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1. Uvod

V poslednich desetiletich byl u lidi ve vyspélych zemich zaznamenan prudky narast
prevalence autoimunitnich onemocnéni (Lerner et al., 2015). Tento nartst neni dosud zcela
objasnén, ale na zakladé ,,0ld friends* hypotézy se predpoklada, ze je spojen s modernim
zpusobem zivota (Rook, 2012). Tento zivotni styl obnasi vysoké hygienické standardy,
nadmérné uzivani antibiotik a eradikaci parazitd, zejména helmintt (Hernandez et al., 2013;
Rook, 2012). Na zakladé epidemiologickych studii bylo zjisténo, Ze u lidi v zemich tietiho
svéta, kde jsou helmintdzy Casté, nebyl zaznamenan vyssi narist autoimunitnich onemocnéni
(napt. Yazdanbakhsh et al., 2002; Weinstock, 2012). Na zaklad¢ takového zjisténi zacal byt
zkouman vliv helmintd, nejéastéji zastupcu tiid Cestoda, Nematoda a Trematoda, na vyse
zminéna onemocnéni (Helmby, 2009; Johnston et al, 2009; Summers et al., 2003; Zaccone et
al., 2013). Dosud bylo objasnéno nékolik imunomodula¢nich mechanizmd, kterymi helminti
ovliviiuji organizmus hostitele (Elliott & Weinstock, 2012; Weinstock & Elliott, 2014;
Zaccone et al., 2013). Nejpodstatnéjsim mechanizmem je indukce Th2 imunitni odpovédi
odpovédi a naslednému potlaceni zanétlivych procestt (Hunter et al., 2005; McSorley
& Maizels, 2012; Weinstock & Elliott, 2013).

1.1. Helminti

Helminti jsou skupina riznorodych organizmit, do které jsou zahrnovani platyhelminté
(Cestoda, Trematoda, Monogenea), hlistice (Nematoda), vrtejsi (Acanthocephala), dale pak
vifnici, parazitické plosténky, strunovci, pijavky a pasnice (Volf & Horak, 2007).

Ttida Cestoda zahrnuje okolo 5000 druhii tasemnic. Jsou to parazité v§ech skupin obratlovc.
Nejvice tasemnic nalezneme u ryb a paryb. VétSina tasemnic, az na vyjimky, kolonizuje travici
soustavu. Tiida Trematoda zahrnuje okolo 8000 druhti. Jedna se pfedevs§im o endoparazity
obratlovcll, ¢astecné o ektoparazity. Mohou parazitovat ve vSech organovych soustavach
(travici soustava, dychaci soustava, krev, nervova soustava, urogenitdlni soustava atd.). Ttida
Nematoda jsou hlistice, parazité obratlovci, bezobratlych i rostlin. Nektefi zastupci Ziji
volnym zplisobem zivota. Dodnes je popsanych téméf 20 tisic druht. Hlistice jsou
lokalizovany v riznych organovych soustavach, napt. krevni ¢i lymfaticky obéh, travici
soustava, nervova, dychaci, urogenitalni soustava, srdce, t€lni dutiny ¢i kiize (Roberts et al.,

2013; Volf & Horak, 2007).



Helminti maji rizny vyvojovy cyklus, ktery zahrnuje jednoho 1 vice hostitelt,
tzv. definitivnich hostitelt a mezihostiteli. V této skupiné nachézime jak jedince s pfimym
vyvojovym cyklem (jeden hostitel), tak s nepiimym cyklem, ktery mtize byt dvouhostitelsky,
tithostitelsky, ojedinéle ¢tythostitelsky i vicehostitelsky (Volf & Horak, 2007). U nékterych
helmintli se setkdvame s tzv. paratenickym hostitelem. V tomto se pouze hromadi larvalni
stadia, u kterych nedochazi k dalsimu vyvoji, ale jsou infekce schopna pro dalsiho hostitele.
Pro pieziti helmintd v hostiteli je velmi dilezita jejich adaptace. Takova adaptace muze
spoCivat napf. v raznych zpisobech maskovani [hostitelské molekuly jsou zaclenény
do struktur na povrchu helminta], obran¢ proti hostitelové imunité¢ [obména povrchovych
antigenl, blokovani kaskady komplementu] nebo morfologické adaptace [pfichycovaci
organy] (Volf & Horak, 2007).

Nekteti helminti jsou organizmy, které pro sebe ziskavaji ziviny z hostitelského
organizmu a se svym hostitelem jsou v symbiotickém vztahu (Volf & Horak, 2007). Dle
povahy tohoto souziti je mozné helminty délit do né€kolika skupin, a t0 napf. parazité,
komenzalové ¢i mutualisté. Pokud helmint na svém hostiteli parazituje, $kodi mu a prospéch
z tohoto souziti je pouze na strané parazita, jedna se o parazitismus. Naopak mutualismus je
vzajemné souziti dvou a vice organizmi, Z kterého maji prospéch vSichni zucastnéni.
Komensalismus je dal§im piikladem souziti, kdy jeden organizmus ma uzitek, druhy ne, ale

tento neni poskozovan.

1.2.  Helminti a helmintoterapie
Helminti dokézi zit spolu se svym hostitelem po dlouhou dobu aZ v fadech desitek let. U téchto
organizmu se vyvinuly rizné dimyslné strategie pro jejich pieziti v hostiteli, zejména pak
schopnost manipulovat s imunitou svého hostitele (Ditgen et al., 2014; Elliott & Weinstock,
2012; Girgis et al., 2013). Vzhledem k imunomodula¢ni schopnosti helmintd v organizmu
hostitele, infekce nékterymi z nich mohou mit pozitivni vliv na pribéh autoimunitnich
onemocnéni u lidi a tak mohou byt potencionalné vyuziti K jejich terapii, tzv. helmintoterapii
(Helmby, 2015; Weinstock, 2012; Weinstock & Elliott, 2014). Principem helmintoterapie je
striktné kontrolovana infekce nepatogennim ¢i mirné patogennim helmintem (Weinstock,
2012).

