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1 Uvod

Po cela tisicileti dochazelo k evolu¢ni koadaptaci ¢loveéka a jinych organismd, jako jsou
bakterie, prvoci, viry a v neposledni fad¢ také helminti (Bilbo et al., 2011; Parker & Ollerton,
2013). Na zakladé n¢kolika paradigmat zformulovanych béhem 20. stoleti
a epidemiologickych studii je poruSeni téchto kiehkych koevolu¢nich vztahii spojovano se
stale se zvysujici prevalenci autoimunitnich onemocnéni jako je Crohnova choroba, ulcerdzni
kolitida, diabetes mellitus I, revmatoidni artritida ¢i alergie (Agmon-Levin et al., 2011;Bilbo
etal., 2011; Lerneretal., 2015; Molodecky et al., 2012; Parker & Ollerton, 2013; Rook, 2012).
Predpoklada se, Zze helminti, pfedevSim zastupci tiid Nematoda, Cestoda a Trematoda,
pozitivné reguluji a moduluji imunitni procesy za ucelem preziti v hostitelském organismu.
Toto zjisténi vedlo k testovani helmintd v ramci terapie vySe zminénych autoimunitnich
onemocnéni, tzv. helminto-terapie (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018; Harnett &
Harnett, 2017; Maizels et al., 2018; Wang et al., 2017; Weinstock & Elliott, 2014).

......

v ramci kolonizace jeho organismu zivymi Cervy. Tento pfistup ma vSak urcité nevyhody
(Cheng et al., 2015; Ditgen et al., 2014; Hernandez et al., 2013; Liu et al., 2017; Sobotkova et
al., under review). Alternativou je tedy identifikace bioaktivnich molekul helmintt. Jedna se
predevsim o latky obsazené v exkrecnich/sekre¢nich produktech (E/S produkty) ¢i extraktech
z riznych zivotnich stadii helmintt (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018; Maizels etl al.,
2018; Nascimento Santos et al., 2017; Shepherd et al., 2015; Smallwood et al., 2017; Wu et
v ramci helminto-terapie autoimunitnich onemocnéni, stale vyvstava potieba hledat nove

efektivni molekuly.

1.1 Helminto-terapie
Helminti jsou Sirokd variabilni skupina nepifibuznych organismi zahrnujici platyhelminty
(Cestoda, Monogenea, Trematoda), vrtejSe (Acanthocephala), hlistice (Nematoda), vifniky,

strunovce, pijavky, pasnice a parazitické plosténky (Roberts et al., 2013).

Po miliony let probihala evoluce helmintii a jejich hostiteli spolecné. Helminti se
béhem tohoto obdobi adaptovali pro zivot v hostiteli vytvofenim mnoha imunomodula¢nich
strategii, kterymi ovliviiuji imunitni systém svého hostitele (Ditgen et al., 2014; Hernandez et
al., 2013; Weinstock, 2012). Této jedine¢né modulacni schopnosti je vyuZzivano v ramci
helminto-terapii (Elliott & Weinstock, 2012; McSorley et al., 2013; Weinstock, 2012).

1



Podstatou této terapie je vyuziti striktné kontrolované infekce mirné patogennim
¢i nepatogennim cervem s cilem aktivace protizanétlivych imunitnich procesti v organismu

(Lukes et al., 2014; Maizels et al., 2018; Sobotkova et al., under review).

Ve 20. stoleti byla popsana souvislost mezi nartistem autoimunitnich onemocnéni
a vymizenim helmintt u lidi zijicich ve vyspélych civilizacich. Naopak u lidi v rozvojovych
oblastech je dodnes vysoka expozice helmintliim a nizky vyskyt autoimunitnich onemocnéni
(Lerneretal., 2015; Wiria et al., 2012). Tento fakt je vysvétlovan tzv. ,,0ld Friends* hypotézou

a ,,Biome depletion* teorii.

Zakladem obou teorii je Hygienickd hypotéza, kterd jako prvni podala tvrzeni
0 souvislosti narastu alergickych a autoimunitnich onemocnéni se zvySenou hygienou
a ztratou druhové diverzity v lidském mikrobiomu (Strachan, 1989). Avsak nazev Hygienicka
hypotéza je zavadéjici a nepfesny. Mize vyvolat dojem, Ze zvySujici se incidence
autoimunitnich onemocnéni je zpisobena hygienou. Hygienicka hypotéza byla dale rozvedena
a upresnéna dvéma nasledné formulovanymi paradigmaty a to ,,0Old Friends“ hypotézou
a ,,Biome depletion* teorii. Podle téchto hypotéz je nariist autoimunitnich onemocnéni a zmén
V imunoregulaci zptsoben porusenim koevolucnich vztahii lidského organismu a parazitd,

komensala ¢i mutalistd (helminti, prvoci, viry, bakterie), které vznikaly po dlouha tisicileti.

PredevS§im v 19. stoleti, v dobé primyslové revoluce (tj. druhd epidemiologicka
transmise), doSlo k razantni zméné ve zplsobu Zivota lidi. Pfechod na moderni Zivotni styl
vedl ke zméné hygienickych standardi, plo§né desinfekci pitné a uzitkové vody, nadmérnému
uzivani antibiotik, deficitu vitaminu D, ke zvySeni stresu a v neposledni fad¢ k eliminaci
helmintd. Nasledkem téchto zmeén je snizeni rozmanitosti mikrobiomu v lidském organismu
(Parker et al., 2013; Rook, 2012; Sharief et al., 2012). ,,Biome depletion“ teorie také
zdiiraznuje dulezitou roli diverzity lidského mikrobiomu a pfitomnosti helmintl pro spravnou

funkci imunitniho systému (Bilbo et al., 2011; Parker et al., 2013; Parker, 2014).

Na zaklad¢ vyse zminénych hypotéz, imunomodulac¢ni G¢inky helminti zacaly byt
testovany v souvislosti s 1é€bou autoimunitnich onemocnéni, pfedevSim nespecifickych
sttevnich zanétt (inflammatory bowle diseases-1BD), jako je Crohnova choroba a ulcer6zni
kolitida (Helmby, 2015; McSorley et al., 2013; Smallwood et al., 2017; Weinstock & Elliott,
2014). Jedna se o onemocnéni stiev projevujici se transmularnim granulomatéznim zanétem

s chronickou recidivou (Gabalec 2009a, 2009b; Kaser et al., 2010).



Vyvoje kaskady imunitnich reakci vedoucich k indukci prozanétlivé (Thl) imunitni
odpovédi, a tedy k zanétlivym onemocnéni stiev, se mimo jiné ucastni cytokin tumor necrosis
factor alpha — TNFa (Nielsen et al., 2013; Ordas et al., 2009). Jiz v roce 1991 byl prokazan
jako dulezity prozanétlivy cytokin objevujici se v séru pacient s IBD (Maeda et al., 1992;
Murch et al., 1991).

1.2 Mechanismy imunomodulace helminti

Hlavni podstata imunomodula¢ni schopnosti helmintli je zabranit jejich vylouceni z téla
hostitele ptipadné jejich usmrceni jesté v téle hostitele. Dosud bylo popsano vice mechanismt
interakce helminti s imunitnim systémem hostitele (Ditgen et al., 2014; McSorley et al., 2013;
Weinstock & Elliott, 2014; Yasuda & Nakanishi, 2018). Samotna pfitomnost stievniho
parazita u hostitele vyvolava zmény, které vedou k aktivaci dendritickych bun¢k, CD4+ T
bunck, makrofagl, eosinofill, bazofili, zirnych bunék, B bun€k a s nimi spojenou produkci
protilatek (IgE, IgG1, IgG4). Aktivované CD4+ T bunky typu 2 (Th2 buiiky) se podili na
IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 (Cortés et al., 2017; Ditgen et al., 2014; Gazzinelli-Guimaraes &
Nutman, 2018; Mcsorley & Maizels, 2012; Wang et al., 2017). Pisobenim Th2 imunitni
odezvy dochézi k alternativni aktivaci makrofagl a ovlivnéni prozanétlivych (Thl) procest
autoimunitnich onemocnéni (Ditgen et al., 2014; Elliott & Weinstock, 2012; Maizels at al.,
2018; Weinstock & Elliott, 2013).

1.2.1 Th2 imunitni opovéd’ a stievni epitelidlni bunky

Dtlezitou roli ve vyvoji Th2 imunitni odpovédi v ramci stfevnich helmintl hraji nejen
imunitni buniky, ale i epitelialni bunky stteva (Cortés et al., 2017; Elliott & Weinstock, 2012;
Saenz et al., 2008). Tyto buriky jsou schopné sekrece cytokini TSLP, IL-17e (IL-25) a I1L-33,
které jsou zodpovédné za vyvoj Th2 imunitni odpovédi a sni souvisejici produkci

protizanétlivych cytokind (Cortés et al., 2017; Saenz et al., 2008).

IL-17e (IL-25) patii do rodiny interleukind 17. Stfevni epitelidlni bunky
atzv. chomackové bunky (,tuft cells®), vnofené mezi epiteliemi, pfi parazitarni infekci
produkuji mnozstvi 1L-25 (Cortés et al., 2017; Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018;
Saadoun et al., 2011). Tento nasledn¢ aktivuje ptirozené lymfoidni bunky typu 2 (ILC2). ILC2

produkuji protizanétlivé cytokiny IL-4, IL-5 a IL-13 a podporuji dal§i vyvoj Th2 imunitni
odpovédi (Cortés et al., 2017; Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018; Maizels et al., 2018).



IL-33 tadime do cytokinové rodiny interleukind 1. Je exprimovan a produkovan
riznymi typy bunék, jako napt. dendritickymi bunikami, makrofagy, plicnimi epitelidlnimi
bunikami, bunkami centralni nervové soustavy, bunkami lymfatickych uzlin a stfevnimi
epitelidlnimi buitkami (Cortés et al., 2017; Saenz et al., 2008). Bylo prokazéano, ze tento
interleukin plsobi nejen jako extracelularni ligand, ale také jako intracelularni signélni
molekula. Intracelularné je tento cytokin konstitutivné exprimovan a ptisobi jako transkripcni
represor (Hodzic et al., 2017). Pii parazitarni infekci IL-33 uvolnény z epitelialnich bunék
vyvolava sekreci Th2 typu cytokinti (IL-4, IL-5, IL-13) u Th2 bunék, makrofagl, bazofilt
a ILC2 (Cortés et al., 2017; Liew et al.,2016; Saenz et al., 2008).

1.3 Helminto-terapie v praxi

Na zaklad¢ Hygienické hypotézy (Strachan, 1989) a naslednych paradigmat vznikajicich
Vv prib¢hu 20. stoleti vznikla mySlenka sledovat imunomodula¢ni u¢inky helmintt s cilem
terapie autoimunitnich onemocnéni - helminto-terapie (Bilbo et al., 2011; Parker et al., 2012;
Rook, 2012). V ramci helminto-terapie jsou vyuzivany dva zakladni ptistupy: (i) analyza
imunomodula¢nich u¢inkl helmintl pti kolonizaci stfeva hostitele, poptipad¢ pacienta, Zivym
Cervem; (ii) testovani vlivu bioaktivnich latek (exkre¢ni/sekre¢ni produkty, extrakty)
Z riznych Zivotnich staddii helmintli v rdmci imunitni odpovédi experimentalnich model
invivo a in vitro (Cheng et al., 2015; Hernandez et al., 2013; Liu et al., 2017; Nascimento
Santos et al., 2017; Wang et al., 2017; Wu et al., 2017; Yasuda & Nakanishi, 2018).

