni difené potkana

Pro ucely experimentu byli vyuzivani outbredni SPF potkani Wistar (Envigo) dodavani firmou

Anlab s.r.0., jejichz bariérovy chov je uveden vyse v kapitole 3.2.2. Buiiky kostni dien¢ byly

izolovany néasledujicim zplisobem:

kosti femur a tibia byly vypreparovany z usmrceného potkana (potkan byl usmrcen
cervikalni dislokaci v souladu se zakonem 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani);
kosti o¢isténé od svaloviny byly vlozeny do Petriho misky se sterilnim PBS o pokojové
tteploté tak, aby byly po celé délce ponotfené, a preneseny do laminarniho boxu;
pro snadny pfistup k buitkdm kostni diené byly z kosti odstfizeny koncové Casti;
pomoci injekéni stiikacky s nasatym Sterilnim RPMI médiem byly ze vSech kosti
opakované vyplachnuty bunky kostni diené do sterilni centrifuga¢ni zkumavky;
smés RPMI média a bun¢k kostni dien¢ byla homogenizovana pipetou a sterilné
piefiltrovana pres VWR® filtr (70 um, nylon) do 50ml sterilni centrifuga¢ni zkumavky;
nasledovalo odstfed’ovani pti 300 g po dobu 5 min pii 4 °C (centrifuga Z 326 K);
vznikly supernatant byl odstranén a k sedimentu bun¢k bylo pfidano 50 ml pfedem
temperovaného RPMI média na 37 °C obohaceného o:
o 10% fetalni hovézi sérum,
o 1% smé&s ATB — Penicillin-Streptomycin (vysledné koncentrace: Penicilin G
100 U/ml a Streptomycin 100 pg/ml),
o kombinace komplexu L-Alanyl-L-Glutamine v koncentraci 0,446 g/l (je
soucasti zakladniho RPMI média, dodate¢né se nepiidava),
o 0,1% 2-Mercaptoethanol 14,3M (fedéno na 50 mM, vysledna koncentrace 50
uM),
o rastovy faktor GM-CSF (zasobni koncentrace 20 pg/ml, 1000x fedén do

média);
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3.4.2

vznikla smés byla promichana pipetou a rozdélena do téi 75ml kultivaénich lahvi,

ty byly uloZeny do 37 °C v inkubatoru s 5% CO; atmosférou po dobu deviti dna.

Derivace a kultivace makrofagu

Kazdych 48 hodin bylo buitkdm vyménéno staré médium za Cerstvé s totoznym slozenim (Viz

kapitola 3.4.1). Vyména probihala nasledovné:

3.5

bunky byly zkontrolovany pod mikroskopem (Eclipse Ts2, znétseni 40x), jsou-li
ptichyceny ke dnu kultivacni lahve;

staré médium bylo ze vSech tii kultivacnich lahvi opatrné vylito;

do kazdé lahve bylo opét napipetovano cca 20 ml pfedem vytemperovaného (37°C)
PBS, kterym byly makrofagy oplachnuty, a poté zase vylito;

bylo ptipraveno 50 ml ¢erstvého RPMI média o stejném slozeni, promichéano;

do kazdé kultivaéni lahve s makrofagy bylo nalito po cca 15 ml cerstvého
temperovaného RPMI média;

lahve byly umistény zpét do inkubatoru (37 °C, 5% CO, atmosféra).

Priprava bunék na experiment

Po deviti dnech od izolace monocyti byly makrofagy zkontrolovany. Byl zjistén pocet, stav

a pokryti povrchu a nasazeny na kultiva¢ni desticku.

351

Sklizeni bunék z kultivaénich lahvi

Pied samotnou sklizni byly bunky zkontrolovany pod mikroskopem. Sklizenn makrofaga

probihala nasledovné:

médium bylo z lahvi vylito, buriky byly oplachnuty sterilnim PBS o teploté 37 °C;
roztoku trypsinu (0,02 % trypsinu a 0,02% EDTA v PBS) byl rozmrazen a temperovan
(37 °C); do kazdé z lahvi byl napipetovan 1 ml opatrné tak, aby roztok pokryl celé dno
a povrch vsech bunék, a poté byl zase vylit;

pro oddé¢leni bunék od povrchu dna kultiva¢ni lahve byl nalit dalsi 1 ml roztoku
trypsinu, lahve byly poté ptiblizn¢ pét minut temperovany pti 37 °C;

predem bylo pfipraveno a temperovano (37 °C) 20 ml RPMI média s 1% fetalnim
hovézim sérem a 1% smési ATB (Penicillin-Streptomycin, o vySe uvedenych

koncentracich), poté bylo rozpipetovano do kultiva¢nich lahvi;
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3.5.2

buniky byly do média uvolnény pomoci pipety pti promichavani, ptipadné byla pouzita
stérka na pevné prichycené bunky;

obsah vsech lahvi byl a peclivé promichan pipetou.

Poéitani bunék

Pocitani bun€k probihalo manualné¢ pod mikroskopem (TR 500) s vyuzitim Biirkerovy

komirky.

3.6

do pfedem piipravené mikrozkumavky bylo pieneseno 50 pl bunécné suspenze
(obsahujici buriky a roztok RPMI obohaceny 1% fetalnim hovézim sérem (FBS) a 1%
smési ATB, viz. kapitola 3.5.1) a 50 pul 0,5% vodného roztoku trypanové modii,
promichano pipetou;

promichana smés byla po 10 pl napipetovana do Biirkerovy komiirky;

buiiky byly pocitany pod mikroskopem pii 100x zvétSent;

pocet bungk (x) v jednom mililitru média byl vypodten podle vzorce: x = p = 2 x 10,
kde p je pocet zivych buné€k ve 25 ¢tvercich véetné bunck dotykajicich se horni a levé

strany ¢tvercy.

Postup prace s bunéénou kulturou

Pro tcely této prace byl zvolen preventivni pfistup, tzn. bylo sledovano, zda mohou mit hrubé

extrakty z dospé€lce (HdA), zlarvocyst (HdL) nebo ES-produkty (HAES) preventivni

imunomodula¢ni G¢inky na butiky, u kterych je posléze vyvolan zanét.

Bunééna suspenze byla rozpipetovana na 12-ti jamkovou desti¢ku piiblizné po 5 az 7 X
10° buikach na jamku v objemu cca 0,6 ml (objem z4visel na poétu bunék v 1 ml);
nasledovala inkubace bun¢k v inkubatoru po dobu 4 hod pii 37 °C v 5% CO>
atmosfére; v RPMI s ATB

po 4 hodinach bylo médium odstranéno a buiky byly oplachnuty 37°C PBS;

k bunikam bylo vzapéti napipetovano nové médium bez ATB a k vybranym skupinam
bun¢k byly ptidany HAES, HdA nebo HdAL o koncentracich zvolenych dle typu
experimentu (experimenty jsou popsany v kapitole 3.5), kazda jamka predstavuje
jednu skupinu bunék;

bunky na kultiva¢nich deskach byly opét jednu hodinu inkubovany (37°C, 5% CO>)
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e po hodinové inkubaci byl u zvolenych skupin bun¢k indukovan zanét aplikaci 1 ug/ml
lipopolysacharidu O111:B4+ (LPS);