K rozvoji helmintoterapie ptispélo zformulovani tzv. ,,0ld Friends* hypotézy (Rook,
2012). Podle této hypotézy se evoluce ¢lovéka poji s vytvoienim tzkych a velmi slozitych
vztahll mezi jeho organizmem a mnoha dal$imi organizmy (tj. viry, bakterie, jednobunécné
houby, prvoci a helminti), ktefi napomahaji k potfebnému rozvoji imunitniho systému
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a imunoregulaci. Dle ,,01d Friends* hypotézy doslo k naruseni téchto kiehkych vztahti v dobé
druhé epidemiologické transmise (tj. prumyslovéa revoluce), kdy spolecenstvo lidi zacalo
prechéazet na tzv. moderni zpiisob zivota (Rook, 2012). Moderni zivotni styl zahrnuje piehnané
zvySeni hygienickych navyku lidi ve vyspélych zemich, chemické oSetfovani vody, snizeni
potravni pestrosti, omezeny kontakt se zvifaty, nadmérné uzivani antibiotik a v neposledni
fad¢ dehelmintizaci. Toto vSe postupné vedlo k naslednému naruseni rovnovahy imunitniho
systému a imunoregulace Clovéka a také K rozvoji ruznych autoimunitnich onemocnéni
(Ditgen et al., 2014; Falcone & Pritchard, 2005; Rook, 2012). Tento fakt plati pfedevs§im
pro zapadni civilizace. Na podkladé této hypotézy bylo provedeno mnoho experimenti, které
prokazaly, ze néktefi helminti mohou svymi imunomodula¢nimi schopnostmi pozitivné
ovlivitovat prub¢h a projev autoimunitnich onemocnéni lidi (Ditgen et al., 2014; Helmby,
2009; Hernandez et al., 2013; Weinstock & Elliott, 2014; Zaccone et al., 2013).
Autoimunitni onemocnéni, napft. idiopatické stievni zanéty, roztrouSena skleroza,
revmatoidni artritida, diabetes mellitus I, spadaji spole¢né s alergiemi do komplexu imunitné
zprostiedkovanych onemocnéni (Kuek et al., 2007; Williams & Meyers, 2002). V souvislosti
s terapii helminty jsou nejéastéji studovanymi onemocnénimi idiopatické stievni zanéty
(Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida). Jednd se o chronicka, recidivujici zanétliva
onemocnéni tenkého a tlustého stieva, kterd jsou vyvolana aktivaci Thl typu imunitni

odpovédi (Kaser et al., 2010; Weinstock & Elliott, 2014; Wilson & Maizels, 2003).

1.2.1. Imunomodula¢ni mechanizmy helminti

Helminti maji schopnost modulovat imunitni systém svého hostitele (McSorley & Maizels,
2012; Weinstock & Elliott, 2014). Existuje n¢kolik moznych mechanizmii, kterymi helminti
ovlivituji imunitni Systém svého hostitele a které mohou byt vyuzité pii terapii autoimunitnich
onemocnéni ¢i alergii (Ditgen et al., 2014; Elliott & Weinstock, 2012; McSorly et al., 2013).
V téle hostitele vyvolaji napt. aktivaci makrofagl, dendritickych bun¢k a B bunék, expresi
Foxp3, aktivaci regulacnich CD4+ T bunék a nasledné vznik Th2 imunitni odpovédi a s ni
souvisejici produkci protizanétlivych cytokint (Ditgen et al., 2014; Elliott & Weinstock, 2012;
McSorley & Maizels, 2012; Weinstock & Elliott, 2014).

1.2.1.1. Th2 imunitni odpovéd’
Jednim ze stézejnich mechanizmt, kterymi helminti ovliviiuji imunitni systém hostitele, je
schopnost indukovat Th2 imunitni odpovéd’ (McSorley & Maizels, 2012; Weinstock & Elliott,

2014). Tato je zprostiedkovavana CD4+ T pomocnymi buiikami typu 2 (Th2 buiky) a s nimi
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IL-13, IL-25, IL-31, nebo TGF-B [transforming growth factor beta] (Ditgen et al., 2014;
Helmby, 2015; Weinstock & Elliott, 2014). Tyto cytokiny maji schopnost alternativni aktivace
makrofagii, dokazi mobilizovat a aktivovat dalsi typy bunck (napft. eozinofily, zirné bunky,
NK bunky), efektorové molekuly (tj. protilatky IgE, 1gG1, 1gG4) nebo slozky komplementu
(Anthony et al., 2007; Ditgen et al., 2014; Elliott & Weinstock, 2012; Maizels & Holland,
1998). Cilem Th2 imunitni odpovédi hostitele je vypuzeni ¢i znieni parazita (Ditgen et al.,
2014; Persaud et al., 2007). Vedlejsim ucinkem Th2 imunitni odezvy je inhibice
prozanétlivych (Thl) imunitnich procesit v hostitelském organizmu. Pravé tento efekt je
vyuzivan tzv. helmintoterapii pro zmirnéni autoimunitnich onemocnéni, kde je aktivovéana
Thl odpovéd, napt. u Crohnovy choroby (Elliott & Weinstock, 2012; Hunter et al., 2005;
Weinstock & Elliott, 2013).

Jednim z dilezitych mediatord Th2 imunity je interleukin 10 [IL-10] (Hunter et al.,
2005; Persaud et al., 2007). Jde o takzvany protizanétlivy cytokin, produkt Th2 bunék, ktery
je produkovan makrofagy, dendritickymi buitkami, B-buitkami a riznymi populacemi CD4+
a CD8+T bun¢k. Interleukin 10 ma schopnost inhibovat Thl imunitni odpovéd’ a pomaha
omezit tvorbu prozanétlivych cytokint, jako jsou IL-1, IL-6, IL-12, tumor nekrotizujici faktor

a - TNF-a, a také nékterych chemokint (Couper et al., 2008).

1.2.2. Helminti v helmintoterapii
Dosud nejvyznamnéj$i a nejvice zkoumani zastupci helmintti v souvislosti s helmintoterapii
jsou hlistice Trichuris suis, Necator americanus, Trichinella spiralis, tasemnice Hymenolepis

diminuta nebo motolice Schistosoma mansoni (Helmby, 2015; Hernandez et al., 2013).

Trichuris suis

Trichuris suis patii mezi hlistice (Nematoda), fad Enoplida. Ma ptimy vyvojovy cyklus a jeho
hostitelem jsou prasata (prase domaci, prase divoké). Clovék miize byt ndhodnym hostitelem
(Beer, 1972; Volf & Horak, 2007). Dospélci jsou lokalizovani v tlustém nebo ve slepém
stieve. Vajicka T. suis odchazi z téla hostitele spolu s jeho trusem, ve vnéj§im prostiedi se ve
vajicku vyviji infekéni L1 larva. Po pozieni infekce schopného vajicka hostitelem se v tlustém
stievé L1 larvy z vaji¢ka uvoliuji a zavrtavaji se do jeho sliznice, kde prod€lavaji dalsi vyvoj
az do preadultniho stadia L5. To se opét uvolituje do lumen kolonu, kde dospiva a dospélci

T. suis se opét zavrtavaji zuzenou predni ¢asti do sliznice tlustého stieva (Roberts et al., 2013).



Trichuris suis indukuje u svého hostitele Vv pribéhu somatické migrace v sliznici
(Summers et al., 2003). Terapeuticky potencial T. suis byl testovan v klinickych studiich
na pacientech s Crohnovou chorobou a ulcerézni kolitidou (Summers et al., 2005a; Summers
et al., 2005b). Pacienti terapii s vajicky T. suis dobte tolerovali a zaroven bylo pozorovano
zlepseni jejich zdravotniho stavu nebo dokonce remise onemocnéni (Summers et al., 2005a;
Summers et al., 2005b). V ramci terapie T. suis byl testovan a komer¢né distribuovan
ptipravek TSO® (Trichuris suis ova; www.ovamed.de). Jednalo se o vajicka T. suis, uréena
K terapeutickym ucelim. Bohuzel byla v klinickych studiich zjisténa snizena Uc¢innost
ptipravku, ktera byla pravdépodobné zplsobena nevhodnym zplsobem jeho piipravy
(Helmby 2015).