1.3.1 Vyuziti exkre¢nich/sekre¢nich produktu a extrakti z helminta

Imunomodulaéni schopnosti helmintli jsou tzce spojeny s nejen s kontaktem samotného
helminta s tkanémi hostitelského organismu (Ditgen et al., 2014). Bylo popsano, ze dochazi
k ovliviiovanim hostitelova organismu také pomoci modula¢nich latek obsazenych v E/S
produktech a experimentalné ptipravenych extraktech z dospélcti nebo jejich rtznych
vyvojovych stadii (Smallwood et al., 2017; Wu et al., 2017). Slozky E/S produktt a extraktd
se mohou liSit v ramci kazdého jednotlivého parazita a jeho vyvojovych stadii. Obecné lze
fici, Ze se jednd pfedevsim o bioaktivni proteiny, glykoproteiny, peptidy, glykany, glykolipidy
aj. (Bien et al., 2016; Maizels et al., 2018; Nascimento Santos et al., 2017; Wu et al., 2017).
Kolonizace hostitele zivym ¢ervem s sebou miZze nést n€ktera rizika, napf. nekontrolovatelné
Sifeni infek¢nich stadii do vnéjsiho prostiedi, patologické zmény v hostitelském organismu a;.
(Parker et al., 2012). Proto je vliv E/S produktl a extrakt z helmintl intenzivné testovan a je

snahou najit vhodné bioaktivni latky, nebo jejich kombinaci, které by mohly byt potencionalné



vyuzity pii helminto-terapii (Parker et al., 2012; Maizels et al., 2018; Nasciemnto Santos et
al., 2017, Shepherd et al., 2015; Smallwood et al., 2017).

Modulace imunitni odpovédi hostitele E/S produkty a extrakty z helmintd, jako je napf.
Ancylostoma caninum, Trichinella spiralis, Trichuris suis, Necator americanus, Schistosoma
mansoni, Fasciola hepatica, Heligmosomoides polygyrus aj., je testovana v ramcli
experimentalnich zanétlivych onemocnéni na zvitecich modelech, predevsim mysich (Maizels
etal., 2018; Smallwood et al., 2017; Sobotkova et al., under review; Wu et al., 2017). Takeé je
analyzovan imunomodulaéni u¢inek E/S produktd a extrakti z helmintt (F. hepatica, S.
mansoni, T. spiralis, Trichuris suis, Taenia crassiceps aj.) in vitro u riznych bunéénych linii
napt. dendritickych bun¢k, makrofagu, epitelidlnich bun¢k, a to jak mySich, potkanich tak
lidskych (Sobotkova et al., under review; Wu et al., 2017).

1.3.2 Kolonizace hostitele Zivym ¢ervem

Vliv infekce zivym helmintem na imunitni procesy v hostitelském organismu je
Vv laboratornich podminkach testovan predev§im in vivo na experimentalnich zanétlivych
onemocnénich zvifecich modelt (Ditgen et al., 2014; Hernandez et al., 2013; Sobotkova et al.,
under review). V navaznosti na tyto experimentalni studie vznikaji klinické studie zaméfené
na testovani ucink kolonizace helmintem u pacientii trpicich rGznymi autoimunitnimi

onemocnénimi (Cheng et al., 2015; Helmby, 2015; Liu et al., 2017).

1.3.2.1 Experimentalni zanétliva onemocnéni in vivo u zviFecich modelu

Vice nez 10 let jsou imunomodulaéni uc¢inky helmintli testovany u rliznych experimentalné
vyvolanych onemocnénich autoimunitni nebo zanétlivé etiologie ptedevsim in vivo
na zvitecich modelech (Hernandez et al., 2013; Kahl et al., 2018; Wang et al., 2017). Jedna se
o experimentdlni modelovd onemocnéni ptedstavujici napi. nespecifické stfevni zanéty
(Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida), roztrouSenou sklerdzu, revmatoidni artritidu, alergie
aj. (Sobotkova et al., under review). Nejcastéji vyuzivanym zvifeci modelem jsou rizné linie
mysi (Helmby, 2009; Hernandez et al., 2013; Smallwood et al., 2017; Wang et al., 2017). Data
ziskana z experimentii na zvifecich modelech nemusi byt vzdy zcela srovnatelna s modulaci
autoimunitnich onemocnénimi u lidi. Patologie experimentalnich onemocnéni u zvifecich
modell a autoimunitnich onemocnéni u lidi neni zcela shodné. Nicméné tento typ experimentil

je dalezitym zakladem pro nasledné klinické studie (Kahl et al., 2018; Smallwood et al., 2017).



1.3.2.2 Vyuziti Zivych helminti v ramci helminto-terapie lidi

Kolonizace zivym helmintem (Necator americanus) a s ni spojené uspésné potlaceni sezoénni
alergie bylo poprvé popsano jiz vroce 1976 (Turton, 1976). Na podkladé poznatkl
0 imunomodula¢ni schopnosti helmintl u zvifecich modelu a teorii zabyvajicich se pfi¢inami
vzniku autoimunitnich onemocnéni se zacCaly provadét klinické studie. Tyto testuji vliv
pfitomnosti zivého helminta na pribéh nékterych autoimunitnich onemocnéni lidi (napf.
Cheng et al., 2015; Evans & Mitre, 2015; Liu et al., 2017; Smallwood et al., 2017; Wammes
etal., 2014). Ac¢koli jiz byly provedeny uspésné klinické studie, které potvrdily, Ze pfitomnost
helminta pozitivné ovlivituje prubéh autoimunitnich onemocnéni (Correale & Farez, 2007;
Evans & Mitre, 2015; Siniscalco & Antonucci, 2013; Summers et al., 2005a; Summers et al.,
2005Db), neni helminto-terapie v klinické praxi standardné vyuzivana.

Na zaklad¢ pozitivnich vysledkt klinickych studii vznika stale veétsi komunita lidi, tzv.
»self-treaters®, kteti vyuzivaji komercné dostupné preparaty obsahujici vajicka ¢i larvy
helmintd k individualni 1é€bé autoimunitnich onemocnéni (Cheng et al., 2015; Liu et al., 2017;
Smyth et al., 2017). Skupina ,,self-treaters” nyni ¢ita nékolik tisic lidi, ktefi poskytuji velmi
cenné poznatky o vlivu helminti na fadu autoimunitnich onemocnéni (Cheng et al., 2015; Liu
et al., 2017). Velmi vyznamni komer¢né dostupni zastupci helmintd v souvislosti
s helminto- terapii u lidi jsou T. suis, N. americanus, Trichuris trichiura a Hymenolepis

diminuta, které je vénovana samostatna kapitola 1.5 (Cheng et al., 2015).

Trichuris suis

T. suis fadime mezi Nematoda, fad Enoplida. Vyvojovy cyklus této hlistice je pfimy, dospélci
jsou lokalizovani pfedevs§im v tlustém a slepém stievé. Pfirozenym hostitelem je prase domaci
a prase divoké, ¢lovek je pouze nahodnym hostitelem (Roberts et al., 2013). Ptitomnost tohoto
odpovédi a s ni spojené produkci piislusnych cytokin (Summers et al., 2003; Wammes et al.,
2014).

Potencialni terapeuticky G¢inek T. suis byl testovan v klinickych studiich u pacienti
trpicich autoimunitnimi onemocnénimi, jako je Crohnova choroba, ulcerézni kolitida,
revmatoidni artritida nebo roztrousena sklerdza (Smallwood et al., 2017; Wammes et al.,
2014). Pacientiim byla podavana vaji¢ka T. suis (T. suis ova -TSO) a bylo prokazano zleps$eni
jejich zdravotniho stavu nebo remise onemocnéni (Benzel et al., 2012; Smallwood et al., 2017;

Summers et al., 2005a; Summers et al., 2005b).



Dnes jsou komercné piipravovana a distribuovana vajicka T. suis pod komerénim
nazvem TSO® spolecnosti Tanawisa. Vajicka jsou ziskavana z exkrementl infikovanych
prasat. Pod ptisnym dohledem jsou dale upravovana tak, aby v organismu hostitele nedosp¢la
a nedoslo tak k $ifeni parazita do vné&jSiho prostiedi (Cheng et al., 2015). Tento piipravek
je individualné vyuzivan jedinci trpicimi napt. Crohnovou chorobou, ulcerézni kolitidou,
revmatoidni artritidou, roztrousenou sklerdzou, autismem ¢i potravinovymi alergiemi. Az
u 80 % pacientll bylo v pritbé¢hu uZzivani ptipravku TSO® zaznamenéno zlepSeni pribéhu
onemocnéni nebo dokonce jeho remise (Cheng et al., 2015; Liu et al., 2017). Jako vétSina
1é¢ivych ptipravklt mize uzivani TSO® vyvolat vedlejsi ucinky, které jsou izce spojeny
s davkovanim ptipravku a zdravotni kondici kazdého jedince. U uzivateli se mohou objevit
gastrointestinalni potize, nicméné ve vétsiné piipadi vedlejsi ucinky pozorovany nebyly

(Bager et al., 2011; Sandborn et al., 2013; Summers et al., 2005a; Summers et al., 2005b).

Necator americanus

Tuto hlistici fadime do kmene Nematoda, fad Strongylida. N. americanus ma piimy vyvojovy
cyklus, dospélci jsou lokalizovani v tenkém stievé definitivniho hostitele, clovéka (Roberts et
odpovédi a ji odpovidajici produkci cytokint (Gaze et al., 2012; McSorley et al., 2011).

V ramci klinickych studii byl N. americanus testovan u pacientd s Crohnovou
chorobou, astmatem a celiakii (Smallwood et al., 2017; Wammes et al., 2014). Také probihaly
studie u pacient s roztrouSenou sklerézou, ale vysledky zatim nejsou znamé (Smallwood
etal., 2017). Cast pacienti s Crohnovou chorobou po 16¢bé vykazovala zlepseni klinického
obrazu onemocnéni (Croese et al., 2006).V piipad¢ astmatu a celiakie nebylo zaznamenano
vyznamné zlepSeni klinického pribéhu onemocnéni, ackoli pacienti s celiakii po 1écbé
Feary et al., 2009; McSorley et al., 2011).

Larvy N. americanus jsou komer¢né dostupné u riiznych spole¢nosti (Symmbio, Your
Symbionts, Worm Therapy, Autoimmune Therapies). Jsou vyuZzivané skupinou ,,self-treaters
k 1écbé vice nez 50 riznych autoimunitnich onemocnéni jako je napf. roztrousena sklerdza,
zanétliva onemocnéni stfev, alergie aj. (Cheng et al., 2015; Liu et al., 2017). ZlepSeni
klinického pribéhu onemocnéni bylo zaznamenano u 40-100 % uzivateld. Z fyziologické
podstaty vyvoje N. americanus V téle hostitele jsou nejcastéjSimi nezadoucimi piiznaky

pfi kolonizaci touto hlistici tinava, anemie, kozni alergie a vyrazky, bolest bficha, prijem.



Avsak projevy vedlejSich ptiznakl zalezi na infekéni ddvee a na individudlnim zdravotnim

stavu kazdého jedince (Cheng et al., 2015; Liu et al., 2017).

Trichuris trichiura
T. trichiura je hlistice (Nematoda) patiici do fadu Enoplida. Vyvojovy cyklus T. trichiura je
pfimy, definitivnim hostitelem jsou pfedevsim lidé a lidoopy. Dospélci jsou lokalizovani
Vv tlustém a slepém stievé (Roberts et al., 2013). Pfitomnost této hlistice u hostitele indukuje
protizanétlivou imunitni odpoveéd’ (Broadhurst et al., 2010; Broadhurst et al., 2012).

T. trichiura byl testovan v ramci klinickych studii zaméfenych na helminto-terapii
U pacientti s roztrousenou sklerézou. U pacientti uzivajicich vajicka T. trichiura (T. trichiura
ova-TTO) doslo ke zlepseni prubéhu onemocnéni nebo k jeho remisi (Correale & Farez,
2011).

Dnes jsou skupinou ,,self-treaters” vyuzivana komer¢né dostupna vajicka T. trichiura
(TTO) distribuovana spole¢nostmi Autoimmune Therapies a Symmbio. Vajicka jsou uzivana
jedinci trpicimi napf. Crohnovu chorobu, ulcerdzni kolitidu, astmatem nebo alergiemi.
U téchto onemocnéni bylo béhem 1écby a po 1é€beé zaznamenano az 100% zlepSeni piiznak
onemocnéni nebo dokonce jeho remise. Pozitivni vliv na neuropsychickd onemocnéni
a autismus vsak nebyl potvrzen (Broadhurst et al., 2012; Cheng et al., 2015). Vyhodou TTO
je relativné nizka cena a predevsim dlouhodobé preziti T. trichiura v téle hostitele v fadech
az nckolika let, tudiZ neni nutna Casté reinfekce jako v piipadé TSO. Pfirozenym definitivnim
hostitelem T. trichiura je ¢lovék, proto zde muze dojit k nekontrolovatelné kolonizaci nebo
k rozsifeni helminta do vnéjsiho prostiedi. Uzivatelé uvedli Castéjsi vyskyt vedlejSich t¢inku,

jako jsou krvavé priijmy, nevolnost, anémie nebo alergické reakce (Cheng et al., 2015).