¢ nasledovala inkubace za stejnych podminek po dobu 4, 8, 12 nebo 24 hodin;

e poté nasledovala sklizen bunék — z kultiva¢nich jamek bylo odebrano médium
a k buiikkam pfichycenym na dno jamky byl napipetovan 1 ml lyza¢niho roztoku
RiboEX (soucast kitu pro izolaci RNA, viz kapitola 3.7.1);

e roztok slyzovanymi buikami byl zjamek pfenesen do 1,5ml mikrozkumavek

a umistén na ledu do dalSiho zpracovani

3.7  Design experimenti

V ramci prace byly provedeny tfi na sebe navazujici experimenty — oznacené I, II a III, kazdy
se svym cilem (viz tabulka 2). Jak bylo uvedeno vyse, v experimentu bylo zvoleno preventivni
pouziti testovanych slozek H. diminuta, kdy byly buiky nejdiive kultivovany s extrakty
a teprve poté byl u takto oSetfenych bunck vyvolan zanét prostfednictvim LPS. Preventivni
ptistup byl zvolen z ditvodu, abychom piedesli zkresleni vysledkt rychlym nastupem tumor
necrosis faktoru o (TNFa), vzhledem Kk faktu, ze oSetfeni a vyvolani zanétu provadime

Vv kratkém ¢asovém odstupu.

Tab. 2: Pfehled experimenti.

EXPERIMENT CIL DESIGN

Zvoleni vhodného casového bodu pro sklizenn bunék, kdy

dosahne hladina genové exprese TNFa nejvyssich hodnot. Obr. 4

Experiment |

Uréeni optimalni koncentrace HAES, HdA a HdL, ktera

Experiment Il nejvyraznéji snizi ucinek LPS. Obr. 5

Stanoveni exprese gent vybranych cytokinti U bunck
Experiment 111 ovlivnénych HAJES, HJA nebo HdL a zaroven porovnani Obr. 6
skupin bun¢k ovlivnénych/neovlivnénych LPS.

3.7.1 Experiment |

Experiment | (Exp 1) byl planovan pro optimalni nacasovani pii analyze exprese zvolenych
cytokint. Buniky byly nasazeny na celkem ctyii desky vzdy ve dvou skupinach — negativni

kontrola (NC) a buiiky s indukovanym zanétem (LPS). U obou skupin bunék byla sledovana
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exprese TNFa, a to v intervalech po 4, 8, 12 a 24 hodinach od vyvolani zanétu. Casova osa je

znazornéna na obrazku 4.

Q NC — Makrofagy (negativni kontrola)

@ LPS - Makrofagy + LPS

Sklizeti Sklizeti Sklizen Sklizen
bunék bunék bunék bunék
po 4 hod po 8 hod po 12 hod po 24 hod
( J
Cas(th)y 0 5 9 13 17 29
Cas 0 h — nasazeni bunék

5 h — aplikace LPS

9 h — sklizeti bunék po 4 hod od aplikace LPS
13 h — sklizen bunék po 8 hod od aplikace LPS
17 h — sklizen buné&k po 12 hod od aplikace LPS
29 h — sklizei bun&k po 24 hod od aplikace LPS

Obr. 4: Schéma experimentu |

3.7.2 Experiment Il

Experiment 11 navazoval na vysledky Exp I. M¢l za cil zjistit vhodnou koncentraci extraktl

a ES-produktt. V tomto ptipadé byly makrofagy po dobu jedné hodiny kultivovany (oSetieny)
s HAES, HdA nebo HdL v koncentracich 100, 200 nebo 300 pg/ml. Poté byl u vsech skupin

bunék (vyjma negativni kontroly) indukovan zanét aplikaci LPS. Experiment probihal na tfech

kultivacnich deskach (viz obrazek 5).

20



NC PC 100 200 300 100 200 300 100 200 300

@0 00009 OOGC
0000|0000 (0000
QQ\Q QQQQ QQQ}(

Sklizen

bunék

\
4
™
/
\

/

.

Q NC — Negativni kontrola (makrofagy)

. . PC — Pozitivni kontrola (makrofagy + LPS)
Cas 0 h — nasazeni bun¢k

4 h — aplikace HAES/A/L () HdES v konc. 100, 200 a 300 pg/ml (makrofagy + HAES + LPS)

5 h —aplikace LPS ,
9 h — sklizef bunek po 4 hod O HdA v konc. 100, 200 a 300 pg/ml (makrofagy + HdA + LPS)

od anlikace LPS (O HdL v konc. 100, 200 a 300 pg/ml (makrofagy + HdL + LPS)

Obr. 5: Schéma experimentu Il

3.7.3 Experiment I11

V tomto experimentu byla sledovana genova exprese cytokini TNFa, IL-1f a IL-10, receptoru
IL-17re a exprese transkripéniho faktoru STAT6 u bunék ovlivnénych a neovlivnénych LPS
(viz obr 6). Vyjma negativni (NC) a pozitivni (PC) kontroly byly vSechny skupiny buné¢k
vV tomto experimentu hodinu pfed vyvolanim zanétu kultivovany s extrakty/ES-produkty

ve zvolené koncentraci (vychazi z experimentu I1). Experiment 111 byl tfikrat opakovan.

NC PC +LPS +LPS +LPS

0000|0000
00000000 Sklzen
00 00/ 0000

bunék

Cas(h) 0 4 5 9
Q NC — Negativni kontrola (makrofagy)
. PC — Pozitivni kontrola (makrofagy + LPS)
Cas  0h—nasazeni bunck () HAES v konc. 200 pg/ml (makrofagy + HAES bez/s LPS)
4 h —aplikace HAES/A/L
5 h — aplikace LPS Q HdA v konc. 200 pg/ml (makrofagy + HdA bez/s LPS)
9 h — sklizefi bun€k po 4 hod Q HdL v konc. 200 ug/ml (makrofagy + HdL bez/s LPS)

Obr. 6: Schéma experimentu 111
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3.8  Analyza genové exprese vybranych cytokinii

Pro méteni genové exprese cytokinti byla zvolena metoda real-time PCR (qPCR). Abychom
mohli analyzovat genovou expresi zvolenou metodou, musela byt nejdiive ze
sklizenych bun€k izolovana RNA, ktera byla posléze pfevedena na komplementarni DNA

(cDNA) pomoci reverzni transkripce. Postup téchto metod je popsan v kapitolach nize.

3.8.1 lzolace RNA

Bunééna RNA byla izolovana s vyuzitim kitu HybridR RNA Kit dle navodu vyrobce.