Necator americanus
Necator americanus patii mezi hlistice (Nematoda), fad Strongylida, ma pfimy vyvojovy
cyklus, definitivnim hostitelem je ¢lovék (Volf & Horak, 2007). Vajicka odchazi z téla
hostitele spolu s jeho stolici. Ve vnéjsim prostiedi se ve vajicku ryhuje larva L1, ktera
tenkosténny obal vaji¢ka opousti a preméiuje se pies L2 stddium na infekce schopnou L3
larvu. K nakaze hostitele L3 larvou dochazi perkutanné nebo peroralné. V téle hostitele se
larvy dostanou krvi do plic, kde prodé€lavaji dalsi vyvoj do preadultniho stddia LS. Toto je pies
pradusky a hltan vykaslano, spolknuto a nasledné se L5 stadium dostava do tenkého stieva,
kde dochazi k vyvoji dospélcti této hlistice. Dospélci se prichycuji svymi Gstnimi kapsulami
ke klktim tenkého stieva (Roberts et al., 2013). Infekce N. americanus vyvolava u hostitele
silnou Th2 imunitni odpovéd’ spolu s produkei cytokinu IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 (Gaze
etal., 2012).

V ramci helmintoterapie byl N. americanus testovan v klinickych studiich na lidech
s Crohnovou chorobou, celiakii a astmatem. V piipadech astmatu nebylo zaznamenano zadné
vyrazné zlepSeni klinickych pfiznakii onemocnéni, u pacientll s celiakii byla pozorovana
piitomnost eozinofild ve stfevé (Daveson et al., 2011; Feary et al., 2009; McSorley et al.,
2011). U mensi ¢asti infikovanych pacientd s Crohnovou chorobou bylo zaznamenano snizeni

indexu urcujiciho aktivitu onemocnéni a to i 45 tydnu po infekci (Croese et al., 2005).

Trichinella spiralis
Trichinella spiralis patfi mezi hlistice (Nematoda), fad Enoplida. Parazituje u fady savci
véetné Cloveéka. Dospélec je lokalizovan v tenkém stievé hostitele (Volf & Horak, 2007).
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Zivotni cyklus této hlistice probiha pouze v téle jednoho hostitele, ktery je definitivnim
hostitelem i mezihostitelem zaroven (Volf & Horak, 2007; Roberts et al., 2013). Samice
T. spiralis lokalizované v tenkém stfevé kladou larvy L1, které se skrze sténu stfeva dostavaji
do krevniho ob&hu a nasledné do pfi¢né pruhovaného svalstva. Tady se L1 larvy zapouzdii
a vznikne cysta uvnitt svalového vlakna. Tato cysta s infekce schopnou L1 larvou vyckava
na pozieni svaloviny dal§im hostitelem. V téle dalsiho jedince se z cysty uvolni larvy L1, které
se dale vyviji a dospivaji (Volf & Horak, 2007).

V souvislosti s helmintoterapii byl testovan efekt exkre¢nich a sekre¢nich produkti
(ES-produkty) riznych stadii T. spiralis na autoimunitni onemocnéni (Bai et al., 2012;
Zaccone & Hall, 2013). Tyto ES-produkty ziskané kultivaci T. spirallis indukuji u hostitele
Th2 imunitni odpovéd’ a zaroven produkci protizanétlivych cytokint (Bai et al., 2012;
Zaccone & Hall, 2013). Efekt T. spiralis byl, na rozdil od vySe zminénych helmintich
kandidati, testovan pouze na zvifecich modelech. Naptiklad pouziti ES-produkti z dospélcii
T. spiralis vedlo ke zlepseni indukované kolitidy u mysiho modelu (Yang et al., 2014). Také
byl zaznamenan pozitivni efekt na diabetes mellitus | opét u mysiho modelu (Saunders et. al.,
2007).

Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni patii mezi motolice (Trematoda), ¢eled’ Schistosomatidae. Ma neptimy
vyvojovy cyklus, definitivnim hostitelem je ¢loveék a dalsi primati, ptipadné i hlodavci,
a mezihostitelem je plz. Dospélci jsou lokalizovani v cévach mezenteria (Volf & Horak, 2007,
Roberts et al., 2013). Vajicko motolice opousti télo hostitele spolu s jeho trusem, kde se z ngj,
ve vodnim prostfedi, uvoliiuje prvni larvalni stddium, tzv. miracidium, které infikuje plze.
V mezihostiteli se vyviji dalsi larvalni stadia a to sporocysty a cerkarie. Cerkarie opousti plze
a perkutanné infikuje definitivniho hostitele a méni se na stadium schistosomuly migrujici
krevnim fecistém do cév mezenteria, kde dospiva (Volf & Horak, 2007).

Vajicka S. mansoni obsahuji latky, které maji schopnost indukovat u hostitele Th2
imunitni odpovéd’ a ta mize pozitivné ovlivnit néktera autoimunitni onemocnéni (Grzych et
al., 1991; Zaccone et al., 2013). Schistosoma mansoni byla v ramci helmintoterapie testovana
pouze na zvifecich modelech. U mysi bylo zjisténo, ze ES-produkty ziskané z jejich vajicek
az dospélcti zmirnuji prabéh diabetes mellitus 1 (Cooke, 1999; Zaccone & Hall, 2013;
Zaccone et al., 2003). Pii infekci S. mansoni také u mysiho modelu bylo zjisténo, ze dochazi

ke snizeni pfiznakd autoimunitni artritidy (Osada et al., 2009).