1.4 Vybér dalSich moZnych kandidati vhodnych pro ucely helminto-terapie

V ramci helminto-terapie bylo jiZ testovano mnoho helmintli a to jak ve studiich
zametfenych na zviteci modely, tak v klinickych studiich (viz. kapitoly 1.3.1 a 1.3.2). I ptes to,
ze u nekterych znich byl prokdzén terapeuticky potencidl pii 1écbé autoimunitnich
onemocnéni, stale je potfeba hledat nové kandidaty z fad znamych helmintd. Tito by méli

spliiovat n¢kolik kritérii, ktera byla definovana ve studii Lukes et al. (2014):

o |okalizace dospélcti idealné v zazivacim traktu hostitele;
e vyvojovy cyklus s nulovou nebo minimalni somatickou ¢i visceralni migraci,

e minimalni, idedln¢ nulova patogenita pro definitivniho hostitele;



e schopnost ziskavat infekéni stadia k dal$imu vyuziti v helminto-terapii;
e nizka pravdépodobnost $ifeni infek¢nich stadii do prostreds;
e dostatecnd znalost biologie helminta, jeho hostitelské specifity, vyvojového cyklu,

patogenity a epidemiologie.

Vsechna vySe zminéna kritéria spliiuje tasemnice H. diminuta. Proto mohla byt zvolena jako

vhodny kandidat pro tcely vyzkumi v ramci helminto-terapie.

1.5 Hymenolepis diminuta

Hymenolepis diminuta je celosvétove rozsifena tasemnice spadajici do tfidy Cestoda Celedi
Hymenolepididae. Vyvojovy cyklus této tasemnice je nepiimy. Jejim definitivnim hostitelem
jsou hlodavci, pfevazné potkan a krysa (Roberts et al., 2013). Ptipady kolonizace ¢lovéka touto
tasemnici jsou vzacné a vzhledem k minimalnim patologickym ptiznakim nakazy, ziidka
prokazatelné (Kalaivani et al., 2014; Nkouawa et al., 2015). V ramci helminto-terapie je
vV posledni dobé imunomodula¢ni vliv H. diminuta, nebo jejich E/S produktt ¢i extrakti,
testovana in vivo u experimentalnich onemocnéni zvifecich modelt ¢i in vitro u ruznych

bunéénych linii (Sobotkova et al., under review).

1.5.1 Zivotni cyklus Hymenolepis diminuta

Tasemnice H. diminuta ma nepiimy, dvouhostitelsky vyvojovy cyklus (Obr.1). Vajicka
tasemnice jsou vyluovéana z téla definitivniho hostitele spolu s exkrementy. Ve vné&jSim
prostiedi jsou poziena mezihostitelem, jimiZ jsou nejcastéji bezobratli a brouci z Celedi
potemnikoviti (Roberts et al., 2013). Ve stievé mezihostitele dochazi k uvolnéni larvalniho
stadia, tzv. onkosféry, a jeji migraci do télni dutiny. Zde se ptiblizn€ béhem 10-14 dni vyviji
larvocysty. Po pozieni mezihostitele s infekce schopnymi larvocystami dochazi k infekci
definitivniho hostitele (Andreassen et al., 1999). Larvocysty se v tenkém stievé definitivniho
hostitele pomoci ptisavkovych organt prichycuji a v pribéhu 18-21 dni dospivaji (prepatentni
perioda). Po uplynuti této doby jsou v téle definitivniho hostitele jiz pfitomny pohlavné
dospélé tasemnice schopné produkce vajicek, tj. patentni perioda (Andreassen et al., 1999;
Roberts et al., 2013).

1.5.2 Morfologicky popis Hymenolepis diminuta
Dospéla tasemnice dorusta délky obvykle 20-90 cm. Jeji skolex nese ¢tyti kruhové prisavky
s rostelem bez hackd. Télo H. diminuta je dorzalné zplostelé, slozené z jednotlivych proglotid

se samCimi, sami¢imi pohlavni organy, koncova proglotida obsahuji vajicka (Hendrix &



Robinson, 2012; Roberts et al., 2013). Vzhledem k absenci zazivaci soustavy pfijima H.
diminuta potravu celym povrchem téla, ktery je kryt glykokalyxem.

Vajicka H. diminuta jsou kulata ¢i ovalna, silnosténna, o velikosti 60 az 80 um. Uvnitf
vaji¢ek je onkosféra s hexakantem. Z onkosféry se v téle mezihostitele vyviji larvocysty
S ocasnim piivéskem (cerkomer), jejichz velikost je 150-200 um (Chevy et al., 2002).

Vyvojova stadia H. diminuta jsou zobrazena na Obr. 2.

A\ = Infective Stage

o Cystlicerci in body cavity
A\ = Diagnostic Stage

of insect ingested by
rodent or human

SAFER-HEALTHIER - PECPLE™

Oncospheres hatch and
penetrate intestinal wall

Ingested by an arthropod
intermediate host

Eggs passed in feces 0 gravid proglottids

Obr. 1: Vyvojovy cyklus Hymenolepis diminuta (http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis/index.html)

o
1 :
Bk 4 indl

Obr. 2: Zivotni stadia Hymenolepis diminuta a jeji hostitelé v laboratornich podminkach: A- definitivni
hostitel SPF (specific pathogen free) outbredni potkan Wistar, B- vajicko s onkosférou, C- dospélec H. diminuta,

D- mezihostitel Tenebrio molitor, E- larvocysty. Obrazek pevzat z Rezabkova et al. (under review).
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1.5.3 Imunomodulaéni uc¢inky Hymenolepis diminuta
Vseobecné jsou imunomodulaéni ti¢inky H. diminuta testovany piedevsim na mys$im modelu,
ackoli mys neni jejim pfirozenym definitivnim hostitelem. K vypuzeni tasemnice z téla mysi
dochazi ptiblizn€ 9-14 dni po infekci (Andreassen et al., 1999; Hernandez et al., 2013; McKay,
2010) . Naopak o modula¢nich mechanismech H. diminuta v téle pfirozeného definitivniho
hostitele, potkana nebo krysy, je znamo mén¢ informaci (McKay, 2010; Persaud et al., 2007).
Pritomnost H. diminuta v téle definitivniho hostitele celkové vede k rozvoji
a s ni souvisejici produkce cytokint IL-4, IL-5, IL-9, IL-13. Také jsou aktivovany eosinofily,
zirné bunky, B bunky, které produkuji pfislusné protilatky (Hernandez et al., 2013; McKay,
2010; Persaud et al., 2007; Wehbb et al., 2007).

1.5.4 Utinky exkreénich/sekre¢nich produkti a extrakti Hymenolepis diminuta

Dospélec H. diminuta produkuje mnozstvi E/S produkts, ptedev§im proteint, glykoproteint,
glykant, glykolipidu aj., které mohou hrat dilezitou roli v interakci parazita s hostitelem (Bien
et al., 2016; McKay, 2010). V mnoha studiich bylo prokazano, Ze nejen E/S produkty H.
diminuta, ale také antigeny obsazené v extraktu z dospélce, indukuji protizanétlivou imunitni
odpovéd’ a také pozitivné€ ovliviuji experimentalné indukovana zanétliva onemocnéni in vivo

u mysich modelt (Matisz et al., 2015; Reyes et al., 2015; Reyes et al., 2016b, Wu et al., 2017).

In vitro testovani E/S produkti a extrakti z dospélce H. diminuta na riznych
bunéénych liniich (napf. dendritické bunky, makrofagy, epitelidlni bunky) také potvrdilo
a mechanismt k ni vedoucich (Johnston et al., 2010; Lopes et al., 2015; Zawistowska-
Deniziak et al., 2017).

Ptesto, ze nékteré molekuly obsazené jak v E/S produktech H. diminuta, tak v hrubém
extraktu z dospélce ¢i larvocysty byly jiz identifikované, experimenty zamétené na vliv
jednotlivych latek izolovanych piimo z extraktd ¢i E/S produkttd H. diminuta na modulaci

imunitniho systému doposud provedeny nebyly (Bien et al., 2016; Sulima et al., 2017, 2018).

1.5.5 Imunomodulace Hymenolepis diminuta v ramci experimentalnich onemocnéni
V pribéhu minulého desetileti zacal byt intenzivné testovan vliv H. diminuta na rtizna

modelova zanétliva onemocnéni na mysich a potkanich modelech (McKay, 2010; Weinstock

11



& Elliott, 2013). Obvykle je v ramci terapie experimentalnich zanétlivych onemocnéni volen
tzv. preventivni pfistup. Zde je zjiStovano, zda piitomnost helminta v téle hostitele pred
experimentalnim vyvoldnim onemocnéni pozitivné ovlivni jeho prubéh. Méné vyuzivané je
testovani terapeutického efektu, jehoz cilem je zjistit vliv helminta na jiz probihajici
experimentalni zanétlivé onemocnéni (Parker et al., 2013).
Casto je zjistovan vliv Zivé tasemnice na priibéh nebo vyvoj experimentalng vyvolanych
sttevnich zanéta, jako je:
i) DNBS -dinitrobenzensulfonovou kyselinou vyvolany zanét stiev (Hunter et al., 2005;
Hunter et al., 2010; Jirki-Pomajbikova et al., 2018; Melon et al., 2010; Persaud et al.,
2007; Reyes et al., 2016a; Reyes et al., 2016b);
i) DSS — zanét stiev vyvolany dextranem sodnym (Reardon et al., 2001);

iii) oxazolonem indukovany zanét stiev (Hunter et al., 2007; Wang et al., 2010);

Mén¢é casto testovana je experimentadlné vyvoland artritida pomoci K/BxN (artritogenni

sérum) a FCA-Freundovo kompletni adjuvans (Graepel et al., 2013; Shi et al., 2011).

-----

imunitni odpovédi a rozvoji pfislusnych cytokint. Infekce H. diminuta tedy napomaha
ochrang proti rozvinuti experimentalniho zanétu stiev vyvolaného DNBS (Hunter et al., 2005;
Melon et al., 2010; Persaud et al., 2007; Reyes, et al., 2016a; Reyes et al., 2016b). Tento
ochranny efekt byl pozorovan také u FCA indukovaného zanétu kloubt u mysi (Shi et al.
2011). Preventivni kolonizace H. diminuta sniZzovala zavaznost DSS indukovaného zanétu
sttev (Reardon et al. 2001). Také byl prokazan pozitivni efekt kolonizace H. diminuta
na neurokognitivni onemocnéni zpiisobend autoimunitnim zanétem (Williamson et al. 2016).
V pfipadé€ oxazolanem vyvolaného stievniho zanétu a K/BxN indukované polyartritidy u mysi

nebyl tento efekt zaznamenan (Graepel et al., 2013; Hunter et al., 2007; Wang et al., 2010).