3.8.2 Reverzni transkripce
Reverzni transkripci byla izolovana RNA pievedena do cDNA.

e Nejdiive byla zmétena koncentrace celkové vyizolované RNA u vSech skupin bunék
pomoci spektrofotometru NanoDrop;

e Zzkazdé skupiny bunek byl pouzit 1 pg celkové RNA a ta byla pomoci kitu High
Capacity RNA-to-cDNA Kit ptfevedena dle navodu vyrobce do komplementarni DNA
(cDNA) v PCR cycleru za podminek:

o 37°C/60 min,
o 95 °C/5 min,
o 4°CJeo.

e po probéhnuté reakci byl objem v kazdé zkumavce doplnén vodou do 200 pl

3.8.3 Real-time PCR reakce

Jako referen¢ni gen pro real-time PCR reakce slouzil beta-2-mikroglobulin (B2M) uveden

v tabulce 1. VSechny reakce byly ptipraveny V triplikatech na 96-ti jamkové desticky.

e Do kazdé jamky bylo naneseno 20 pl reakéni smési:
o 4 ul qPCR Mix 5x Hot FirePol®
o 1 ul TagMan sondy (kapitola 3.1, tabulka 1) conc 20x
o 5 ul nafedéné cDNA z ptedchozi reakce (reverzni transkripce)
o 10 pul vody
e (PCR reakce probihala v lightcycleru LC480 za podminek:
o 95°C/10 min,
o 50 cykli 95 °C/15 s, 60 °C/1 min,
o 4°C/o.
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3.9 Statisticka analyza dat

Pro zpracovani dat byly pouzity programy GraphPad Prism 5 a Excel. Pro analyzu genové
exprese byla zvolena strategie relativni kvantifikace, ktera porovnava hladinu genové exprese
cilovych geni vzhledem k referen¢nimu genu (Pfaffl, 2001). Pro vyhodnoceni genové exprese
byla vyuzita Pfafflova metoda, ktera ve vzorci pro vypocet zahrnuje korekcei efektivity PCR
reakce u kazdého genu (Pfaffl, 2001). Pro celkovy vypocet relativni genové exprese byl pouzit
Vzorec

E(ref)) Ct(ref)
T E (target)Ct(target)’

Hodnota C: udava pocet amplifika¢nich cykli potiebnych k piekroceni prahové urovné.

Efektivita E je vypoctena z kalibracni kiivky a jeji smérnice pouzitim vzorce

1
E = 10 smérnice (Pfaffl, 2001).
V nasSem ptipad¢ bylo piedpokladano, Ze pribéh amplifikace byl pro kazdy gen 100%, tedy
efektivita E = 2.

Vysledné hodnoty byly poté zpracovany statisticky neparovym t-testem. Data jsou
vyjadiena jako aritmeticky priimér + stiedni chyba pruméru (mean + SEM; N=3 u jednotlivych
experimenti, N=9 u celkovych grafii). Hranice statistické vyznamnosti byla stanovena
nap < 0,05. Mira signifikance (p) mezi skupinou negativni kontroly a vybranou skupinou
bunék je v grafech zna¢ena symbolem hvézdicky:

*p <0,05;
**p<0,01,
*** < 0,001.

Mira signifikance (p) mezi pozitivni kontrolou a vybranou skupinou bungk je zna¢ena kiizky:
# p < 0,05;

## p < 0,01;

### p < 0,001.
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4 VYSLEDKY

4.1  Vysledky experimentu I

Cilem prvniho experimentu bylo sledovat vliv pisobeni LPS na zménu genové exprese
a na zaklad¢ vysledka zvolit vhodny Casovy bod pro analyzy cytokind. Pro tyto ucely byl jako
vhodny gen zvolen TNFa. Buiiky byly sklizeny po 4, 8, 12 a 24 hodinach od vyvolani zanétu
aplikaci LPS.

pro analyzy cytokind zvolen prvni ¢asovy bod, tedy 4 hodiny od aplikace LPS, kdy hladina
TNFa statisticky velmi vyznamn¢ vzrostla. Po 8 hodinach byl zaznamenan vyznamny pokles.
Po 12 a 24 hodinach hladina cytokinu dale vyznamné klesala. Mira signifikance mezi skupinou
negativni kontroly a vybranou skupinou bun¢k je v grafu znacena hvézdickou. Data jsou

vyjadiena jako aritmeticky primér =+ stiedni chyba priméru (mean = SEM; N=3).

3 NC: makrofagy bez LPS
(negativni kontrola)

*k%k
1
100+
% LPS: makrofagy + LPS
80+

*kk

**
1

*%
1

(1}_ 1 __-_—_-

T T T
NC/4h LPS/4h NC/8h LPS/8h NC/12h LPS/12h NC/24h LPS/24h

Relativni genova exprese TNF a [%]
e

A\

Burky

Obr. 7: Relativni genova exprese TNFa po 4, 8, 12 a 24 hodinach od aplikace LPS.
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4.2  Vysledky experimentu Il

V experimentu I byl testovan vliv tfi slozek [extraktl ze dvou zivotnich stadii Hymenolepis
diminuta (HJA a HdL) a exkre¢nich/sekre¢nich produkti z dospélce (HAES)], a to vzdy
ve tiech rtiznych koncentracich — 100, 200 a 300 pg/ml. Ugelem bylo najit optimélni
koncentraci HAdES/A/L, ktera bude mit nejvétsi protizanétlivy ucinek. V tomto experimentu
byla opét sledovana genova exprese TNFa. Bunky byly sklizeny po 4 hodindch od indukce
zanétu LPS (viz. experiment I). Vysledna data jsou graficky znazornéna na obrazku 8. Mira
signifikance mezi skupinou pozitivni kontroly a vybranou skupinou bun¢k je znacena kiizky.

Data jsou vyjadiena jako aritmeticky primér + stiedni chyba priiméru (mean = SEM; N=3).

Statisticky velmi vyznamny pokles genové exprese TNFa oproti pozitivni kontrole byl
zaznamenan u vSech tii testovanych extrakti H. diminuta. Nejvyraznéjsi snizeni bylo
pozorovano vzdy u bunék skupiny 300 (s 300 pg/ml HAES/A/L). Pro téely tohoto projektu
byla jako optimalni koncentrace zvolena 200 pg/ml pro vSechny tii slozky vzhledem

Kk naro¢nosti jejich ptipravy.

Ht

S 120- , iidia

3 HtH

LL .

E 100 -

o %

g 80 /

& %

g 60+ / e H#H#

7

o 40- /

2 /

: % _______

®©

Q

14 0 ,—':‘—l 4 . s NN e IR s

NC PC ES 300 ES200 ES100 A300 A200 A100 L300 L200 L1100
Buriky
1 NC: makrofagy bez LPS (negativni kontrola) Il A 300: makrofagy + HdA (300 pg/ml) + LPS
PC: makrofagy + LPS (pozitivni kontrola) EH A 200: makrofagy + HdA (200 pg/ml) + LPS
@l A 100: makrofagy + HdA (100 pg/ml) + LPS

[ ES 300: makrofagy + HAES (300 pg/ml) + LPS HE L 300: makrofagy + HdL (300 ug/ml) + LPS
ES 200: makrofagy + HJES (200 ug/ml) + LPS B L 200: makrofagy + HdL (200 ug/ml) + LPS
D ES 100: makrofagy + HAES (100 yg/ml) + LPS HH L 100: makrofagy + HdL (100 pg/ml) + LPS

Obr. 8: Relativni genova exprese TNFa po kultivaci bunék s tfemi riznymi koncentracemi

extrakti/ES-produktii a nasledné vyvolaném zanétu.
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4.3  Vysledky experimentu III