Testovani dalSich vhodnych kandidatua pro icely helmintoterapie
Jak bylo popsano vySe, pro ucely helmintoterapie bylo testovano jiz nékolik vybranych
kandidati helmintd a to jak v klinickych studiich, tak na zvifecich modelech. Nicméné jejich
imunomodula¢ni mechanizmy a vlivy na imunitné zprostfedkovana onemocnéni se lisi,
vyvstava tedy potieba hledat dalsi kandidaty pro nova testovani. Vhodni kandidati by méli byt
vybirani na zakladé n¢kolika kritérii popsanych ve studii Lukes et al. (2014):
e zivotni cyklus bez somatické ¢i viscelarni migrace, poptipad€ s minimalni migraci;
e nulova nebo nizké patogenita s minimalnimi klinickymi ptiznaky trvajicimi po kratkou
dobu;
e lokalizace dospélct v travicim traktu;
e Minimalni moznost Sifeni infek¢nich stadii do prostieds;
e moznost ziskat sterilni infekéni stadia;
e dostatetné =znalosti hostitelské specifity, biologie, epidemiologie a patogenity
organismu;
Na zakladé téchto kritérii byla pro tcely vyzkumu helmintoterapie také vytipovana tasemnice

Hymenolepis diminuta.

1.3.  Hymenolepis diminuta

Hymenolepis diminuta je kosmopolitné rozsifena tasemnice nalezici do tfidy Cestoda a ¢eledi
Hymenolepididae s neptimym vyvojovym cyklem (Volf & Horak, 2007). V poslednich letech
je studovana v kontextu helmintoterapie (napi. McKay, 2010; Persaud et al., 2007; Webb et
al., 2007).

1.3.1. Vyvojovy cyklus Hymenolepis diminuta
Hymenolepis diminuta ma nepiimy vyvojovy cyklus, ktery zahrnuje definitivniho hostitele
(potkan, krysa) a mezihostitele (bezobratli, nejéast&ji brouci z éeledi potemnikoviti). Clovék
je spiSe jejim nahodnym hostitelem (Andreassen et al., 1999; McKay, 2010; Volf & Horak,
2007). Nalezy H. diminuta u lidi jsou vétSinou nahodné, protoze jsou tyto infekce v pievazné
vétsin€ piipadi asymptomatické (Kalaivani et al., 2014; Nkouawa et al., 2015).

Vajicka H. diminuta odchazeji z t¢la hostitele spolu s jeho trusem a jsou schopna
ve vné&jsim prostiedi piezit deset dni (Volf & Horak, 2007). Vajicko obsahuje larvalni stadium,
tzv. onkosféru, se zavésnym aparatem zvanym hexakant. Po pozieni vajicka mezihostitelem

dojde v jeho stievé k uvolnéni onkosféry, ta migruje do jeho télni dutiny, kde se preménuje



na dalsi larvalni stadium, tzv. cysticerkoid [dale jako larvocysta] (Andreassen et al., 1999).
Definitivni hostitel se infikuje pozienim mezihostitele s infekce schopnymi larvocystami
(Andreassen et al., 1999). V tenkém stiev¢ definitivniho hostitele dochazi k uvolnéni larvocyst
z téla mezihostitele (Obr. 1). Po infekci dochazi ve stfevé definitivniho hostitele
k ptichycovani larvocysty k mukoze a k jejich dospivani béhem 18-21 dni (tzv. prepatentni
perioda). V patentni period¢ infekce se v téle hostitele jiz nachazi dospélec schopny produkce

vajicek (Andreassen et al., 1999).

A= Infective Stage
£\ = Diagnostic Stage

o Cysticerci in body cavity
of insect ingested by
radent or human

SAFER-HEALTHIER: FPEQPFLE™

Oncospheres hatch and
penetrate intestinal wall

Ingested by an arthropod
intermediate host

Eggs passed in feces e gravid proglottids
Obr. 1: NepFimy vyvojovy cyklus Hymenolepis diminuta
(zdroj: http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis/index.html)

1.3.2. Morfologie Zivotnich stadii Hymenolepis diminuta
Délka dospélce H. diminuta se pohybuje mezi 20 — 90 cm. Jeji skolex nese ¢tyfi kruhovité
ptisavky s vysunovacim chobotkem bez hackd. Segmentované télo je tvofeno jednotlivymi

proglotidy, jez obsahuji jak samidi, tak saméi pohlavni organy. Ziviny piijima celym
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povrchem téla, protoze u tasemnic je naprostd absence traviciho systému. Povrch téla kryje
glykokalyx, jehoz hlavni funkci je chranit H. diminuta ve stfevé definitivniho hostitele (Volf
& Horak, 2007).

Vajicka H. diminuta jsou silnosténna, kulata, o velikosti 60 az 80um a obsahujici
onkosféru s hexantem uvnitt. Navic pro vajicka H. diminuta jsou typicka poutka na pdlech
onkosfér, ¢imz se odliSuje napiiklad od Hymenolepis nana. K jejich vylouceni z dospélé
tasemnice muze dojit dvéma zpisoby a to uvolnénim vajicka z ¢lanku pies uterinni por nebo
uvolnénim ¢lanku, ktery obsahuje vajicka (Volf & Horak, 2007). Z onkosfér, uvolnénych

z vajicek, se v téle mezihostitele lihnou larvocysty (Roberts et al., 2013).

1.3.3. Imunomodulaé¢ni efekt Hymenolepis diminuta
Imunomodulac¢ni efekt H. diminuta na hostitelsky organizmus spo¢iva v indukci Th2 imunitni
Vv alternativni aktivaci makrofagh a T-regulacnich bunék v tenkém stfevé (McKay, 2010;
Persaud et al., 2007; Hernandez et al., 2013; Webb et al., 2007).

Tyto imunomodula¢ni mechanizmy Hymenolepis byly zkoumany piedevs§im na mys$im
modelu. Nicméné my$ neni pfirozenym hostitelem H. diminuta a tak dochazi k jejimu
vypuzeni béhem 9-14 dni po infekci (Andreassen et al., 1999; McKay, 2010). Piesto
H. diminuta u mysiho modelu indukuje Th2 imunitni odezvu spolu s produkeci cytokind IL-4,
IL-9, IL-13, které inhibuji diferenciaci a aktivaci Th1l bunék (McKay, 2010; Persaud et al.,
2007). Ptestoze je potkan ptirozenym hostitelem H. diminuta, je u né&j dosud znamo pouze
malé mnozstvi informaci o imunomodulaénich mechanizmech pti infekci H. diminuta. Byla

zaznamenana zvysSena genova exprese cytokint IL-4, IL-5, IL-13 (Webb et al., 2007).