U potkaniho modelu nebyla prokdzana ochrana proti rozvoji DNBS indukovaného
zanétu (Hunter et al., 2005; Jirkd-Pomajbikova et al., 2018). V ptipadé DNBS zanétu
indukovaného v patentni periodé kolonizace H. diminuta, bylo zaznamenano sniZeni zanétu
oproti kontrolni skupin€ potkanii, menSi zanét, niZ§i patologické projevy onemocnéni

a rychlejsi uzdraveni (Jirkd-Pomajbikova et al., 2018).
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1.5.6 Terapeuticky potencial Hymenolepis diminuta v ramci helmito-terapie lidi
Potencionalni terapeuticky ucinek H. diminuta doposud nebyl v klinickych vyzkumech
testovan (Smyth et al. 2017). U¢inky H. diminuta jsou popsany pouze v socialné-lékaiskych
studiich, které podrobné popisuji pouziti, ptinosy a rizika H. diminuta jako helminta
potencionaln¢ vyuzitelného v ramci helminto-terapie. Zdrojova data jsou ziskavana piedevsim
od skupiny ,,self-treaters” (Cheng et al., 2015; Liu et al., 2017; Smyth et al., 2017).
Larvocysty H. diminuta jsou komeréné dostupné u spole¢nosti Biome Restoration LTD
a Worm Therapy. Pro terapeutické ucely jsou larvocysty ziskavany z mezihostiteli-broukii.
Na zakladé dostupnych informaci je tispéSnost infekce a terapeuticka efektivita 1€cby zavisla
pravé na zpusobu kultivace larvocyst v mezihostiteli a zvlasté pak na jejich fyzické kondici
(Cheng et al., 2015; Smyth et al., 2017). Stejné jako v pfipadé TSO je pii uzivani HDCs nutna
reinfekce. Terapeuticka davka zavisi na zdravotnim stavu uzivatele. V praméru se uziva 20-
30 HDCs kazdé 2-4 tydny (Cheng et al., 2015). HDCs jsou uzivany jedinci trpicimi
autoimunitnimi  onemocnénimi napf. alergiemi, astmatem, autismem, zanétlivymi
onemocnénimi stfev, neuropsychickymi onemocnénimi aj. (Cheng et al., 2015; Liu et al.,
2017; Smyth et al., 2017). Az u 95 % uzivatelt dochazi ke zlepSeni prubéhu onemocnéni
vedoucimu k moZné remisi. Vedlej$i u€inky pii uzivani HDCs nejsou nijak zdvazné, jedna se
predevsim o nevolnost bezprostiedné po infekci, velmi vzacné byly popsany zaludeéni kiece

a zvraceni (Cheng et al., 2015; Smyth et al., 2017).
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2 Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo otestovat imunomodula¢ni ucinky extrakti z dospélce,
larvalnich stadii a exkre¢nich/sekre¢nich produktti tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta)

na in vitro modelu stievnich epitelialnich bunék z potkana.

Pro splnéni hlavniho zdméru byly vyty¢eny nasledujici dil¢i cile:

e zvolit casové body vhodné pro analyzu imunomodula¢niho Uc¢inku extrakt
z H. diminuta;

e vybrat optimalni koncentraci jednotlivych extraktli s nejsilnéj$im protizanétlivym
ucéinkem;

e ucinek vybranych koncentraci extraktli otestovat na in vitro modelu ovlivnénym

a neovlivnénym zanétem;
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3 Material a metody

31

Seznam pouzZitého materidlu a chemikalii

Bézna chemie

Bikarbonat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

DMEM High Glucose w/ stable Glutamine w/ Sodium Pyruvate (Biosera, Nuaille,
Francie)

Etanol (Penta, Praha, Ceska Republika)
Chloroform (Penta)
Kyselina fosforecna 85% (Penta)

RPMI — 1640 (Sigma-Aldrich)

Specialni chemie

Caninsulin 40 IU/ml (MSD Animal Health, Wellington, Novy Zéland)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Némecko)
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 10x w/o Calcium w/o Magnesium (Biosera)

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dehydrate (Lach- Ner, s.r.o.,
Neratovice, Ceska Republika)

Fetal Bovine Serum (South America), Premium (Biosera)
LPS O111:B4+ (Sigma-Aldrich)

Penicilin (Biosera)

Protein Standard, 2 mg/vial BSA (Sigma-Aldrich)
Streptomycin (Biosera)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

5x Hot FirePol® Probe qPCR 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)
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Sondy

B2M TagMan gene expression assay for rats (Thermo Fisher Scientific)
IL-17re TagMan gene expression assay for rats (Thermo Fisher Scientific)
IL-33 TagMan gene expression assay for rats (Thermo Fisher Scientific)

TNFa TagMan gene expression assay for rats (Thermo Fisher Scientific)

Piistroje a prisluSenstvi

Accublock ™ (Labnet, Edison, USA)

Amicon Stirred Cell (Merck Millipore Massachusetts, USA)
Amicon Ultra-0,5 Centrifugal Filter 10 kDa (Merck Millipore)
BioRAD T100™ Thermal Cycler (Hercules, Kalifornie, USA)
Centrifuga 5415R (Eppendorf, Hamburk, Némecko)
Durapore ®PVDF, Filter membranes (Sigma-Aldrich)

Eclipse Ts2 (Nicon, Tokyo, Japonsko)

Esco CelCulture ® CO; incubator (Esco Micro Pte. Ltd., Singapur)
Infinitive ® 200 PRO (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)

LC480 (Roche, Basilej, Svycarsko)

NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA).
Sartorius (Gottingen, Némecko)

Sonikator Hielscher UP 2008, jehla S3-microtip 3 (Teltow, Némecko)

Tissue Culture Flasks 75cm? (Techno Plastic Products AG, Trasadinger, Svycarsko)

Tissue Culture Test Plates 12-well (Techno Plastic Products AG)

Ultrafiltration Discs, 10 kDa NMW (Merck Millipore)
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3.2 UdrZovani kultury helminta v laboratornich podminkach
Kultura tasemnice H. diminuta v laboratornich podminkach byla udrzovana dle jejiho

ptirozen¢ho vyvojového cyklu.

3.2.1 Potemnik mouény (Tenebrio molitor)

Chov: Jako mezihostitel tasemnice H. diminuta byl pouzit potemnik moucny (Tenebrio
molitor). Brouci byli chovani v terariu vystlaném pilinami, pii teploté¢ 28 °C a 12 hodinovy
svételny rezim byl zajistén 18W zativkou s casovym spinacem. Potemnici byli krmeni 2-3x

tydné zeleninou, ovocem ¢i suchym pecivem, voda byla podavana na vaté v Petriho misce.

Infekce: Potemnici byli krmeni po dobu péti dnti smési vody a trusu potkanti kolonizovanych
tasemnici, tudiz trus obsahoval jeji vajicka. V ptipad€ uspésné infekce byly z téla potemnika

po ttech tydnech vypreparovany infekce schopné larvocysty, kterymi byli infikovani potkani.

3.2.2 Laboratorni potkan (Rattus norvegicus)

Chov: Jako definitivni hostitelé tasemnice H. diminuta byli pouziti outbredni SPF (specific
pathogen free) potkani Wistar (chov Envigo RMS SRL; Holandsko, distribuce Anlab s.r.o.,
Praha, Ceska republika). Potkani byli chovani vzdy po dvou zvifatech v boxech (teplota 22 °C
az 24 °C, 12 hodinovy denni rezim) v systému individualné odvétravanych jednotek (Green
Line Sealsafe Plus Rat, Trigon plus s.r.o., Cestlice, CR) bariérového chovu ve standardnich
podminkach akreditovaného zvéfince Parazitologického tistavu (Biologické centrum AV CR
v.v.i., Ceské Budgjovice). Kompletni granulovana krmna smés a voda byla potkaniim

podavana ad libitum.

Infekce: Potkani byli infikovani larvocystami ziskanymi v dany den infekce z kolonizovanych
brouki. Potemnici byli usmrceni dekapitaci, nasledn¢ byla télni dutina na ventralni strané
medidlné rozstfizena. Larvocysty byly z téla brouka vyplaveny na Petriho misku pomoci
stiicky s PBS o pH 7,4. Larvocysty byly nasledné pieneseny pipetou na ¢istou Petriho misku
a znovu promyty dostate¢cnym mnozstvim PBS. Samotna infekce potkant probihala dva po
sob¢ jdouci dny. Potkani byli infikovani peroralné pomoci jicnové sondy vzdy 10-15
larvocystami ve 200 pl PBS roztoku. Uspésnost infekce byla kontrolovana pfitomnosti vajicek
tasemnice v trusu 16-21. den po infekci, pomoci modifikované Sheatherovy flotacni metody
(Sheather, 1923) a svételné mikroskopie. Pti uspesné infekci byla v trusu potkant detekovana

silnosténnd, pficné pruhovand ovalna ¢i kulatd vajicka o velikosti 60-80 pm
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s charakteristickymi morfologickymi znaky pro H. diminuta, tj. onkosféra se zfetelnym

hexakantem v jeho stfedu.

3.3 Piiprava exkrecnich/sekrecnich produktii z helminta
3.3.1 Kultivace Hymenolepis diminuta v médiu in vitro

Pro tcely ziskani exkre¢nich/sekre¢nich produkti (HAES) z H. diminuta bylo téeba nejprve
vypreparovat tasemnici z tenkého stfeva definitivniho hostitele, a to v pribéhu patentni
periody infekce. Potkan byl utracen cervikalni dislokaci v souladu se zakonem 246/1992 Sb.
na ochranu zvitat proti tyrani. Tasemnice byly vyjmuty z tenkého stieva potkana, promyty 2x
v 50 ml PBS na Petriho misce a poté v 80 ml roztoku RPMI a PBS (smichanymi v poméru
1:1). Tasemnice z jednotlivych potkanti byly zvazeny a pfeneseny do RPMI média (ptipraveno
dle navodu vyrobce) bez séra, obsahujiciho antibiotika (penicilin: 100 U/ml média,
streptomycin: 100 pg/ml média). Mnozstvi RPMI média bylo vzdy 200 ml na 1 g tasemnic.
Tasemnice byly poté kultivovany 18 hodin v termoboxu Esco CelCulture® (pti 38,8 °C a5 %

CO; atmosféte).

3.3.2 Sterilizace a koncentrace HJES

Po 18 hodinach byly tasemnice z média vyjmuty a médium obsahujici jejich E/S produkty
bylo sterilizovano pomoci filtracni aparatury Sartorius pies Durapore ® filtr s velikosti pori
0,22 ym. Sterilni médium bylo uchovavano na ledu a bezprostfedné¢ po sterilizaci
koncentrovdno na chlazené ultrafiltrani cele Amicon Stirred Cell s membranovym filtrem
Ultrafiltration Discs o velikosti port 10 kDa dle pokynt vyrobce. HAES o velikosti <10 kDa
byly nasledné ptevedeny do DMEM média pomoci centrifugacnich kolonek Amicon Ultra-
0,5 dle navodu vyrobce. Koncentrace HAES byla zméfena metodou dle Bradforda popsané
v kapitole 3.6. Nakonec byla koncentrace HAES fedénim v DMEM médiu upravena
na koncentraci 300 pg/ml.

3.4 Piiprava hrubych extraktii ze stadia dospélce

Po vyjmuti tasemnice z téla potkana (viz vySe) byly celé tasemnice 3x omyty v 50 ml PBS
obohacenym o antibiotika (100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin), poté promyty v 50
ml sterilniho PBS (bez antibiotik) a zvazeny. Vzdy 2 g tasemnic byly pieneseny do 15 ml
zkumavky s 5 ml PBS a na ledu homogenizovany sonikaci sonikatorem Hielscher. Sonikace
probihala za podminek 0,5 impulz a 20 % amplituda, tfemi cykly po 2 min sonikace s 3 min
pauzou. Takto ptipravend smés byla odstfedéna pii 5 300 g, 4°C, 10 minut. Poté byla odebrana

interfaze mezi peletou a tukovou suspenzi na povrchu, prenesena do nové zkumavky a opét
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odstiedéna pfi 5 300 g, 4 °C, 10 minut. Interfaze byla odebrana stejnym zplsobem,
zkoncentrovana a pievedena do DMEM média na centrifuga¢nich kolondch Amicon Ultra-0,5
dle navodu vyrobce. Koncentrace proteini v ziskaném HAEA byla zméfena metodou dle
Bradforda popsanou v kapitole 3.6. Koncentrace proteinti v HdEA byla opét upravena fedénim

v DMEM médiu na koncentraci 300 pg/ml.

3.5 Priprava hrubych extrakta z larvalnich stadii

Larvocysty vypreparované z télni dutiny potemnika byly promyty v 10 ml PBS a zmrazeny
pii -20°C. Teprve po shromazdéni dostatecného mnozstvi larvocyst (odpovidajici cca 100
ul) byly zpracovany nasledujicim zptisobem. Nejprve byla jejich sténa narusena mechanicky
v tfeci misce pomoci tloucku. Tento hruby homogenat byl pfenesen do 1,5 ml zkumavek

a V nich ponofen na dvé minuty do tekutého dusiku. Nasledovalo rychlé rozmrazeni na
termobloku nastaveném na teplotu 38 °C azZ do Gplného rozmrazeni smé&si. Tyto rychlé
zmeény teplot (-196 az +38) byly opakovany 3% v rychlém sledu, s cilem dal$iho naruseni
stén larvocyst. Homogenat byl dale 2 min na ledu sonikovan pomoci sonikatoru Hielscher
(jehla S3-microtip 3; 0,5 impulz, 20 % amplituda). Homogenizovana tkan byla nasledné
odstiedéna pii 5 300 g, 4 °C, 10 minut, supernatant byl odebran a opét odstfedén za stejnych
podminek. Nakonec byl supernatant opét odebran a pieveden do DMEM média na
centrifuga¢nich kolonach Amicon Ultra-0,5 dle navodu vyrobce. Koncentrace proteinti

ve vysledném HAEL byla zmétena metodou dle Bradforda (viz. kapitola 3.6) a upravena

fedénim v DMEM médiu na koncentraci 300 pg/ml.