Experiment 111 byl proveden v navaznosti na vysledky experimenta I a 1l a kladl si za cil
analyzovat genovou expresi nékterych cytokini v bunikach kultivovanych v médiu
s HAES/A/L (o koncentraci 200 ug/ml). Vysledky analyz pak porovnat s hodnotami genové
exprese bun¢k posléze ovlivnénych zanétem. Vybrano bylo celkem pét gent, a to pro cytokiny
TNFa, IL-1pB, I1L-10, pro gen IL-17re (receptor cytokinu IL-17C) a pro transkrip¢ni faktor
STAT6. Experiment III byl vzdy 3x opakovan (grafy a, b, ¢) a z vyslednych hodnot byl
sestrojen souhrnny graf (d). Mira signifikance mezi skupinou negativni kontroly a vybranou
skupinou bunék je v grafu zna¢ena hvézdi¢kou a mezi skupinou pozitivni kontroly a vybranou
skupinou bunék je znacena kiizky. Data jsou vyjadiena jako aritmeticky pramér + stiedni

chyba priméru (mean + SEM; N=3 (a-c); N=9 (d)).
4.3.1 Tumor necrosis factor a

Na obrazku 9 jsou graficky znazornéné hodnoty relativni genové exprese tumor necrosis
faktoru o (TNFa) tiech nezavislych méfeni (9a, b, ¢) a souhrnny graf z téchto méteni (9d).
Statisticky velmi vyznamné zvySeni hladiny TNFa bylo pozorovano u skupin bunék
ovlivnénych HAES/A/L v porovnani s negativni kontrolou (NC) a tedy zesileni prozanétlivé
reakce. Vysledky skupiny bunék ovlivnénych HAA nebyly signifikantné vyznamné
V porovnani s negativni kontrolou (viz. souhrnny graf 9d), nebot’ v poslednim opakovani
dosahovala hladina TNFa u bunék ovlivnénych HdA dokonce niz§ich hodnot nez skupina
bunék NC (viz. graf 9c¢). U buné¢k ovlivnénych zanétem (+LPS) je patrné vyznamné snizeni
genové exprese TNFa Vv porovnani s pozitivni kontrolou (PC), a to u vSech tii testovanych

skupin HAES/A/L (viz. graf 9d).

Z vyslednych dat 1ze konstatovat, Ze vSechny tii testované slozky H. diminuta (HdES,
HdA 1 HdL) maji mirny prozanétlivy ucinek na buiiky neovlivnéné zénétem, zaroven silné

snizuji ucinky LPS a maji tedy v tomto piipad¢€ vyrazny protizanétlivy ucinek.
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ES: makrofagy + HAES (200 pg/ml)
ES+LPS: makrofagy + HAES + LPS

A: makrofagy + HdA (200 pg/ml)
A+LPS: makrofagy + HdA + LPS

L: makrofagy + HdL (200 pg/ml)
L+LPS: makrofagy + HdL + LPS
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Obr. 9: Vliv ES-produkti (ES = HAES), extrakti z dospélce (A=HdA) a z larvocyst (L=HdL)
na genovou expresi cytokinu TNFa u bunék ovlivnénych a neovlivnénych zanétem. (a-c) tii

nezavisla opakovani méfeni, (d) souhrnny graf téchto méfeni.

4.3.2 Interleukin 10

Grafické znazornéni relativni genové exprese interleukinu 10 (IL-10) je uvedeno na obrazku
10.

Napfi¢ v§emi tfemi méfenimi je ziejmé velmi vyznamné zvySeni hladiny genové exprese IL-
10 u skupin bunék kultivovanych s HAES a HdL oproti NC. V ptipadé buné¢k s HAA dochazi
vsouhrnu ke zvySeni hladiny nesignifikantné v porovnani s NC. Tyto vysledky jsou
vyobrazeny v grafu 10d.

Ze souhrnného grafu d lze fici, ze extrakt HAL ovlivnil skupinu bunék s vyvolanym
zanétem oproti PC. HAES a extrakt HdA bunky s LPS vyrazné neovlivnily, nebyl tedy
patrny signifikantni rozdil oproti PC (viz. graf 10d).
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Obr. 10: Vliv ES-produkti (ES = HAES), extrakti z dospélce (A=HdA) a z larvocyst (L=HdL)
na genovou expresi IL-10 u bunék ovlivnénych a neovlivnénych zanétem. (a-c) téi nezavisla

opakovani méteni, (d) souhrnny graf téchto méfeni.

4.3.3 Interleukin 1p

U vsech tii skupin bunék (HAES, HdA i HdL) neovlivnénych LPS doslo v souhrnu
K vyznamnym signifikantnim rozdilim v genové expresi interleukinu 1B (IL-1p) oproti NC.
V ptipadé¢ HAES a HdL byl zaznamendam dokonce statisticky velmi vyznamny nartst hladiny
IL-1B. A mizeme tedy usuzovat na jejich prozanétlivy ucinek. V piipadé bunék s HAA byla
signifikance v souhrnu méné vyrazna, a to z divodu nizsich hodnot oproti NC v ramci druhého

méfeni (viz. graf 11b)

ucinek HAES a extrakti HdA a HdL. V ptipadé¢ skupiny s HAES doslo signifikantnimu sniZeni
hladiny IL-1p v porovnani s PC, v ptipad¢ HdA doslo ke statisticky velmi vyznamnému
snizeni hladiny I1-1p oproti PC. HdL extrakt bunky statisticky nikterak neovlivnil, protoze

v souhrnu nedoslo ke statisticky prokazatelnému rozdilu v genové expresi oproti PC.

Vysledky méfeni relativni genové exprese IL-1 jsou graficky znazornény na obrazku
11.
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L: makrofagy + HdL (200 ug/ml)
L+LPS: makrofagy + HdL + LPS
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Obr. 11: Vliv ES-produkti (ES = HAES), extrakti z dospélce (A=HdA) a z larvocyst (L=HdL)
na genovou expresi IL-1 u bunék ovlivnénych a neovlivnénych zanétem. (a-C) tfi nezavisla

opakovani méteni, (d) souhrnny graf téchto méfeni.

4.3.4 STAT protein 6

Na obrazku 12 jsou graficky znazornéné naméfené hodnoty genové exprese STAT proteinu 6
(STATS6) tii na sob& nezavislych méfeni (12a,b a ¢) a souhrnny graf (12d).

Signifikantni zmény v genové expresi byly zaznamenany ptfevazné u skupin bunék
neovlivnénych zanétem. Velmi vyznamny pokles genové exprese byl pozorovan u skupiny
bun¢k s HAES a vyznamny pokles u skupiny HdL v porovnani s NC. V ptipadé¢ HdA nebyly
zaznamenany vyraznéj$i statistické zmény oproti NC a Ize tedy usuzovat na jejich minimalni
ucinek.

U bunék ovlivnénych zanétem nebyl v souhrnu pozorovan zadny staticky vyznamny
rozdil v porovnani s PC. Ze ziskanych dat Ize konstatovat, Zze HAdES, HdA ani HdL nemaji

vyznamny vliv na hladinu genové exprese u bunék ovlivnénych zadnétem.
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Obr. 12: Vliv ES-produkti (ES = HAES), extrakti z dospélce (A=HdA) a z larvocyst (L=HdL)

na genovou expresi transkripniho faktoru STAT6 u bunék ovlivhénych a neovlivhénych

zanétem. (a-C) téi nezavisla opakovani méfeni, (d) souhrnny graf téchto méfeni.