1.3.4. Infekce ¢lovéka tasemnicemi rodu Hymenolepis

Obecné lze predpokladat, ze nakaza tasemnicemi rodu Hymenolepis u lidi je zpisobena
pievazné¢ dvéma druhy a to H. nana a H. diminuta, pficemz infekce H. nana je cetnéjsi
(Nkouawa et al., 2015). Tato tasemnice dokaze sviij dvouhostitelsky nepiimy vyvojovy cyklus
Vv pfipadé ,,nutnosti* vyuZit i jako jednohostitelsky. To znamend, ze ve stfevé definitivniho
hostitele probéhnou vsechny faze vyvojového cyklu, kdy se ve stievé z onkosféry uvolnéné
z vajicka vyvine larvocysta, ktera zaroven dospiva. Tudiz k vyvojovému cyklu nepotiebuje

mezihostitele a u ¢lovéka je Casta autoinfekce (Volf & Horak, 2007).



Hymenolepis diminuta je kosmopolitn¢ rozsifena, nejcetnéjsi vyskyt této komensalni
tasemnice je v tropickych a subtropickych oblastech a celkové v oblastech s nizkou hygienou
(Nkouawa et al., 2015). Infekce H. diminuta u ¢lovéka je vétSinou asymptomaticka, vzacné se
muze objevit bolest bficha, prijem ¢i podrazdénost (Kalaivani et al., 2014). Hlavnim zdrojem
nakazy H. diminuta je poziti tepelné nezpracované potravy kontaminované infikovanymi
brouky — mezihostiteli (Kotodziej et al., 2014). Diagnostika pfitomnosti H. diminuta
se provadi vySetienim stolice a v ni piipadné pfitomnych vaji¢ek tasemnice (Kalaivani et al.,
2014; Nkouawa et al., 2015).
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2. Cil prace
Hlavnim cilem této prace je sledovani zmén genové exprese interleukinu 10 (IL-10) u potkana
jako modelového organizmu v prubéhu infekce tasemnici Hymenolepis diminuta v prepatentni

a patentni period¢ infekce.
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3. Material a metody

3.1. Plan experimentu

V ramci ptedlozené prace byly provedeny dva experimenty s ozna¢enim A a B.

Experiment A

Cilem experimentu A bylo sledovani exprese interleukinu 10 (IL-10) v dlouhodobém ¢asovém
useku v pribéhu prepatentni a patentni periody infekce Hymenolepis diminuta. Celkova délka
trvani experimentu byla 45 dni. K pokusu byly pouzity dvé skupiny zvifat (n=5/1 skupina):
(i) experimentalni (infikovana H. diminuta) a (ii) kontrolni (bez infekce H. diminuta). Zvitata
V experimentalni skupiné¢ byla na pocatku experimentu dva dny po sobé infikovana

larvocystami H. diminuta a dale jim byly prubézné odebirany vzorky krve (viz. Obr. 2).

Legenda:

Infekce larvocystami tasemnice UH
== Odbér krve Experiment A I I I I I I I
rrrrrrerrrrrerrerrrrrrr T Tl
Den ¢ 10 20 30 40 50

Obr. 2: Plan experimentu A: Celkova délka experimentu byla 45 dni, infekce potkani
Hymenolepis diminuta probéhla v den 0 a v den 1, krev byla odebirana v den 0, 6, 12, 18,
27,36 a 45.

Experiment B

Na zaklad¢ vysledkti experimentu A byl naplanovan a proveden navazujici experiment B,
jehoz cilem bylo sledovat genovou expresi IL-10 pouze v prepatentni periodé. Délka trvani
byla, oproti prvnimu, pouhych deset dni. K pokusu byly opét pouzity dvé stejné velké skupiny
zvitat (n=5/1 skupina): (i) experimentalni (infikovana H. diminuta) a (ii) kontrolni (bez
infekce H. diminuta). Potkani byli infikovani larvocystami tasemnice dva po sobé& jdouci dny

a v dalsich dnech byla obéma skupinam odebirana krev (viz. Obr. 3).
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Legenda: I:I I:I
Infekcee larvocystami tasemnice
mmm  Odbérkrve I I
Experiment B
|
2

Den 0

Obr. 3: Plan experimentu B: Celkova délka experimentu byla 10 dni, infekce potkand

Hymenolepis diminuta probéhla v den 0 a v den 1, krev byla odebirana v den 0, 2, 4, 6, 8 a 10.

3.2.Kultivace helminta

V ramci obou vySe popsanych experimenti byla pouzita tasemnice H. diminuta. K jeji
kultivaci v laboratornich podminkach vyuzivame jeji ptirozeny vyvojovy cyklus. Dospélec je
udrzovan v rezervoarovych SPF (Specific Pathogen Free) outbrednich potkanech Wistar.
Potkani jsou chovani v chovnych boxech, pfi teplotach 22 az 24°C, ve 12h dennim rezimu,
ve standardnich podminkéch akreditovaného zvétince Parazitologického tstavu (Biologické
centrum AV CR v.v.i., Ceské Bud&ovice). Trusem potkanii, ktery obsahuje vajicka
tasemnice, jsou krmeni potemnici (Tenebrio molitor) ptedstavujici mezihostitele
Vv laboratornich podminkach. Ti jsou chovani v boxech pfi stabilni teploté 28°C s 12h dennim
rezimem (bilé svétlo 18W zativkou s Casovym spinacem). Po tfech tydnech se v télni dutiné

potemnikil vyvijeji infekéni larvocysty, kterymi 1ze dale infikovat potkany.

3.3.Experimentalni zvirata

3.3.1. Outbredni potkani

Pro experiment byli standardné pouzivani SPF outbredni potkani Wistar, samice, staii 12
tydnd, z chovii Envigo RMS SRL (Udine, Italie; distributor Anlab s.r.o., Praha, Ceska
Republika). Experimentalni potkani jsou chovani v bariérovém chovu v systému individualné
ventilovanych jednotek (Green Line Sealsafe Plus Rat, Trigon plus s.r.o., Cestlice, CR)

ve stejném zvétinel a podminkéach popsanych vyse (viz kapitola 3.2.).

Infekce potkanii

V den infekce potkanid byly vypreparovany infekcni larvocysty z infikovanych potemnik.
Pied vlastni preparaci byla hlava brouka odsttizena, télni dutina medialné rozstfizena a pomoci
stiicky s fosfatovym fyziologicky roztokem (dale PBS) byly z téla vyplaveny larvocysty

na Petriho misku. Ty byly poté, pomoci automatické pipety, pfemistény na Cistou Petriho
13



misku a znovu tadné¢ promyty dostateénym mnozstvim PBS roztoku. Takto osetiené
larvocysty byly nasledné pouzity k infekci potkanti. Potkani v experimentalni skupiné byli
infikovani dva po sobé jdouci dny (pro zvySeni GspéSnosti infekce) vzdy 10-15 larvocystami
v PBS roztoku a to peroralné pomoci jicnové sondy. Jedincim v kontrolni skupiné byl
aplikovan pouze PBS roztok jako placebo (pro vyrovnani stresovych podminek piisobicich

na zvirata v experimentalni i kontrolni skuping).