3.6 Mé¢éreni koncentrace extrakti

Koncentrace HAES, HdEA a HAEL v médiu byla stanovena spektrofotometrickou metodou
meéteni koncentrace proteint dle Bradforda. Jejim principem je posun absorpéniho maxima (t;.
zména zabarveni roztoku), ktery je dusledkem vazby barviva Coomassie Brilliant blue
na molekulu proteinu. Zasobni roztok ¢inidla byl ptipraven ze 175 ml Coomasie Brilliant Blue
G-250, 50 ml 96% etanolu a 100 ml 85% kyseliny fosfore¢né. Nasledné byl pfipraven pracovni
roztok obsahujici 425 ml destilované vody, 15 ml 96% etanolu, 30 ml 85% kyseliny fosfore¢né
a 30 ml zasobniho roztoku ¢inidla. Na mikrotitra¢ni desti¢ku pak bylo naneseno po 10 pul BSA
v koncentracich 5, 25, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 a 2000 pg/ml, které tvoftily
kalibracni kiivku, a triplikat vzorku o neznamé koncentraci. Ke vSem vzorkiim bylo poté
pfidano 40 pl PBS a 500 pl pracovniho roztoku ¢inidla Na mikrotitraéni desticku pak bylo

naneseno po 200 ul vSech vzorkl a jejich absorbance byla zméfena na spektrofotometru
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pfi vinové délce 595 nm. Vysledna koncentrace HdES, HdEA a HdEL byla stanovena

porovnanim jejich absorbance s absorbanci vzorkl z kalibracni kiivky.

3.7 Tkanové kultury

Pro zjisténi imunomodula¢nich G¢inka HAES, HJEA a HAEL byl pouzit in vitro model -
stievni epitelialni buné¢na linie z potkana - IEC6 (ATCC® CRL-1592™, ATCC®, Manassas,
USA).

3.7.1 RozmraZeni bunék a kultivace

Aliquoty bunétné linie IEC6 byla uchovavany v tekutém dusiku v kryogennim boxu
pii teploté -196°C. Po rozmrazeni byly bunky kultivovany v kultivacnich lahvich Tissue
Culture Flasks vzdy v 10 ml kompletniho rustového média (DMEM, 862 mg/l komplex L-
alanyl-L-glutamin obsazen v zakladnim DMEM, 0,1 IU/ml Caninsulin, 10% FBS, 100 U/ml
penicilin, 100 pg/ml streptomycin) v termoboxu pii teploté 37,7°C a 5 % CO2 atmosféie. Po
dosazeni konfluence 80-90%, ktera byla kontrolovana pod mikroskopem, bylo z povrchu
bun¢k odebrano star¢ médium. Bunky byly oplachnuty dostatecnym mnoZstvim PBS
vyhtatym na pokojovou teplotu. Pro oddé€leni bunék ode dna bylo pouzito 1,5 ml roztoku
0,02 % trypsinu a 0,02% EDTA v PBS. Po 10 minutach doslo k oddéleni bun€k a bylo ptidano
10 ml Eerstvého kompletniho ristového média. Z bunécné suspenze bylo odebrano 50ul a bylo
ptidano 50pul 0,5% vodného roztoku trypanové modii. Smés byla napipetovana v mnoZzstvi
10ul do Biirkerovy komtrky s podloznim sklickem. Pod svételnym mikroskopem pii 100x
zvétSeni byly pocitany pouze zivé (svétle Zluté) bunky. Pocet bunék (x) v jednom mililitru

média byl vypocitan dle vzorce
p - 2- 10* = x bunék/ml
(p je pocet bunek ve 25 ¢tvercich véetne horni a pravé hranice ¢tverce)

Nasledn¢ byla bunééna suspenze rozpipetovana na 12 jamkové kultivaéni desky
v mnozstvi 50 x 10* bunék/ 0,6ml kompletniho kultivaéniho média, tj. 50 x 10* bunék v jedné
kultiva¢ni jamce. Buiiky byly kultivovany po dobu 24 hodin v termoboxu, pfi teploté 37,7 °C
a 5% CO. atmosfére do dosazeni konfluence 80-90%, ktera byla kontrolovana mikroskopicky.
Poté bylo odebrano staré¢ médium, buiiky byly omyty dostatecnym mnozstvim PBS a bylo
ptidano 0,6 ml nového média (DMEM, 862 mg/l komplex L-alanyl-L-glutamin obsazen
v zdkladnim DMEM, 100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin). Buiiky byly opét
inkubovany stejnym postupem popsanym vySe po dobu 24 hodin. Staré médium bylo
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odebrano, bunky byly promyty dostatecnym mnozstvim PBS. K bunééné linii bylo pfidavano
0,6 ml média (DMEM, 862 mg/l komplex L-alanyl-L-glutamin obsazen v zékladnim DMEM,
1% FBS) v piipadé kontrolni skupiny, v piipadé experimentalnich skupin byly bunky
stimulovany vySe popsanym médiem spolu s potfebnou koncentraci HAES, HdEA nebo
HdEL. Takto pfipravena skupina experimentalnich bunék byla jednu hodinu preinkubovéana
Vv termoboxu pfi teploté 37,7 °C a 5% COz atmosféte, nasledné byl u potiebnych skupin bunék
vyvolan zanét ptidanim lug/ml lipopolysacharidii O111:B4+ (viz kapitola 8.10).

3.8 Analyza genové exprese cytokint
3.8.1 Izolace RNA

IEC6 buné¢na linie byla zpracovana pomoci kitu HybridR RNA Kit pouzitého dle navodu
vyrobce. Koncentrace celkové vyizolované RNA (ng/ul) byla zméfena na spektrofotometru

NanoDrop.

3.8.2 Reverzni transkripce

Substratem pro reverzni transkripci byl 1pg vzorku celkové RNA. Ta byla nasledné pirevedena
na cDNA kitem High Capacity RNA-to-cDNA Kit. Poté byla 20 ul smés inkubovana
za podminek 37 °C/60 min, 95 °C/5 min a 4 °C/co v PCR cycleru.

3.8.3 Real-time PCR reakce

Real-time PCR reakce probihala na 96 jamkovém panelu, kdy v kazdé jamce bylo 20 pl smési:
14 pl gPCR Mix 5x Hot FirePol® 1 ul specifické fluorescencné znacené sondy a primery
pro IL17re, IL-33, TNFa, 5 pl 10x natedéné cDNA. Jednotlivé reakce byly pro kazdy vzorek
provedeny vzdy 3x. Jako kontrolni gen (housekeeping gen) byl pouzit beta-2-mikroglobulin
(B2M). Deska s pfipravenymi vzorky byla popsana, pielepena transparentni folii a vloZena
do cycleru LC480. Realt-time PCR reakce probihala za nasledujicich podminek: 50 °C/2 min,
95 °C/10 min, 50 cykla 95 °C/15 sek, 60 °C/ 1 min. Nasledn¢ byla vyhodnocena relativni
genova exprese porovnanim Ct hodnoty testovaného vzorku s Ct hodnotou vzorku kontrolniho
(housekeeping gen). Ct hodnota je hodnota cyklu, ve kterém nastane narust fluorescence

nad prah pozadi.

3.9 Statistické analyzy
Vsechna ziskana data byla vyhodnocena pomoci programti GraphPad Prism 6, Excel. Rozdily
mezi experimentalnimi a kontrolnimi skupinami bunék byly statisticky vyhodnoceny

Studentovym t-testem. Vysledky jsou vyjadiené jako aritmeticky primér + stiedni chyba priméru
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(mean + SEM). Hvézdickami ¢i kiizky jsou oznacené statisticky vyznamné rozdily (*p<O0,1;

#p<0,1; **p < 0,01; #p<0,01; ***p < 0,001; ##p<0,001; ****p<0,0001; **<0,0001).

3.10 Design experimentu

V ramci ptredlozené prace byly provedeny celkem ¢tyii experimenty s oznacenim 1, 11, Illa,
I1Ib. V experimentech byl vyuzivan tzv. preventivnim pfistup. Bylo zjisStovano, zda E/S
produkty nebo extrakty H. diminuta pozitivné ovlivni nebo ochrani bunéénou linii

ptfed nasledné¢ experimentalné indukovanym zanétem.

Kazdy jednotlivy experiment probihal celkem tii dny vzhledem k ¢asové narocnosti
kultivace, pfipravy epitelialnich potkanich bunék a inkubace s extrakty H. diminuta, popiipadé

LPS. Tyto postupy jsou shrnuty v kapitolach 3.7.1 a 3.10.

3.10.1 Experiment |
Experiment I byl zaméfen na zjisténi hladiny genové exprese cytokinu TNFa v riznych

casovych bodech, tj. 4, 8, 12 a 24 hod od vyvolani zanétu (pfidani LPS) u IEC6 bunééné linie.
Experiment I probihal celkem tii dny (viz Obr. 3) se dvéma skupinami bunék, z nichz kazda
skupina byla v triplikaci:

(i) negativni kontrola (IEC6);

(if)  experimentalni skupina (IEC6+LPS);

Experiment |
Cas (hod)

L

0 24 48 72

Nasazeni bunék na 12 jamkovy panel
Vyména média

Vyména média

Aplikace LPS

Odbér bunék

Odbér bunék

Odbér bunék

Odbér bunék

I

Obr. 3: Plan experimentu I.
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3.10.2 Experiment Il

Cilem experimentu II bylo zvolit optimalni koncentraci HdES, HdEA a HdEL snizujici
zanétlivy ucinek LPS u IEC6 bungk. Protizanétlivy ucinek byl zjistovan analyzou genové
exprese cytokinu TNFa [EC6 bunék odebranych po ¢tyfech hodinach inkubace spolu s LPS
a HAES, HAEA nebo HAEL o koncentraci vzdy 100 pg/ml, 200 pg/ml a 300 ug/ml.