4.3.5 Interleukin 17re

Vysledky méteni hladiny genové exprese interleukinu 17re (IL-17re; receptoru pro 1L-17C)

jsou znézornény na obrazku 13.

Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany u bunék kultivovanych s HAES
as HdL, a to pouze v pfipadé bun¢k neovlivnénych LPS. Jak ptitomnost HJES, tak HdL
vyvolala velmi vyznamny pokles hladiny genové exprese receptoru pro IL-17C oproti NC.

Zatimco u extraktu HdA tento vliv pozorovan nebyl (viz. obrazek 13d).

Buniky ovlivnéné zanétem nevykazovaly signifikantni zmény genové exprese oproti
PC. Z vysledkii mizeme vyvodit, Ze ptfitomnost HAES a extrakti HdA a HAL nem4 vyrazny

vliv na buniky s indukovanym zanétem.
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Obr. 13: Vliv ES-produkti (ES = HAES), extrakti z dospélce (A=HdA) a z larvocyst (L=HdL)
na genovou expresi receptoru IL-17re u bunék ovlivnénych a neovlivnénych zanétem. (a-c) tii

nezavisla opakovani méfeni, (d) souhrnny graf téchto méfeni.
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5 DISKUZE

Tasemnice Hymenolepis diminuta je helmint kolonizujici tenké stfevo svého hostitele. Jejim
definitivnim hostitelem jsou prevazné potkani nebo krysy, ve vyjimecnych ptipadech také
¢lovek (Garcia, 2006; Roberts et al., 2013). V ramci vyzkumu nasi laboratote byla H. diminuta
zvolena jako vhodny kandidat helminta pro studium terapie ¢i prevence imunitné
zprostfedkovanych stievnich onemocnéni (Inflammatory Bowel Diseases — IBD), a to na
zaklad¢ kritérii vytyCenych ve ¢lanku Lukes a kol., 2014. Chronicka zanétlivda onemocnéni,
Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida, jsou onemocnéni autoimunitni povahy, ktera jsou
charakteristicka aktivaci pro-zanétlivé (Thl) imunitni odpovédi multifaktorialniho ptivodu

(Kaser et al., 2010).

Béhem poslednich desetileti byl zaznamenam vysoky narast autoimunitnich onemocnént, a to
predevsim ve vyspélych zemich (napt. El-Gabalawy et al., 2010; Lerner et al., 2015). Tento
nartst neni dosud zcela objasnén, nicméné neddvné vyzkumy ukazuji na moznou pfic¢inu
v posunu k modernimu zptsobu zivota S vysokymi hygienickymi standardy (intenzivni
hygiena, uzivani dezinfikované vody, nadmérné uzivani antibiotik a antiparazitik atd.). To vse
ma za nésledek eliminaci az eradikaci riznych mikroorganismli a dalSich komenzalnich
organizmil véetn¢ helmintli (napi. Rook, 2012; Weinstock, 2012; Parker & Ollerton, 2013;
Filyk et al., 2016).

Helminti si béhem koevoluce s hostitelem vyvinuly propracované mechanizmy, kterymi jsou
schopni modulovat hostitelovu imunitni odpovéd’ a tim si zajistit své preziti (Bilbo et al., 2011,
Rook et al., 2012, 2014; Ditgen et al., 2014; Wammes et al., 2014). Hlavni vliv helmintti na
imunitni systém hostitele spociva v indukci proti-zanétlivé (Th2) imunitni odpovédi (napf.
Finlay et al., 2015; Harnett & Harnett, 2017) a pravé tento efekt je vyuzivan biologickou
1é¢bou tzv. helminto-terapii pro zmirnéni autoimunitnich onemocnéni (Elliott & Weinstock,

2012; Wang et al., 2017; Sobotkova et al., 2019).

Pro posouzeni, zda je H. diminuta vhodnym kandidatem pro pfipadnou terapii, bylo zapotiebi
otestovat jeji uc¢inky na experimentalnim buné¢ném in vitro modelu — v ptipadé nasi laboratoie
na modelu potkanim. Sledujeme piedevsim vliv piirozené infekce H. diminuta na imunitni
odpovéd’ a stievni mikrobiom hostitele (Parfrey et al., 2017) a posléze i vliv na stfevni

zanétliva onemocnéni (Jirki Pomajbikova et al., 2018). Experimenty jsou ovSem naro¢né
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Casove¢ i finan¢né, proto byl pro tuto studii zvolen in vitro model makrofagové bunééné linie

ziskané izolaci monocytli z kostni dfené potkana.

Makrofagy hraji velmi vyznamnou roli v aktivaci lokalni i celkové imunitni odpovédi.
Rozlisuji se na dva subtypy (M1 a M2) v zavislosti na aktivatoru, ktery danou fenotypovou
polarizaci spustil. Tato aktivace rozhoduje, zda se bude imunitni odpovéd vyvijet pro-

zanétlivou ¢i proti-zanétlivou cestou (Orecchioni et al., 2019).

Z vysledktu studii vyplyva, Ze bioaktivni molekuly obsazené v extraktech nebo
exkre¢nich/sekrecnich produktech (ES-produkty) helminti mohou ovlivnit diferenciaci
makrofagl a tim modulovat imunitni odpovéd’ hostitele ve smyslu potlaceni genové exprese
nékterych pro-zanétlivych cytokint (napt. Shepherd et al., 2015; Nascimento Santos et al.,
2017; Smallwood et al., 2017; Maizels et al., 2018). Zmapovani G¢inkl extrakti a ES-produkti
z H. diminuta je tedy nezbytné pro pochopeni imunomodulaénich mechanizmt tasemnice

Vv organizmu hostitele, ptipadné pro jeji dalsi vyuziti v ramci helminto-terapie.

V tomto projektu byly testovany tc¢inky extraktti ziskanych ze dvou zivotnich stadii H.
diminuta, a to z larvocyst (HdL) ziskanych z mezihostitele (v nasem ptipadé z potemnika
moucného) a z dospélcti (HAA) ziskanych ze stieva definitivniho hostitele (potkan udrzovany
Vv laboratornich podminkach). Vysledky nasi laboratote prokéazaly, Ze ob¢ tato stadia vykazuji
protizanétlivé Géinky (Jirkd Pomajbikova et al., 2018). Testovan byl zaroven vliv ES-produkti
(HAES) ziskanych kultivaci dospélce H. diminuta. Jejich ucinky byly sledovany jak
na zanétlivém (buiiky ovlivnéné LPS) tak nezanétlivém modelu. Pro ¢astecné zmapovani
imunitni odpovédi byla analyzovana genovd exprese cytokini TNFa, IL-10, IL-18,
transkripéniho faktoru STAT6 a exprese receptoru IL-17re. Abychom mohli otestovat vliv
extrakti HAA a HdL a produktt HAES na produkci téchto cytokint, bylo zapotiebi nejdiive
ur¢it vhodnou dobu pro jejich analyzu a zvolit optimalni koncentraci HIES/A/L, ktera bude

mit protizanétlivy u¢inek.