Kontrola infekce potkani

Po uplynuti prepatentni periody (16 — 21. den po infekci potkanti larvocystami) byla pomoci
modifikované Sheatherovy flotaéni metody (Sheather, 1923) a svételné mikroskopie
zkontrolovana uspésSnost infekce potkant. V pfipad€¢ pozitivni infekce potkant byla
detekovana vajicka H. diminuta s charakteristickymi znaky a to kulaty nebo ovalny tvar,
velikost 60-80 pum, onkosféra s pozorovatelnym hexakantem v jeho stfedu, silna a pii¢né

pruhovana sténa.

Odbéry krve potkani

Pro ucely sledovani genové exprese interleukinu 10 (I1L-10) byly potkaniim odebirany vzorky
krve a to v pravidelnych intervalech rovnomérné rozlozenych v prib&hu obou experimentt.
Kazdy potkan byl, pted vlastnim odbérem krve, nejprve uspan inhala¢ni anestezii s pouzitim
izofluranu a anesteziologického piistroje (Matrx VMR®, Dayton, Ohio, USA). Z vnitiniho
koutku oka, pomoci odbérové sklenéné kapilary bez protisrazlivych aditiv, bylo odebrano 250
ul krve do 0,5 ml EDTA MiniCollect® zkumavek (DiaLab spol. s.r.o., Praha, CR). Ta byla
okamzit€¢ promichana, aby nedoSlo k vytvofeni srazeniny. Poté byla krev pifenesena
do pripraveného roztoku RiBo Ex v 1,5 ml zkumavce Eppendorf (soucast kitu HybridR Blood

RNA Kit). Pfed dalsim zpracovanim byly takto pfipravené vzorky krve umistény na ledu.

3.4.Genova exprese interleukinu 10
Pro tcely zjisténi genové exprese IL-10 byly pouzity tyto chemikélie a kity:
e HybridR Blood RNA Kit (GeneAll Biotechnology, Soul, Jizni Korea)
e High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA)
e 5x Hot FirePol® Probe gPCR Mix Plus (Solis Biodyne, Tart, Estonsko)
e |L-10TagMan gene expression assay for rats (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
USA)
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e UBC TagMan gene expression assay for rats (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
USA)
e Chloroform (Penta, Praha, Ceska Republika)

Izolace RNA z krve

K izolaci celkové RNA byl pouzit kit HybridR Blood RNA Kit podle navodu vyrobce.
Odstiedivka potiebna pii zpracovani vzorku krve: Centrifuga 5415R (Eppendorf, Hamburk,
Némecko). Po izolaci celkové RNA byla jeji koncentrace zmétena v ng/ul na spektrofotometru
NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA).

Reverzni transkripce

Ziskané vzorky celkové RNA slouzily jako substrat pro reverzni transkripci (High Capacity
RNA-to-cDNA Kit) dle navodu vyrobce. Vychozi mnozstvi RNA ve vsech reakcich bylo
stejné (1 pg). Takto vznikla smés (20 ul) byla inkubovana v PCR cycleru BioRAD T100 ™
Thermal Cycler (Hercules, Kalifornie, USA) za nasledujicich podminek: 37°C/60 min, 5°C/5

min a 4°C/eo.

Real-time PCR reakce
Pro piipravu RT-PCR reakce bylo pouzito: 5x Hot FirePol Probe gPCRMIX Plus, specificka
fluorescenéné znacena sonda a primery pro 1L-10 (IL-10 Tagman gene expression assay pro
potkany), specificka sonda a primery pro kontrolni (house-keeping) gen ubigitin - UBC (UBC-
Tagman gene expression assay pro potkany, Thermo Fisher Scientific) a bila 96-jamkova
deska s transparentni folii

Nejdtive bylo potieba piipravit a rozvrhnout si 96-jamkovou desticku dle poctu vzorku
a jednotlivych specifickych sond (IL-10 a UBC). Jednotlivé reakce byly pro kazdy izolovany
vzorek provadéné v triplikatech a jako kontrolni gen byl pouzit UBC. Do oznacenych jamek
byl postupné pipetovan gPCR Mix (14 ul) spolu se specifickou sondou a primery pro IL-10
ptipadné pro UBC (1 pl). Poté bylo do kazdé jamky pifidano 5 ul cDNA, ktera byla pfed timto
pouzitim 10-krat nafedéna. Kazda jamka tedy obsahovala 20 pul finalniho roztoku. Deska byla
potazena folii, popsana, odstfedéna a vloZena do cycleru LC480 (Roche, Basilej, Svycarsko).
PCR reakce probihala za podminek: 50 °C/2 min, 95°C/10 min, 50 cyklt 95°C/15 sek, 60 °C/

1 min.
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3.5.Statistické analyzy

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu Excel, GraphPad Prism 6. Rozdil mezi
infikovanou a kontrolni skupinou zvitat byl statisticky zhodnocena pomoci Studentova t-testu.
Vsechny vysledky jsou vyjadiené jako aritmeticky primér + stfedni chyba praméru (mean +
SEM). Hvézdi¢kami jsou znaceny prokazatelné¢ vyznamné statistické rozdily (**p < 0,01;

*x) < 0,001).
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4. Vysledky
4.1.Experiment A

Cilem experimentu bylo sledovani zmén genové exprese interleukinu 10 (IL-10)
Vv pribéhu prepatentni a patentni periody infekce Hymenolepis diminuta. Bylo zjisténo,
ze genova exprese IL-10 prokazatelné stoupa na velmi vysoké hladin€ vyznamnosti (mean +
SEM.; n=5; ***p < 0,001; p=0,002) Sesty den po infekci u experimentalni skupiny potkand,
tj. v prepatentni periodé. U kontrolnich potkani, genova exprese IL-10 zdstava nezménéna
(viz. Obr. 4).

90
804
704
60+
504
404 CTRL - kontrolni skupina
304 INF - infikovand shupina
20+
104
0.057
0.04+
0.03+
0.02+
0.01+
0.00

ek

Relativni exprese [ % ]

L ! ' T T T '
CTRL INF CTRL INF CTRL INF CTRL INF CTRL INF CTRL INF CTRL INF
Den 0 Den 6 Den 12 Den 18 Den 27 Den 36 Den 45
| [ | | |

Pied infikovanim Prepatentni perioda Patentni perioda

Obr. 4: Exprese genu interleukinu 10 v pribéhu infekce Hymenolepis diminuta u SPF

potkanu v prepatentni a patentni periodé.