Experiment II probihal celkem tii dny (viz Obr. 4) se tfemi skupinami bun¢k, z nichZ kazda

skupina byla v triplikaci:
(i) negativni kontrola (IEC6);
(if) pozitivni kontrola (IEC6+LPS);

(iii) experimentalni skupina (IEC6+LPS+HdES nebo HAEA nebo HdEL),
koncentrace HAdES, HAdEA a HdEL byla zvolena 100 pg/ml, 200 pg/ml a 300
pg/ml;

Experiment ll
Gas (hod) ! |

———= Nasazeni bunék na 12 jamkovy panel

== VYyména média

mmmmm Aplikace HAES, HAEA, HAEL nebo vyména média
e Aplikace LPS

j—r—| Odbér bunék

Obr. 4:Plan experimentu I1.
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3.10.3 Experiment Illa

Na zakladé predchoziho experimentu byl proveden experiment Illa, jehoz cilem bylo:

e stanovit genovou expresi cytokini TNFa, IL-17re a IL-33 u IEC6 bunécné linie
inkubované Ctyii hodiny spolecné¢ s HAES, HAdEA nebo HdEL, jejichz optimalni

koncentrace byla zvolena v experimentu lI;

e otestovat genovou expresi TNFa, IL-17re a IL-33 u IEC6 bunécné linie inkubované
po dobu ¢tyi hodin spole¢né s LPS a s HAES, HdEA nebo HdEL, jejichz optimalni

koncentrace byla opét zvolena v experimentu I1;

Experiment Illa probihal celkem tfi dny (viz Obr. 5) se ¢tyfmi skupinami bungk, z nichz

kazda skupina byla v triplikaci:
(i) negativni kontrola (IEC6);
(if)  pozitivni kontrola (IEC6+LPS);

(iii) experimentalni skupina 1 (IEC6+LPS+ HJES, HAEA nebo HJEL), koncentrace
HdEA a HdEL byla zvolena 300 pg/ml, HAES 200 ug/ml;

(iv) experimentalni skupina 2 (IEC6+ HAES, HdEA nebo HdEL), koncentrace
HdJEA a HdEL byla zvolena 300 ng/ml, HdES 200 pg/ml;

Experiment llla m ‘ ‘

Gasthod) T TV TTTTTTTTTTTTT]
0 24 48 72

Nasazeni bunék na 12 jamkovy panel

VVyména média

Aplikace HAES, HAEA, HAEL nebo vyména média
Aplikace LPS

Odbér bunék

1111

Obr. 5: Plan experimentu Illa.
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3.10.4 Experiment I11b
Na zékladé ptedchozich experimentt (I a II) byl proveden experiment IIIb, jehoz cilem bylo:

e otestovat genovou expresi cytokint IL-33 a IL-17re u IEC6 bunécné linie inkubované
12 hodin spole¢n¢ s LPS a koncentraci HdES, HdEA nebo HdEL, ktera byla zvolena
v experimentu Il;

e otestovat genovou expresi cytokinti IL-33, IL-17re u IEC6 bunécné linie inkubované
12 hodin spolu s HAES, HdEA nebo HdEL, jejichz koncentrace byla zvolena
v experimentu Il;

Experiment I1Ib probihal celkem tii dny (viz Obr. 6) se ¢tyfmi skupinami bungk, z nichz kazda
skupina byla v triplikaci:

(i) negativni kontrola (IEC6);
(i)  pozitivni kontrola (IEC6+LPS);

(i)  experimentalni skupina 1 (IEC6+LPS+ HdAES, HdEA nebo HdEL), koncentrace
HdEA a HdEL byla zvolena 300ug/ml, HAES 200 pg/ml;

(iv)  experimentalni skupina 2 (IEC6+ HdJES, HAEA nebo HAEL), koncentrace HJEA
a HAEL byla zvolena 300pg/ml, HAES 200 pg/ml;

R

Experiment liib

Gasthod) VT ITTTTTTTTTTTTTT]
0 24 48 72

——— Nasazeni bunék na 12 jamkovy panel

== VYména média

s Aplikace HAES, HAEA, HAEL nebo vyména média

== Aplikace LPS

[ Odbér bunék

Obr. 6: Plan experimentu ITIb.
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4 Vysledky

4.1 Experiment I: Stanoveni vhodného ¢asového intervalu pro vyhodnoceni zmén
genové exprese TNFa

Experiment | byl zaméfen na zmény genové exprese cytokinu TNFo po vyvolani zanétu u

in vitro modelu epitelidlnich bunék (IEC6 bunééna linie ovlivnéna LPS) v ruznych ¢asovych

intervalech po 4, 8, 12 a 24 hodinach. Pro zjisStovani relativni genové exprese cytokinu

metodou real-time PCR ve vsech provedenych experimentech byla nejprve z epitelidlnich

bunék izolovana RNA, jejiz koncentrace se pohybovala v rozmezi 100-200 ng/ul.

Hladina genové exprese TNFo vyznamné vzrostla Ctyfi hodiny po expozici IEC6
bun¢k LPS (****p<0,0001), nasledné vyznamné klesa po osmi hodinach a velmi vyznamné
po 12 hodinach (Obr. 7). Tudiz jako nejvhodnéjsi Casovy interval pro zjiStovani hladiny
genové exprese TNFa byl zvolen interval 4 hodiny po indukci zanétu in vitro v epitelialnich

bunikach a nasledné pro testovani dalSich cytokint (IL-17re, IL-33) intervaly 4 a 12 hodin.

NK4 LPS4 NK8 LPS8 NK12 LPS12 NK24 LPS24

3
£ 1007 NS
= L3 NK4:neovlivnéné bb.po 4 hod
Z 807 C— LPS4.ovlivnéné bb. po 4 hod
o i == NK8:neovlivnéné bb. po 8 hod
g 607 S
% = LPS8:ovlivnéné bb. po 8 hod

*
‘@ 40 == NK12:neovlivnéné bb. po 12 hod
8 K FKk ' o
5 5651 == | PS12:0vlivnéné bb. po 12 hod
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(3]
©
©x

Bunky

Obr. 7: Zmény hladiny genové exprese TNFa v riznych ¢asovych intervalech po indukci zanétu
v IEC6 buné&éné linii. Casové intervaly byly zvoleny po 4, 8, 12 a 24 hodinach po indukci zdnétu s pouzitim
LPS. Rozdil mezi negativni skupinou (NK4, NK8, NK12, NK24) a experimentalni skupinou (LPS4, LPS8,
LPS12, LPS24) kazdého ptislusného experimentu byl statisticky zhodnocen pomoci Studentova t-testu. Vysledky
jsou vyjadieny jako aritmeticky prumér + stiedni chyba priméru (mean + SEM; n=3). Hvézdickami jsou

oznaceny prokazatelné vyznamné statistické rozdily (*p <0,1; ***p<0,001; ****p<0,0001).

4.2 Experiment II: Stanoveni optimalni koncentrace extrakti
Tento experiment navazal na vysledky pfedchoziho experimentu (Experiment I), kdy byl

stanoven optimalni ¢asovy interval pro hodnoceni zmén TNFa (tj. po 4 hodinach od indukce
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zanétu v IEC6 bunkach). Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo zjistit optimalni koncentraci
extraktti H. diminuta (HdES, HAdEA a HAEL) s intenzivnim protizanétlivym ucinkem opét na
zanétlivém in vitro modelu (IEC6 epitelialni bunky ovlivnéné LPS). Tento protizanétlivy

ucinek jednotlivych extrakti byl vyhodnocen po 4 hodinach od indukce zanétu v bunkéch.

Bylo zjisténo, ze v porovnani s pozitivni kontrolou (PK; tj. buiikky ovlivnéné pouze
LPS), hladina genové exprese TNFa vyznamné klesd a to ve vSech skupinach zanétem
ovlivnénych bunck (Obr. 8). A to nejen pod vlivem vSech typa extraktd, ale i ve vSech
zvolenych koncentracich (100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 ug/ml). U extrakti HAES a HAEA se

jejich protizanétlivy ucinek nelisil napti¢ vSemi koncentracemi na rozdil od HdEL, kdy byl

ucinek nejvyrazngjsi u koncentrace (300 pg/ml, EL300; Obr. 8).
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Obr. 8: Protizanétlivy i¢inek extrakti ziskanych z tasemnice H. diminuta (HdES, HAEL, HJEA) na
in vitro TEC6 buiikach ovlivnénych LPS. Pro tcely tohoto experimentu byly zvoleny riizné koncentrace, 100,
200 a 300 pg/ml. Rozdily mezi véemi experimentalnimi skupinami (ES100-300, EL100-300, EA100-300) a
pozitivni kontrolou PK (IEC6 bunécna linie ovlivnénad LPS) byl statisticky zhodnocen pomoci Studentova t-testu.
Vsechny vysledky jsou vyjadrené jako aritmeticky prumér = stfedni chyba praméru (mean + SEM; n=3). Kiizkem

jsou znaGeny prokazatelné vyznamné statistické rozdily (*p <0,1).
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4.3 Experiment III: Analyza imunomodula¢nich u¢inku extrakti H. diminuta na
zakladé zmén genové exprese TNFa, IL-17re a 1L-33

V ramci experimentt III (IIIa a ITIb) byl testovan u¢inek vybranych koncentraci vSech extraktii
z H. diminuta u in vitro bung¢k (i) neovlivnénych (tj. IEC6 bunky bez LPS) a (ii) ovlivnénych
zanétem (tj. IEC6 bunky ovlivnéné LPS). Na zéklad¢ vysledkli experimentu II byly pouzity
nasledné koncentrace extrakti: HAEA a HAEL byly pouzity v koncentraci 300 pg/ml a HAES
pii koncentraci 200ug/ml. Jednotlivé experimenty se liSily v ¢asovém intervalu délky
kultivace buné¢né linie spolu s extrakty, pfipadné s LPS, a tedy i v ¢ase sklizné¢ bunék
a vyhodnoceni genovych expresi TNFa, IL-17re a IL-33 ) — v experimentu Illa byl t¢inek

testovan po ctyfech hodinach, v experimentu IIIb byl testovan po 12 hodinach.

rrrrr

4.3.1 Experiment IIla: Analyza protizanétlivého icinku po ¢tyfech hodinach
inkubace

Experiment Illa byl zaméfen na vyhodnoceni u¢inkt extraktli na in vitro buiiky ovlivnéné

i neovlivnéné zanétem a to po 4 hodinach.

V ptipadé¢ TNFa byly zmény v genové expresi zaznamenany zejména ve skupinach
ovlivnénych zanétem v porovnani s pozitivni kontrolou (PK; IEC6 buiiky ovlivnéné pouze
LPS). Protizanétlivy ucinek, tj. pokles genové exprese TNFa vici PK, byl velmi vyrazny pii
pouziti HAES (**p<0,0001), zatimco u extraktit HdEA a HdEL toto plisobeni zaznamenano
nebylo (Obr. 9). Naopak HAEA vyvolal u zanétlivych epitelidlnich bunék velmi vyznamné
zvyseni genove exprese TNFo, tedy zesileni zanétlivé reakce. Extrakt HAEL zanétlivé bunky
nikterak neovlivnil, protoZze v porovnani s PK zde nedoSlo k Zadnému statisticky

prokazatelnému rozdilu v genové expresi TNFa (Obr. 9).

V ramci tohoto experimentu jsme také sledovali uCinek extrakti na zanétem
neovlivnéné epitelidlni bunky. V ptipadé HAdES a HAdEA byl zaznamendn pouze maly, ale
vyznamny narast genové exprese TNFa v porovndni s negativni kontrolou, tj. neovlivnéné
IEC6 bunky (Obr. 9). Naopak ptitomnost extraktu HAdEL velmi vyznamné zvySoval genovou
expresi TNFa v buiikach (***p<0,001) a 1ze tedy konstatovat, Ze indukuje zanétlivou imunitni
reakci (Obr. 9).

V piipad¢ sledovani genové exprese IL-17re byla nejvyssi hladina zaznamenana
U kontrolnich skupin (neovlivnéné epitelidlni buniky) ve dvou z celkové tfech experimentt
(Obr. 10 B, C). V pripad¢ jednoho experimentu, znazornéném na Obr. 10 A, genova exprese

IL-17re vyznamng, vué¢i kontrolnim skupinam, vzristd u vSech experimentalnich skupin
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krom¢ bun¢k ovlivnénych HAEL a LPS. Rozdil v genové expresi IL-17re v kontrolnich

mozné fict, ktery vysledek je spravny.

V ramci cytokinu IL-33 byl zaznamenan velmi vyznamny nartist jeho genové exprese
u skupiny epitelidlnich bun¢k ovlivnénych HdEA a to v porovnani s pozitivni kontrolou,

tj. neovlivnéné epitelialni bunky (Obr. 11).