Prvni experiment — zvoleni vhodného ¢asového bodu pro cytokinové analyzy

Ugelem prvi &asti tohoto projektu bylo vysledovat uréity ¢asovy bod, kdy hladina bunééné
genové exprese TNFo nabyde nejvyssich hodnot, coz se ukazalo byt nezbytné pro nasledné
analyzy 1 jinych cytokint. Exprese TNFa byla sledovana po 4, 8, 12 a 24 hodin od indukce

zanétu bakterialnimi LPS.
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Vysledky ukézaly statisticky velmi vyznamny nariist hladiny genové exprese TNFo uz
V prvnim vytypovaném ¢asovém bod¢, tedy po 4 hodinach od vyvolani zanétu. V cCasech 8, 12
a 24 hodin byl zaznamenan rapidni pokles exprese. Na zéklad¢ vysledkt prvniho experimentu

byl zvolen optimalni ¢as, po ktery by mély byt buiiky inkubovany s LPS, na 4 hodiny.

Dle vysledku studie Baillie et al. (2017), kde metodou CAGE (Cap Analysis of Gene
Expression) analyzovali odpovéd’ lidskych makrofagh na LPS (10 ng/ml), je ziejmé,
ze K nejvyrazngjsi genové expresi TNFa dochazi u bunék inkubovanych 1-3 hodiny s LPS.
Xiong et al. (1993) dokazali na testikularnich intersticialnich makrofagach mysiho modelu,
ze exprese TNFa mRNA dosahovala nejvyssich hodnot 2 hodiny po aktivaci bun¢k LPS
(1 pg/ml). Pii této analyze vyuzivali metodu Northern blot. Metodu ELISA pouzili Johnston
et al. (2010) pro urceni hladiny proteini TNFa po 2, 4, 8 a 24 hodinach u lidské THP-1

monocytarni linie a nejvyssi hodnotu naméfili po 8 hodinach od stimulace bunék.

Prestoze se zda byt dvouhodinova inkubace bunék s LPS pro dal§i experimenty
nejvhodnéjsi, zvolili jsme ¢tythodinovy interval, abychom si pojistili pfipadnou opozdénou
genovou expresi ostatnich nami zvolenych cytokint testovanych v experimentu I1l. Napt.
Zawistowska-Deniziak et al. (2017) analyzovali cytokiny metodou ELISA po 24 hodinach
od kultivace bun¢k ES-produkty.

Druhy experiment — vybér optimalni koncentrace extrakti a ES-produkti

StéZzejnim krokem byla volba optimalni koncentrace HJES/A/L z tasemnice H. diminuta.
Abychom mohli otestovat jejich preventivni protizanétlivé Gi¢inky, byly bunky preinkubovany
s ruznymi koncentracemi HAES/A/L a hodinu poté byl vyvolan zéanét. Sledovanym
parametrem byla genova exprese TNFa. Na zéakladé pfedchozich in vivo experimentl nasi
laboratotfe (nepublikovana data) a nize vypsanych vyzkuma byly pouzity tii koncentrace

extraktd/ES-produktii H. diminuta, a to 100, 200 a 300 pg/ml.

Autofi studie Johnston et al. (2010) porovnavali vliv tfi riznych koncentraci hrubého
extraktu z dospé€lce H. diminuta (10, 50 a 100 pg/ml) na in vitro lidské THP-1 bunécné
monocytarni linii ovlivnéné LPS (1 pg/ml). Prokazal protizanétlivy ucinek u dvou zminénych
koncentraci, a to 50 a 100 pg/ml. Také Reyes et al. (2016) testoval G¢inky hrubych extraktt
Z dospélce H. diminuta na uméle vyvolanou DSS (dextran sulfate sodium) kolitidu u mysi

a zvolil koncentraci 100, 500 a 1000 pg/ml. Odhalil, ze vSechny tii zvolené koncentrace
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ucinky. Bohuzel vliv extraktt larvalnich stadii na expresi imunitnich faktorti u H. diminuta
nebyl doposud testovan na in vitro modelech, existuji v8ak studie zaméfené na identifikaci
proteint z cysticerkoidd, které odhalily 70 riznych proteinti a fadu z nich s antigenni povahou

(Sulimaet al., 2017).

Krom¢ hrubych extraktli jsou jiz testované také ES-produkty ziskané kultivaci
dospélce H. diminuta v zivném médiu (Johnston et al., 2010; Zawistowska-Deniziak et al.,
2017). Ve studii Johnston et al. (2010) byla zvolena koncentrace ES-produkta 10, 20, 40, 80
a 100 pg/ml, kterymi osetil THP-1 monocytarni bunéénou linii s LPS-indukovanym zanétem
(1 pg/ml), pricemz nejvyznamnéjsiho poklesu hladiny TNFa dosahl pii pouziti 100 pg/ml.
Také autofi prace Zawistowska-Deniziak et al. (2017) sledovali u¢inky HdES na THP-1
makrofagové linii. K buitkam nejdiive aktivovali pouzitim LPS (100 ng/ml) a hodinu poté

bunky osettili HJES (5 ug/ml). | zde prokazali protizanétlivy ucinek.

Z vysledki druhého experimentu je zfejmé, ze vSechny tfi ndmi vytipované
koncentrace extrakti a ES-produkt maji statisticky velmi vyznamné imunomodula¢ni a¢inky
na makrofagy ovlivnéné zanétem. Jak u bunék kultivovanymi s extrakty, tak s ES-produkty
byl pozorovan podobny trend — genova exprese TNFa velmi vyznamné klesla v porovnani
s negativni kontrolou pti pouziti 300 pg/ml, poté mirn¢ vzrostla se snizujici se koncentraci.
Na zaklad¢ téchto relativné malych rozdilt hodnot jsme se rozhodli pro pouziti koncentrace

200 pg/ml u vSech tii typt extraktti pro nasledujici experiment, vzhledem k naroc¢nosti jejich

pfipravy.

Treti experiment — analyzy cytokinii

V této finalni ¢asti studie jsme se zaméfili na samotny imunomodulacni vliv extrakti a ES-
produkti H. diminuta na in vitro makrofagové bunécné linii ovlivnéné i neovlivnéné zanétem.
Pro zmapovani imunitni odpovédi jsme analyzovali genovou expresi cytokinta TNFa, IL-10,
IL-1pB, transkripéniho faktoru STAT6 a receptoru IL-17re.
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Analyza TNFa

Cytokin TNFa je jednim z hlavnich pfedstaviteli proteinti akutni faze zanétu, coz je takeé
davod, pro¢ byva hodnoceni aktivity TNFa castou volbou pfi testovani imunomodula¢nich
procest (napt. Johnston et al., 2010; Zawistowska-Deniziak et al., 2017; Jirkti Pomajbikova
etal., 2018).

Z vysledkti naSeho experimentu Ize konstatovat, ze HAES a HdL vyvolavaji
v makrofagach neovlivnénych zanétem silny pro-zanétlivy ucinek oproti extraktim HdA,
na které bunky reaguji o poznani mirnéji. Tento trend (mirna reakce na HdA) je pozorovan

napfi¢ vsemi zbylymi cytokinovymi analyzami této studie.