4.2 .Experiment B
Cilem experimentu bylo sledovani zmén genové exprese IL-10 v pribéhu prepatentni periody
infekce tasemnici H. diminuta.

Tento experiment byl proveden na zaklade¢ vysledkl experimentu A. Zaméfili jsme se
pouze na prvnich deset dni po infekci H. diminuta, abychom mohli detailnéji pozorovat zmény

genove exprese IL-10 a zjistili jsme, Ze exprese prokazatelné stoupa na vysoké hlading
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vyznamnosti (mean £ SEM.; n=5; **p < 0,01; p=0,01) osmy den po infekci tasemnici

u infikované skupiny zvitat (viz. Obr. 5).
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Obr. 5: Exprese genu interleukinu 10 v pribéhu infekce Hymenolepis diminuta u SPF

potkant v prepatentni periodé.
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5. Diskuze

Po cela tisicileti probihala evoluce lidi a riznych sttevnich organizmu (virt, bakterii, prvoku,
jednobunéénych hub ¢i helmintd) soubézné (Rook, 2012). Organizmus ¢lovéka se pomoci
riznych obrannych mechanizmu snazil tyto organizmy z téla vypudit a naopak u mnoha z nich
se vyvinuly dimyslné systémy, jak se stat pro tyto mechanizmy svého hostitele neviditelnym
a jak se témto obrannym mechanizmim vyhnout (McSorley & Maizels, 2012; Weinstock,
2012). Pravé helminti do zna¢né miry ovliviiyji a formuji imunitni systém svého hostitele
(McSorley & Maizels, 2012; Weinstock & Elliott, 2014).

Jednim ze stézejnich mechanizmi, kterymi helmint ovliviiuje imunitu hostitele, je
schopnost indukovat Th2 imunitni odpovéd (Anthony et al., 2007; Ditgen et al., 2014;
Weinstock & Elliott, 2014). Th2 imunitni odezva primarné aktivuje dal$i imunitni bunky
(zirné bunky, eosinofily, NK burtiky) a tzv. efektorové molekuly (IgE, 1gG1, 1gG4, slozky
komplementu), které maji za tkol vypuzeni parazita z téla hostitele (Anthony et al., 2007;
Maizels & Holland, 1998). Takova imunitni odpovéd’ vSak nemusi byt zaméfena pouze
na vypuzeni parazita z t¢la hostitele. Allen & Wynn (2007) piedpokladaji, ze Th2 typ imunity
mize, skrze produkované cytokiny, slouzit také k reparaci tkané tenkého stfeva poskozené
prave pii infekci helmintem. Dale 1ze Th2 imunitni odpovédi vyuZzit v helmintoterapii, 16¢bé
autoimunitnich onemocnéni, ale i k dal§imu prohloubeni poznatkti o imunitnim systému a jeho
reakcich pfi helmintézach (Helmby 2015; McKay, 2010 McSorley & Maizels, 2012;
Weinstock & Elliott, 2014).

Cilem této prace bylo sledovat hladinu genové exprese interleukinu 10 (IL-10)
u potkant infikovanych tasemnici Hymenolepis diminuta a to v prib&hu prepatentni a patentni
periody infekce. Jiz diive byly provedeny studie, na jejichz zakladé lze tvrdit, ze 1L-10 je
dilezitym mediatorem Th2 imunity (Hunter et al., 2005; Persaud et al., 2007), ma schopnost
inhibovat Th1 imunitni odpovéd’ a poméaha omezit tvorbu prozanétlivych cytokinti (Couper et
al., 2008).

Prvnim a to velmi dalezitym bodem pied vlastnim zacatkem experimentu, byl vybér
vhodného kandidata mezi znamymi helminty, uré¢eného k potencialni helmintoterapii. Ten mél
splilovat nékolik dulezitych pozadavkd, napt. Zivotni cyklus bez somatické migrace, nulova
nebo jen nizka patogenita pro hostitele, lokalizaci dospélct v trdvicim traktu, minimalni
moznost Sifeni infek¢énich stadii do prostiedi, dostate¢nou znalost o biologii parazita, jeho
epidemiologii a patogenity (Luke$ et al., 2014). Na zakladé¢ vySe popsanych Kkritérii

a poznatkiim byla Laboratofi parazitarni terapie (Biologické centrum AV CR v.v.i., Ceské
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Budgjovice) jako vhodny organizmus vyuzitelny k testovani pro tcely helmintoterapie,
vybrana tasemnice H. diminuta.

Zivotni cyklus H. diminuta je nepiimy a dvouhostitelsky. Ke svému kompletnimu
vyvoji potiebuje mezihostitele, nejcastéji bezobratlé (napi. brouk Tenebrio molitor z ¢eledi
potemnikoviti). Definitivnim hostitelem této tasemnice je potkan (Rattus norvegicus). Clovék
byva pouze nahodnym hostitelem (Volf & Horak, 2007). Lokalizace dospélce H. diminuta je
VvV tenkém stievé definitivniho hostitele, je pifichyceny na jeho mukdze pomoci piisavek
zavésného aparatu (Roberts & Janovy, 2009). V n¢kolika piedchozich studiich provedenych
na my$im modelu bylo potvrzeno, ze infekce tasemnici H. diminuta dokaze aktivovat Th2 typ
interleukin 4 (I1L-4), 5 (IL-5), 13 (IL-13) nebo 10 (IL-10) (Hunter et al., 2005; McKay, 2010;
Persaud et al., 2007; Webb et al., 2007)

Doposud se k testovani H. diminuta jako mozného kandidata pro helminterapii
vyuzival predev$im mysi model (Persaud et al., 2007). Nicmén¢ mys$i model ma urcité
nevyhody pro testovani H. diminuta pro G¢ely helmintoterapie, predev§im proto, Ze mys neni
jejim ptirozenym definitivnim hostitelem (Andreassen et al., 1999). Infekce touto tasemnici
U mysi je samo-limitujici, tzn., Ze organizmus hostitele ji vypudi béhem 8-14 dni po infekci
(McKay, 2010). U mysi byla sledovana hladina exprese cytokinu IL-10 v prubéhu infekce
H. diminuta, ktera vzrustala do 11. dne po infekci, tudiz byla testovana pouze prepatentni
perioda infekce (Persaud et al., 2007). Dosud nebyly provedeny zadné studie, které¢ by
specifikovaly genovou expresi IL-10 jak v prepatentni, tak i v prub&hu patentni periody
infekce. UCelem naseho experimentu bylo dikladné otestovani vlivu H. diminuta
na hostitelsky organizmus a dlouhodobé sledovat expresi genu IL-10. Pro tuto praci byl
vybran potkan jako modelovy organizmus, protoze infekce H. diminuta u potkana je
dlouhodoba a miiZe trvat po cely jeho Zivot, tzn., Ze vztah potkana a tasemnice je permisivni,
podobné jako je tomu u ¢lovéka (Andreassen et al., 1999). Tento fakt nam umoziuje ziskat