29



>

=
3 1007 .I — = . !
= S — =3 NK:negativni kontrola
2 . st 1 PK:pozitivni kontrola
“,_c:_ a0 =3 ES:IEC6 ovlivnéné HAES
b 3 ES +LPS:|EC6 ovlivnéné HSES a LPS
T 40+ EL:IEC6 ovlivhéné HJEL
g _ EL+LPS:IEC6 ovlivnéné HdEL a LPS
) 207 Em EA:EC6 ovlivnéné HAEA
s e B EA+LPS:IEC6 oviivnéné HAEA a LPS
E T T T
& NK PK ES ES+LPS EL EL+LPS EA  EA+LPS
Buriky
B C
g 1204 : g 120+ 7 e = !
LEL 100- % / L2 -
© 80 @
§ 207 D 80
g o
3 10 3
5 3
g
- % o= -
['4 14

=)

PK ES ES +LPS EL EL+LPS EA EA+LPS NK PK ES ES+LPS EL EL+LPS EA EA+LPS
Buriky Buriky
9
. 100
5]
w
2
~ 80 -
8 r
8 e
S 60 !
e o
o 1
T w0
e it
g
! 0
&
2
% 0 - M |
o

NK

PK ES ES+LPS EL EL+LPS EA EA+LPS

Buriky

Obr. 9: Protizanétlivy u¢inek extrakta z tasemnice H. diminuta (HdES, HdEL, HdEA) méieny na

zakladé zmén genové exprese TNFa na in vitro buiikiach neovlivnénych nebo ovlivnénych LPS. (A)

souhrnny graf tfech nezavislych méfeni B-D. (B-D) tii nezavislé experimenty. Kiizkem jsou znadeny

prokazateln& vyznamné statistické rozdily (¥#p <0,001; ##p<0,0001) mezi skupinami bunék ovlivnénych LPS

a extrakty (ES+LPS, EL+LPS,EA+LPS) a pozitivni kontrolou (PK; bunééna linie ovlivnéna LPS). Hvézdickami

jsou oznaceny prokazatelné vyznamné statistické rozdily (¥p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001) mezi

skupinami bunék ovlivnénych pouze extrakty (ES, EL, EA) a skupinou negativni kontroly (NK; epitelialni

bunky). VSechny tyto vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci Studentova t-testu a jsou vyjadiené jako

aritmeticky primér + stfedni chyba priméru (mean + SEM; n=9 (A); n=3 (B-D)).
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Obr. 10: Utinek extrakti z tasemnice H. diminuta (HJES, HAdEL, HIEA) méfeny na zakladé zmén
genové exprese IL-17re na in vitro buiikach neovlivnénych nebo ovlivnénych LPS.

(A-C) tfi na sobé& nezavisla mé&feni. Kiizkem jsou znadeny prokazatelné vyznamné statistické rozdily (*p <0,1)
mezi skupinou pozitivni kontroly (PK; buiiky ovlivnéné LPS) a experimentalnimi skupinami bunék ovlivnénych
LPS a extrakty (ES+LPS, EL+LPS,EA+LPS). Hvézdic¢kami jsou oznaceny prokazatelné¢ vyznamné statistické
rozdily (*p<0,1; **p<0,01) mezi skupinou negativni kontroly (NK; epitelidlni buiikky) a skupinami bunék
ovlivnénych pouze extrakty (ES, EL, EA). VSechny tyto vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci

Studentova t-testu, jsou vyjadiené jako aritmeticky pramér + stiedni chyba priméru (mean + SEM; n=3).
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Obr. 11: Utinek extrakti z tasemnice H. diminuta (HJES, HAdEL, HIEA) méfeny na zakladé zmén
genové exprese IL-33 na in vitro buiikach neovlivnénych nebo ovlivnénych LPS.

(A) souhrnny graf tfech nezavislych méteni B-D. (B-D) tii nezavislé experimenty. K¥izkem jsou znaceny
prokazateln& vyznamné statistické rozdily (¥p <0,1; #p <0,01; #p<0,001) mezi skupinou pozitivni kontroly (PK;
bunky ovlivnéné LPS) a experimentalnimi skupinami bun¢k ovlivnénych LPS a extrakty (ES+LPS,
EL+LPS,EA+LPS). Hvézdickami jsou oznaceny prokazatelné vyznamné statistické rozdily (*p<0,1; **p<0,01;
*#p<0,01; ***p<0,001) mezi skupinou negativni kontroly (NK; epitelidlni bunky) a skupinami bunék
ovlivnénych pouze extrakty (ES, EL, EA). VSechny tyto vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci

Studentova t-testu, jsou vyjadiené jako aritmeticky primér + stiedni chyba priméru (mean + SEM; n=3).

32



4.3.2 Experiment IIIb: Analyza protizanétlivého ti¢inku po 12 hodinach inkubace

V piipadé experimentu IIIb byl zjistovan vliv extrakti na zakladé zmén genovych expresi
pouze IL-17re a IL-33 po 12 hodinach kultivace bunécné linie spolu s extrakty pii koncentraci
zvolené v experimentu Il - HAdES byl pouzit v koncentraci 200ug/ml, a HdEA a HdEL
Vv koncentraci 300 pg/ml.

Genova exprese IL-17re i IL-33 v obou piipadech dosahuje svého maxima pouze u
negativni kontroly (neovlivnéné epitelialni buiiky). Tudiz zde doslo k poklesu genové exprese

IL-33 i IL-17re u bunék ovlivnénych jak LPS, tak v§emi extrakty z H. diminuta (Obr. 12).
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Obr. 12: Utinek extraktd z tasemnice H. diminuta (HJES, HAdEL, HIEA) méfeny na zakladé zmén
genové exprese IL-33 a IL-17re na in vitro buiikach neovlivnénych nebo ovlivnénych LPS. Kfizkem
jsou znageny prokazatelng vyznamné statistické rozdily (*p <0,1; #p <0,01; ##p<0,001) mezi skupinou pozitivni
kontroly PK (buiiky ovlivnéné LPS) a experimentalnimi skupinami bunék ovlivnénych LPS a extrakty (ES+LPS,
EL+LPS,EA+LPS). Hvézdickami jsou oznaCeny prokazatelné vyznamné statistické rozdily (***p<0,01;
*#4%p<0,001) mezi skupinou negativni kontroly NK (epitelialni buiiky) a skupinami bunék ovlivnénych pouze
extrakty (ES, EL, EA). Vsechny tyto vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci Studentova t-testu, jsou

vyjadfené jako aritmeticky primeér + stfedni chyba priméru (mean + SEM; n=6).
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5 Diskuze

V poslednich desetiletich byl zvlaste u lidi Zijicich ve vyspélych zemich zaznamenan prudky
narust prevalence autoimunitnich onemocnéni, jako jsou naptiklad nespecifické sttevni zanéty
revmatoidni artritida, roztrousena sklerdza a alergie (Agmon-Levin et al., 2011; Lerner et al.,
2015; Molodecky et al., 2012; Wiria et al., 2012). Nartast téchto onemocnéni je v posledni
dobé¢ velmi uzce spojovan s nevyvazenosti sttevniho mikrobiomu (tzv. dysbidza), pticemz
byva zdiirazitovan vyznam fady mikroorganismi, vcetné helmintli, které jsou naprosto
nezbytné pro vyvoj a regulaci imunitniho systému zdravého ¢loveka (Bilbo et al., 2011; Parker
& Ollerton, 2013; Rook, 2012).

Helminti jsou povazovani za vyrazné manipulatory hostitelské imunity. Béhem
stamiliond let koevoluce s hostitelskym organismem si vyvinuly fadu dimyslnych
mechanism, které¢ odklangji nebo ptesmérovavaji imunitni odpoveéd’ hostitele, zejména tak,
aby zastavili zanétlivé mechanismy vedouci k jejich ptimé likvidaci (Gazzinelli-Guimaraes &
Nutman, 2018; Grencis, 2015; Harnett & Harnett, 2017; Wang et al., 2017; Weinstock &
Elliott, 2013; Yasuda & Nakanishi, 2018; Zaccone & Hall, 2013). Tato zjisténi vedou k rozvoji
nové terapeutické strategie, zvané helminto-terapie, jejiz podstatou je vyuziti kontrolované
expozice nepatogennim ¢i mirné patogennim cervem (Lukes et al., 2014; Sobotkova et al.,

-----

lidského organismu (Harnett & Harnett, 2017; Maizels et al., 2018).

V ramci helminto-terapie je dnes pouZzivana zejména kolonizace zivymi ¢ervy (Cheng
et al., 2015; Sobotkova et al., under review). Vzhledem k ur¢itym nevyhodam, které tento
pristup pfinasi, jsou hledany ucinné latky z riznych Zzivotnich stadii helmintl, které maji
podobny pozitivni vliv na modulaci imunitniho syst¢tmu a na pribéh autoimunitnich
onemocnéni (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018; Maizels etl al., 2018; Nascimento
Santos et al., 2017; Shepherd et al., 2015; Smallwood et al., 2017; Wu et al., 2017)

Jednémi ze zékladnich latek testovanych v ramci terapie helminty jsou jejich
exkre¢ni/sekrecni produkty (E/S produkty). Bylo prokdzano, Ze obsahuji mnozstvi molekul,
jako napft. bioaktivni proteiny, glykoproteiny, peptidy, glykany, glykolipidy aj., kterymi

dokazi pozitivné modulovat imunitni systém hostitele (Bien et al., 2016; Maizels et al., 2018;

imunomodula¢ni U¢inky v rdmci helminto-terapie autoimunitnich onemocnéni byly obcas
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prokazany taktéz u extraktll z dospélych helminti a jejich larvalnich stadii (Maizels et al.,
2018; Nascimento Santos et al., 2017; Sulima et al., 2017; Wu et al., 2017).

V ramci této studie byly testovany imunomodula¢ni G¢inky extraktd z tasemnice
Hymenolepis diminuta, ktera splituje nejen kritéria vhodného terapeutického ¢erva (Lukes et
al., 2014; Sobotkova et al., under review), také ma pfiznivy vliv na zanétlivi onemocnéni
(napt. Jirki-Pomajbikova et al., 2018; McKay, 2010; Williamson et al., 2016; Wu et al., 2017).
K pozadovanym vlastnostem patfi jednoducha kultivace helminta v laboratornich
podminkach, minimalni moznost somatické migrace a autoinfekce, nizka patogenita pro
hostitele, znalost epidemiologie a biologie helminta (Lukes et al., 2014; Sobotkova et al.,
under review). Pro ucely kultivace H. diminuta se v laboratornich podminkéach pouzivaji
brouci z ¢eledi potemnikoviti, definitivnim hostitelem je potkan, nahodné ¢lovék. Vyvoj
dospélé tasemnice z larvocysty v téle definitivniho hostitele je vazan vyhradné na tenké stievo

bez jakékoliv somatické migrace (McKay, 2010; Roberts et al., 2013).

Tato studie navazuje na piedchozi vyzkumy Laboratofe parazitarni terapie
Parazitologického ustavu Biologického centra AV CR v.v.i. a také na dalsi studie, které
prokazaly pozitivni vliv kolonizace H. diminuta na zanétliva stfevni onemocnéni (napfi. Jirkl-
Pomajbikova et al., 2018; McKay, 2010; Parfrey et al., 2017) artritidu (Shi et al., 2011)

na neurokognitivni onemocnéni zptisobena autoimunitnim zanétem (Williamson et al., 2016).

Na zaklad¢ naSich ptedchozich vysledkii, kdy jsme sledovali efekt ptirozené
kolonizace H. diminuta (jak larvalnich stadii, tak dospélce) na stfevni zanétlivé onemocnéni
(Jirkd-Pomajbikova et al. 2018), jsme se rozhodli otestovat extrakty z dospélce (HdAE),
larvalnich stadii (HdEL) a E/S produkty (HAES) tasemnice H. diminuta. Vliv téchto extrakti
byl zjistovan na in vitro modelu stievnich epitelialnich bun¢k z potkana linie 1EC6, jak

neovlivnénych tak ovlivnénych zanétem (tj. ovlivnéni s pouzitim LPS).

Vyznamnou roli v modulaci imunitniho systému helminty maji stfevni epitelialni
bunky (Cortés et al., 2017; Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018; Saenz et al., 2008; Taylor
etal., 2009). Tudiz jsme se rozhodli primarné sledovat imunomodula¢ni G¢inky v§ech extraktii
z H. diminuta pravé na epitelialnich bunkach z ptirozeného definitivniho hostitele (tj. potkan).
Potkan byl vybran také z diivodu srovnatelnosti této prace s vysledky nasich piedchozich

in vivo studii (Jirkd-Pomajbikova et al., 2018; Parfrey et al., 2017).
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Stanoveni vhodného c¢asového intervalu pro vyhodnoceni zmén stéZejniho

prozanétlivého cytokinu TNFa

Prvnim dilezitym krokem bylo analyzovat vyvoj genové exprese TNFa u in vitro bunééné
linie stfevnich epitelidlnich bun¢k v pribeéhu casu po indukci zdnétu. Pro ucely tohoto dil¢iho

experimentu byly zvoleny casové intervaly po 4, 8, 12 a 24 hodinach.