U skupiny bun¢k ovlivnénych LPS jsme pozorovali vyrazné snizeni genové exprese
TNFa oproti pozitivni kontrole pfi pouziti obou typi extrakt i HAES. Ve studii Johnston et al.
(2010) sledovali vliv extraktd z H. diminuta a jejich vysledky koresponduji s nasimi, tedy
Zawistowska-Deniziak et al. (2017), kteti zvolili pro sledovani hladiny cytokint metodu
ELISA a jejich vysledky ukazaly sice nizké ale signifikantni snizeni TNFa u skupiny bunék
s LPS, v ptipad¢ bun¢k neovlivnénych LPS nedoslo k signifikantnim rozdili koncentraci
TNFa. Kromé HAES testovali také pisobeni celého Cerva, ovSem taktéz bez statisticky
vyznamnych rozdili hodnot jak u bun€k s LPS, tak bez uziti LPS (Zawistowska-Deniziak
etal., 2017).

Na zéklad¢ téchto vysledkti miizeme usuzovat, ze HAES/A/L maji pozitivni efekt na

-----

Analyza IL-10

Interleukin-10 hraje velmi vyznamnou roli v imunitnich proti-zanétlivych procesech jakozto
inhibitor Th1 imunitni odpovédi (Couper et al., 2008). Krom¢ funkce imunosupresivni je mu
pfipisovana taktéz funkce regulacni — napf. potla¢uje produkci pro-zanétlivych cytokint,
podporuje diferenciaci stfevnich makrofagd, inhibuje prezentaci antigenu u makrofagt
potladenim exprese hlavniho histokompatibilniho komplexu II. t¥idy (MHC-II, major

histocompatibility complex) a kostimula¢nich molekul nebo zajistuje integritu stievnich
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epitelialnich bunék (De Waal Malefyt, 1991; Zigmond et al., 2014; Shouval et al., 2014; Li
et al., 2015; Quiros et al., 2017).

Autori publikace Zawistowska-Deniziak et al. (2017) potvrdili signifikantni snizeni 1L-10
V porovnani s negativni kontrolou u in vitro lidskych THP-1 bun¢k s LPS kultivovanych s ES-
produkty z H. diminuta. ZvySeni genové exprese IL-10 v priabéhu kolonizace H. dimnuta
pozorovali také ve studiich Parfrey et al. (2017) a Jirkti-Pomajbikova et al. (2018) na in vivo
potkanim modelu a taktéz Persaud et al. (2007) zaznamenali narast IL-10 pfi in vivo
experimentech zaméfenych na zmirnéni kolitidy testovanych na mysich. Ve vSech téchto

zminénych studiich komentuji zvySeni IL-10 jako proti-zanétlivy regula¢ni efekt.

Vysledky naSich experimentli ukéazaly, ze makrofagy neovlivnéné zanétem reagovaly
rapidnim zvySenim hladiny genové exprese IL-10 na kultivaci s HJES a s HdL v porovnani
s negativni kontrolou, coz kopiruje vysledky TNFa. Je tedy mozné, Ze makrofagy vnimaji
HJES a HdL jako aktivatory zanétu a produkci IL-10 se snazi docilit inhibice pro-zanétlivych
cytokinti. Existuji studie, které popisuji moznost pteprogramovani IL-10 pod vlivem plisobeni
INFy (interferon-y). Takto fizeny IL-10 aktivuje STAT1 (signal transducer and activator of
transcription 1), ktery ma pro-zanétlivy efekt (Miihl, 2013).

Naproti tomu na extrakty z dospélce reagovaly buiiky jen minimalnim zvySenim hladiny IL-
10 (stejné jako v ptipadé TNFa) oproti negativni kontrole. Extrakt z dospélce HdA se tedy
zdaji byt nejvhodnéjsi pouZzitelnou alternativou pro ptipadnou preventivni biologickou terapii,
protoze nejen Ze v podstaté nevyvolavaji pro-zanétlivou odezvu u makrofagi bez LPS, ale
zaroven inhibuji produkci pro-zanétlivych cytokint stejnou mérou jako v ptipadé¢ HAdES a HAL
u bunék s LPS. U skupin bun¢k ovlivnénych zanétem doslo jen k minimalnimu zvysSeni
hladiny genové exprese IL-10 oproti pozitivni kontrole a lze tedy usuzovat, zZe bunka reaguje

jak na HAES, tak na extrakty HdA i HdL v kombinaci s LPS obdobné.

Analyza IL-18

Interleukin 1 je ¢lenem rodiny IL-1, je jednim z mediatorti pro-zanétlivé imunitni odpovédi

a autoimunitnich poruch (Masters et al., 2009).

Relativni genova exprese IL-1f Vv nasem experimentu koresponduje s predchazejicimi

analyzami TNFa. Bunky neovlivnéné LPS reaguji na HdES/L prudkym zvySenim hladiny

42



IL-18 mRNA, coz ukazuje na silné pro-zanétlivou reakci. V piipadé HdAA doslo také
k signifikantnimu zvyseni IL-1pB, nicméné pouze v fadu jednotek % v porovnani s negativni

kontrolou.

V ptipad¢ makrofagi s LPS-indukovanym zanétem jsme zaznamenali signifikantni snizeni
hladiny IL-1pB vlivem kultivace s HAES a statisticky velmi vyznamny pokles IL-1p u bunék
oSetfenych HdA v porovnani s pozitivni kontrolou. Tato data opét potvrzuji proti-zanétlivy
vliv extraktl z dospé€lce H. diminuta a jejich preventivni u¢inky. Oproti tomu Zawistowska-
Deniziak et al. (2017) neprokazali signifikantni snizeni IL-1f po kultivaci THP-1 buné¢k s ES-
produkty z H. diminuta u bun¢k s LPS v porovnani s kontrolni skupinou. Je mozné, Ze tyto
rozdilné vysledky mohou souviset s nizs$i pouzitou koncentraci LPS (100 ng/ml) v ptipadé

vyzkumu Zawistowska-Deniziak et al. (2017).

Johnston et al. (2010) ve své studii pouzili analyzu IL-1B jako dukaz proti-zanétlivych
imunomodula¢nich uc¢inkd extraktt z H. diminuta na THP-1 makrofazich. Vysledky jejich
zkoumani odhalily signifikantni snizeni produkce IL-1B oproti kontrolni skupiné u bunck

S LPS-indukovanym zanétem.

Analvyza transkripéniho faktoru STAT6

Autofi studie Czimmerer et al. (2018) prokazali, Ze transkripéni faktor STAT6 aktivovany
prostiednictvim interleukinu 4 (IL-4) je nezbytny pro piimou transkripéni represi gent
zahrnutych v polarizaci makrofagti klasickou cestou na MI1. V kone¢ném disledku
to znamend, ze signalni drdha IL-4 — STAT6 vyvolava utlumeni odpovédi makrofagi
na zanétlivé podnéty. Tomuto tvrzeni odpovida také fakt, ze STAT6-deficitni mySi maji
naru$enou produkci IgE proti helmintiim a nejsou schopny je vyloucit (Shaheen & Broxmeyer,
2018). Hunter et al. (2005) se pokouseli pouzitim tasemnice H. diminuta ochranit STAT6-
deficitni mysi pfed uméle vyvolanou DNBS-kolitidou (dinitrobenzene sulfonic acid), nicméné

experiment nebyl uspésny.