Samotné sledovani hladiny genové exprese IL-10 bylo postaveno na tiech hlavnich
metodach a to izolaci celkové RNA, reverzni transkripce a RT-PCR reakce. K pouziti téchto
metod jsme piistoupili na zakladé praci, které je ¢astecné vyuzivaly a vypovidaly o jejich
efektivnosti napt. studie Persaud et al. (2007) a Webb et al. (2007). V téchto studiich byly jako
vychozi tkdn€ pro uréeni genové exprese interleukinii pouzity slezina, tenké stfevo, tlusté
stfevo a mezenterické lymfatické uzliny. Pro nas experiment jsme jako vychozi tkan zvolili

krev, abychom omezili enormni mnozstvi pouzitych experimentalnich zvifat, protoze se
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vzorky odebiraly opakované v pribéhu celého experimentu. V piipadé, Ze bychom chtéli
pouzit pro experiment jin¢ tkané, museli bychom zvitata utracet v kazdém casovém bod¢
odbéru tkani a zaroven, abychom dosahli statisticky hodnotitelného poctu zvifat, by celkovy
pocet potkantl v experimentu piesahl inosnou kapacitni hranici.

V ramci provedenych experimentl jsme zjistili, Ze se Th2 imunitni odezva indukuje
béhem prepatentni periody pii infekci H. diminuta, kdy dochazi ke znasobeni hladiny genové
exprese IL-10. Sledovani hladiny relativni genové exprese IL-10 v naSem piipad¢ probéhlo
ve dvou experimentech. V prvnim experimentu jsme zjistili, ze relativni exprese IL-10
dosahuje maxima v prepatentni period¢, konkrétné Sesty den po infekci. Protoze odbéry krve
V této Casti experimentu byly provadény vzdy v Sesti-dennich intervalech bylo potieba navazat
dal$im experimentem, ktery byl jiz zaméfen pouze na prvnich deset dni po infekci
Hymenolepis. V tomto experimentu byly provadény odbéry krve kazdy druhy den a bylo
zjisténo, ze relativni exprese IL-10 dosahuje svého maxima 0smy den po infekci.

Prace Persaud et al. (2007) taktéz potvrzuje indukci Th2 imunitni odpovédi, avSak
U my$iho modelu. V této studii byla sledovana genova exprese IL-10 z tkané tenkého stieva
a to pomoci RT-PCR reakce. K indukci IL-10 doslo osmy a jedenacty den po infekci. Dalsi
Th2 cytokiny IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13 byly detekovany v mezenterickych lymfatickych
uzlinach a in vitro stimulované konkavalinem A s vyuzitim metody ELISA. V ptipadé IL-5,
IL-9, IL-10 a IL-13 bylo zjisténo zvySovani jejich hladiny v pribéhu ¢asu a to do jedenactého
dne po infekei tasemnici. Produkce IL-4 dosahovala maxima paty den po infekci. Zde je nutné
brat v potaz, Ze tato helmintdza, jak jiz bylo zminéno, je u mysi samo-limitujici (McKay et al.,
2003).

U potkana je stejna infekce H. diminuta permisivni, tzn., ze nedochazi K vypuzeni
tasemnice, a tak se exprese IL-10, diky rozdilnosti téchto dvou modelovych organismi, muze
lisit. Prace Webb et al. (2007) také potvrzuje indukci Th2 imunitni odpovédi skrze zvyseni
relativni exprese IL-4, IL-5 a IL-13 v prepatentni i patentni periodé, tentokrat u potkani
infikovanych H. diminuta. Nicméné, 1L-10 v tomto pokusu zahrnut nebyl. Na zakladé nami
zjisténych informaci a faktu, ze H. diminuta u potkaniho modelu vyvola Th2 imunitni
odpovéd’, lze konstatovat, Ze potkani model je vhodnéjs$i pro budouci studie, které budou
zaméfeny na testovani H. diminuta v ramci helmintoterapie.

Silnou Th2 imunitni odpovéd V prepatentni periodé infekce H. diminuta
si vysvétlujeme pritomnosti larvocyst, které se prichycuji ke tkani ve stfeve hostitele (Anthony
et.al., 2007; Allen & Wynn, 2007). Po pozfeni larvocyst definitivnim hostitelem, tyto projdou

ptes zaludek do tenkého stieva, kde se za pomoci Ctyf piisavek na skolexu, ptichycuji
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ke stfevni sténé a postupné dospivaji. Béhem tohoto prichyceni dochazi k naruseni sliznice
stieva a tudiz nasledné k vyvolani Th2 imunitni odpovédi, kterd je detekovatelna na zakladé
genove exprese IL-10 mezi Sestym az osmym dnem po infekci.

Na zakladn€¢ nami ziskanych vysledki a 1udaji z literatury Ize predpokladat,
ze V prepatentni period¢ dochazi spolu se zvySenou relativni expresi IL-10 i ke zvySeni
exprese dalSich protizanétlivych cytokind spadajicich do Th2 imunitni odpovédi, jako napf.
IL-4, IL-5, IL-9 a IL-13. To bude v budoucnu stfedem zajmu naSich dalSich experimentu,
spolu se zjistovanim hladiny prozanétlivych cytokinti spadajicich do Th1 imunitni odpovédi.
Zaroven budeme zjistovat, zda je mozné expresi téchto interleukini efektivné detekovat
z krve v porovnani s jinymi tkanémi (napf. stievo ¢i slezina). Vzhledem k tomu, Zze vztah
H. diminuta a potkana je permisivni, stejné¢ tak, jako je tomu u ¢lovéka, lze tedy u lidi
pfedpokladat stejnou nebo podobnou imunitni reakci. Celkové detailni zmapovani
a pochopeni principu imunitni odpovédi hostitele, pii infekci tasemnici H. diminuta,

by v budoucnu mohlo byt vyuzito k ptipadné terapii autoimunitnich onemocnéni.
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6. Zavér

rrrrr

v pribéhu prepatentni periody infekce H. diminuta u potkana a tim se potvrdilo, ze: i) tato
tasemnice vyvolava u potkana Th2 imunitni odpoved’, ii) potkani model je vhodny k dalSimu

testovani H. diminuta v ramci terapie helminty.
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