Dle nasich vysledkl je zfejmé, ze makrofagy reaguji na ES-produkty (HAES) a extrakt
z larvocyst (HdL) snizenim genové exprese STAT6 ve srovnani s negativni kontrolou, coz
opét koresponduje s vySe popsanymi analyzami cytokinl. Je patrné, ze v piipadé makrofagl
inkubovanych s HAES a HdL probiha polarizace klasickou cestou (M1), tedy pro-zanétlivou.

Oproti tomu u makrofagti inkubovanych s extraktem z dospélce (HdA) nebyl pozorovan zadny
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rozdil v hladinach exprese STAT6. Také skupiny makrofagli s indukovanym LPS-zanétem

nejevily zmény v expresi STAT6 oproti pozitivni kontrole.

Z téchto vysledki lze soudit, Ze proti-zanétlivy ucinek HAES/A/L u bunék s LPS-
indukovanym zanétem (doloZeny vySe popsanymi cytokinovymi analyzami) neni zplisoben

vlivem STAT®6 transkripéniho faktoru.

Analvza receptoru IL-17re

Interleukin 17 receptor E (IL-17re) je soucasti receptoru pro epitelialni interleukin-17C (IL-
17C), ktery byva popisovan jako medidtor pro-zanétlivé imunitni reakce (Song et al., 2011).
Bylo dokézano, ze IL-17C stimuluje uvolnéni TNFa a IL-1B z THP-1 makrofagové bunééné
linie (Li et al., 2000). Autofi publikace Song et al. (2011) také potvrdili, Ze receptor IL-17re

reguluje vrozenou ¢asnou imunitni odpovéd’ vici sttevnim patogentim.

Nase vysledky ukazuji, ze genové exprese receptoru IL-17re se rapidné snizi po kultivaci
bunék s HAES a HAL oproti negativni kontrole. Je tedy ziejmé Ze snizenou expresi receptoru
makrofagy reaguji na zanétlivé procesy (prokazany vyse) uvniti buniky. Podle predpokladu
zustava reakce na HdA u bunék bez LPS bez rozdilu hladin IL-17re v porovnani s negativni
kontrolni skupinou. Co se ty¢e exprese receptoru IL-17re u bunék ovlivnénych zanétem,
nedoslo k zadnym signifikantnim zménam hladin genové exprese ve srovnani s kontrolni LPS
skupinou pravdépodobné proto, zZe pro makrofagy ovlivnéné zanétem nemayji receptory IL-

17re vyznamny uzitek v imunitnich d&jich.

Nasimi experimenty bylo dokdzano, Ze extrakty z dospélce (HdA) vyvolaji na potkanich
derivovanych makrofagéch jen velice mirnou imunitni reakci. Navic, pokud je pouZijeme jako
preventivni aktivatory makrofagh (tedy s Casovym predstihem pied indukci zanétu
bakterialnimi LPS), jsou schopné zmirnit projevy pro-zanétlivé reakce sniZzenim produkce
cytokinit zahrnutych v Thl imunitni odpovédi. Tento vyznamny jev je zpisoben
pravdépodobné urcitymi zatim neidentifikovanymi komponenty z té€la dospélé tasemnice H.
diminuta. Zda se, ze tyto slozky jsou schopné inhibovat celkové (tj. pro- i proti-zanétlivé)
imunitni projevy u potkanich makrofagl neovlivnénych zadnétem. Z SirSiho thlu pohledu tato
myslenka koresponduje s faktem, ze Zzivé dospé€lé tasemnice H. diminuta dokazi rafinované
modulovat hostitelovu imunitni odpovéd’ tak dokonale, Ze 1 jeji ES-produkty, vyznamné pro-

zanétlivé plsobici slozky potvrzené touto studii, zlistanou bez povSimnuti hostitelova
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imunitniho systému a tasemnice si tak zajisti své pteziti. Pro hlubsi poznani tohoto projevu
bude zapotiebi se zamé&fit pfimo na slozky vychazejici z hrubého extraktu H. diminuta a poznat
jejich pusobeni podrobnéji. S myslenou identifikovat proteiny z té€la dospélé tasemnice H.
diminuta piisli pomérné¢ nedavno Miocicki et al. (2018), pficemz na zakladé¢ vyzkumu

ptiblizné u poloviny z 76 analyzovanych proteini pfedpokladaji imunogenni povahu.

V uplném zavéru diskuze mizeme shrnout, ze diky této studii byly odhaleny preventivni
ucinky H. diminuta poprvé i na potkanim in vitro makrofagovém modelu s indukovanym
zanétem. Zaroven se ukazalo, Ze imunomodulaéni cesty puisobeni tasemnice H. diminuta na
organizmus hostitele jsou velice komplexni a pro Gplné pochopeni téchto spletitych drah bude
potieba zahrnout vliv i ostatnich faktorti napf. dalSich bunék imunitniho systému nebo
sttevniho mikrobiomu, ktery taktéz hraje vyznamnou roli v hostitelové imunitnim systému

(Reynolds et al., 2015; Brosschot & Reynolds, 2018).
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6 ZAVER

Vramci této prace byly sledovany tuc¢inky exkreénich/sekre¢nich produkta (HAES)
a extraktl ziskanych z larvalniho stadia (HdL) tasemnice Hymenolepis diminuta a z dosp¢lce
(HdA). Uginky byly testovany na in vitro modelu potkanich z monocytii-derivovanych
makrofagach izolovanych z kostni dfené. Pro sledovani vlivu téchto extrakti byla analyzovana
genova exprese cytokinit TNFa, IL-10, IL-1p, transkripniho faktoru STAT6 a receptoru IL-
17re.

Nejdiive potieba urcit vhodny ¢asovy bod pro analyzy zvolenych cytokint. Pro tyto
ucely byly vytipovany intervaly 4, 8, 12 a 24 hodin od vyvolani zanétu bakterialnimi
lipopolysacharidy (LPS). Analyzovana byla hladina TNFo mRNA, ktera dosahovala
nejvyssich hodnot po 4 hodinach od indukce zanétu. Ctythodinovy interval byl tedy zvolen

jako nejvhodng;si.

Déle bylo zapotiebi zvolit optimalni koncentraci extraktt HdA a HdL a produktii
HdES, kterd bude mit protizanétlivy ucinek. VSechny tfi typy extrakti byly aplikovany
v koncentracich 100, 200 a 300 pg/ml na makrofagy posléze ovlivnéné LPS. Opét byla
analyzovana exprese TNFa. Na zékladé vysledkd byla zvolena koncentrace 200 pg/ml

pro vSechny tii typy extrakti.

Finalni faze této studie zahrnovala analyzu genové exprese bunék ovlivnénych HdA,
HdL nebo HAES a vysledky téchto analyz byly porovnany s hodnotami genové exprese bunék
posléze ovlivnénych zanétem. U vSech tii typt extraktli byl pozorovan silny imunomodulaéni
efekt. Makrofagy neovlivnéné zanétem reagovaly na HJES a HdL pro-zanétlivou imunitni
odpovédi, oproti tomu na extrakty HdA reagovaly jen velice mirng€. V ptipadé makrofagi
S LPS-indukovanym zanétem doslo ke zmirnéni pro-zanétlivé imunitni odpovédi jak vlivem

extrakti HdA a HdL, tak vlivem HAES produktt.
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