TNFa je dilezitym prozanétlivym cytokinem, jak v ramci zanétlivych procest
autoimunitnich onemocnéni stiev, tak pii LPS indukovaném zanétu (Dave et al., 2015; Nielsen
et al., 2013). Vysledky ukazaly, ze hladina genové exprese TNFo vyznamné vzrostla Ctyii
hodiny po ovlivnéni epitelidlnich bun€k pomoci LPS, néasledné byl zaznamenan postupny
pokles (tj. po 8 a 12 hodinach). Po 24 hodinach doslo opét ke vzristu genové exprese TNFa,
tentokrat nejen u buné€k ovlivnénych LPS, ale i u bunék neovlivnénych (tj. negativni kontrola).
Tento prudky nardst u obou skupin lze vysvétlit omezenou vitalitou a s ni spojenou vysokou

umrtnosti bunék zptisobenou piili§ dlouhou kultivaci. Ta byla potvrzena i mikroskopicky.

Ve studii Johnston et al. (2010) byla zjiStovana hladina TNFa (metodou ELISA)
po ovlivnéni lidskych makrofagli pomoci LPS. Casovy interval byl zvolen po 2, 4, 8 a 24
hodinach od indukce zanétu. Bylo zjisténo, Ze hladina TNFa postupné stoupa a dosahuje svého
maxima po osmi hodinach. V ptipad¢ nasich vysledk na epitelidlnich buiikach, exprese TNFa
po osmi hodinach byla jiz ve fazi poklesu. Rozdily mezi vysledky obou studii mohou byt

vysvétleny pouzitim odlisSnych bunéénych linii a metod.

Velmi Casto je genova exprese TNFo u in vitro buné¢nych linii (napf. makrofagy,
dendritické buiiky) méfena po 24 a 48 hodinach od ovlivnéni bun€k LPS, popiipadé extrakty
¢i produkty z helminti (Bai et al., 2012; Hiemstra et al., 2014; Hoeksema & Laan, 2016;
Zawistowska-Deniziak et al., 2017). Nicmén¢ u epitelialnich bunék tento ¢asovy interval je

ziejmé pro experimentalni i€ely a hodnoceni TNFa nepouzitelny.

Na zakladé¢ naSich vysledki je zjevné, Ze inkubace potkanich epitelialnich bunék po
dobu delsi nez 24 hodin s LPS neni vhodna pro experimentalni ucely. TudiZ v nésledujicich
experimentech jsme se rozhodli zjiS§tovat hladinu exprese genu pro TNFa ¢tyfi hodiny po
ovlivnéni bun¢k extrakty z H. diminuta (HdES, HdEA nebo HdEL) a eventualné LPS.
Vseobecné u TNFa dochéazi k rychlym zménam v jeho genové expresi 1 zvyseni jeho hladiny
v porovnani s ostatnimi cytokiny (Kapadia et al., 1995). Proto, pro sledovani zmén v genové

expresi dalSich cytokint (IL-17re, IL-33), jsme kromé ¢tythodinového intervalu zvolili také
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interval po 12 hodinach od ovlivnéni bunék (LPS a extrakty), kdy doslo k zasadnimu poklesu

genové exprese TNFa.
Stanoveni optimalni koncentrace extraktii

Dalsim krokem ke splnéni hlavniho cile prace bylo najit optimalni koncentraci jednotlivych
extraktti z H. diminuta (HAES, HAEA a HdEL) s protizanétlivym ucinkem u in vitro modelu
epitelidlnich bunék. Bunky pro naslednou genovou expresi TNFa byly odebirany po ¢tyiech

hodinach od indukce zanétu pomoci LPS.

V literatufe jsou nejCastéji pouzivané koncentrace v ramci testovani extraktd
H. diminuta v rozmezi 5-100 pg/ml (Johnston et al., 2010; Lopes et al., 2015; Reyes et al.,
2016b; Zawistowska-Deniziak et al., 2017). U jinych helmint, napt. Fasciola hepatica,
Trichuris suis, Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni, Clonorchis sinensis, Taenia
crassiceps, jsou vyuzivané koncentrace nizsi, tj. v rozpéti 1-80 pg/ml (Bai et al., 2012; Falcon
et al., 2010; Hiemstra et al., 2014; Kuijk et al., 2012; Terrazas et al., 2013; Zaccone et al.,
2003; Zhao et al., 2018). Na zakladé vyse uvedenych poznatkii a vysledki nasi pilotni studie
zaméfené na testovani extraktd in vivo (publikace v piipravé) byly pro ucely této prace

vytipovany tii koncentrace extrakti H. diminuta, a to 100 pg/ml, 200 pg/ml a 300 ug/ml.

Z vysledkd stanoveni optimalni koncentrace extraktd H. diminuta (experiment II)
vyplyva, ze vSechny tfi nami vytipované koncentrace HdES maji u IEC6 linie ovlivnéné LPS
protizanétlivy u€inek. V publikaci Johnston et al. (2010) byl pro ovlivnéni lidskych makrofagi
pouzit extrakt HAES v koncentraci 10, 20, 40, 80 a 100 pg/ml a doslo zde ke statisticky
vyznamnému snizeni zanétu indukovaného LPS a to nejvice pii pouziti koncentrace
100 pug/ml. Podobny efekt byl pozorovan ve studii Zawistowska-Deniziak et al. (2017), kdy
byly lidské makrofagy ovlivnény 5 png/ml HAES. V ptipadé jinych helmintd napt. T. suis, F.
hepatica a T. spiralis bylo zaznamenano snizeni genové exprese ¢i mnozstvi TNFo u mySich
a lidskych dendritickych bunék ¢i makrofagi po ovlivnéni 1-80 ug/ml E/S produkti (Bai et
al., 2012; Falcon et al., 2010; Hiemstra et al., 2014; Hoeksema and Laan, 2016; Kuijk et
al., 2012; Laan et al., 2017). S ohledem na in vitro bunény model pouzivany v nasi studii,
na akladé nasich vysledkd a poznatkl z literatury jsme se v nasledujicich experimentech

rozhodli pouzivat HAES o koncentraci 200 pg/ml.

Pro ucely helminto-terapie jsou také testovany extrakty ziskané z dospé€lct riznych

helmintti (Sobotkova et al., under review). Obecné rozsifena koncentrace pouZzivana
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ke zjistovani imunomodulacnich u¢inkl extraktd z dospé€lcti riznych helmintii na in vitro
modelech je 20 az 80 ug/ml (Carranza et al., 2012; Zhao et al., 2018). Konkrétné u extraktu
Z dospélce H. diminuta (HdEA) jsou pouzivany koncentrace v rozmezi 10-100 pg/ml
(Johnston et al., 2010; Lopes et al., 2015; Reyes et al., 2016b). Johnston et al. (2010) prokazal
protizanétlivy uc¢inek HAEA o koncentraci 100 pg/ml u in vitro linie lidskych makrofagu.
Ve studii Lopes et al. (2015) byl pro ovlivnéni potkanich epitelidlnich bunék pouzit HIEA
0 koncentraci 100 pg/ml, nebyl zde prokédzan vyznamny imunomodulacni efekt. Na zakladé
efekt HAEA pii koncentraci 300 pg/ml, jsme se rozhodli tuto pouzivat pro tcely dalSich

experimentu.

Extrakt z larvalnich stadii H. diminuta (HdEL) doposud k testovani na in vitro
buné&¢nych liniich nebyl pouzit. Ve studii Kuijk et al. (2012) bylo prokazano snizeni produkce
TNFa u in vitro zanétlivého modelu dendritickych bunék. Pouzit byl extrakt z larvalniho stadia
T. spiralis o koncentraci 40 pug/ml. Terrazas et al. (2013) testoval vliv 40 pg/ml E/S produktd
larvocyst T. crassiceps in vitro. Byla zde prokazana modulace mysich dendritickych bunék
K vytvofeni Th2 imunitni odpovédi. S ohledem na nase vysledky a odlisny in vitro model

a druh helminta jsme se ptiklonili opét k vybéru nejvyssi koncentrace HAdEL a to 300 pg/ml.

Analyza imunomodula¢nich u¢inka extrakti H. diminuta na zakladé cytokini

TNFa, IL-17re & IL-33

Po vytipovani vyhovujici koncentrace vSech extrakti a ur¢eni ¢asu vhodného k analyze
genove exprese TNFa (po 4 hod), IL-17re a IL-33 (po 4 a 12 hod) prob&hlo samotné zjistovani
jejich imunomodula¢nich G¢inkd na in vitro modelu se zanétem ovlivnénymi bufikami
(pomoci LPS). Zaroven jsme sledovali uc¢inek vSech extraktii na ni¢im neovlivnéné epitelidlni

bunky.

Piisobeni E/S produktit na in vitro model epitelidalnich bunék na zakladé TNFa

-----

aktivita TNFo (Bai et al., 2012; Falcon et al., 2010; Hiemstra et al., 2014; Johnston et al.,
2010; Zawistowska-Deniziak et al., 2017). V pfipadé naSeho experimentu genova exprese
TNFa vyrazné klesla u in vitro zanétlivého modelu epitelialnich bunék po ¢tyfech hodinach
jejich inkubace s E/S produkty (HAES). Zaroven jsme také sledovali G¢inky HAES na ni¢im
neovlivnéné epitelidlni bunky. V tomto piipadé nedoSlo k vytvofeni vyrazné zanétlivé
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imunitni odpovédi, tzn., Ze bylo zaznamenano pouze zanedbatelné zvySeni genové exprese
TNFa v porovnani s negativni kontrolou (neovlivnéné epitelidlni buiiky). Podobnych
vysledkt dosahli i autofi studii Johnston et al. (2010) a Zawistowska-Deniziak et al. (2017),
zanétlivého modelu lidskych makrofagi na zakladé poklesu genové exprese nebo hladiny
TNFa. Obé studie taktéz potvrdily, Ze pouze HAES nevyvolaji u ni¢im neovlivnénych lidskych

makrofagi vyraznou zanétlivou imunitni odpoveéd'.

Podobné imunomodulac¢ni u¢inky byly zaznamenany i u E/S produktii jinych helmint
napt. F. hepatica, T. suis, S. mansoni, T. spiralis (Bai et al., 2012; Falcon et al., 2010; Hiemstra
et al., 2014; Hoeksema and Laan, 2016; Kuijk et al., 2012; Zaccone et al., 2003). Laan et al.
(2017) popisuje snizeni genové exprese TNFa a protizanétlivé ucinky E/S produkti T. suis
T. suis byl pozorovan u mysich stfevnich epitelialnich bun¢k (Hiemstra et al., 2014). Také E/S
produkty S. mansoni, F. hepatica a T. spiralis snizuji LPS vyvolany zanét u mysich
dendritickych bunék nebo makrofagti (Bai et al., 2012; Falcon et al., 2010; Zaccone et al.,
2003).

Ackoli jsou v literatuie popsany u¢inky riznych helmintti na odlisné in vitro modely,
vysledky studii koresponduji s vysledkem naseho experimentu, tzn., Ze HAES snizuji LPS
indukovany zanét u potkanich epitelidlnich buné€k, a tak mohou nasledné aktivovat vyvoj
na potkanech s indukovanou kolitidou a kolonizaci H. diminuta (Jirkti-Pomajbikova et al.,
2018).

Piisobeni hrubych extraktit z dospélce na in Vitro model epitelidlnich bunék na

zdakladé TNFa

Kromé ucinka E/S produktt z H. diminuta, jsme také testovali Géinky extraktu z dospélce
(HdEA) na potkani epitelialni butiky a to jak na zanétlivy model, tak ni¢im neovlivnéné bunky.
Po ¢tyfech hodinach inkubace IEC6 s HAEA genova exprese TNFo u bunék ovlivnénych
zanétem znacné pievySovala expresi u pozitivni kontroly (IEC6 ovlivnéné LPS). Doslo tedy
mrtvych bunék. V piipadé ovlivnéni epitelidlnich bun€k pouze HAEA, bylo zjisténo,
ze nedochazi k zédsadnimu zvyseni genové exprese TNFa V porovnani s negativni kontrolou

(neovlivnéné epitelidlni buiiky). Samotny hruby extrakt z dospélce tedy u ni¢im
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neovlivnénych epitelidlnich bun€k nevyvolal vyraznou zanétlivou imunitni odpovéd.
Podobného vysledku dosahli i autofi ve studii Johnston et al. (2010), kdy samotny extrakt
Z dospélce u bunééné linie makrofagl nezvysil zanétlivou reakci. Naopak v ptipad¢é zanétem
ovlivnénych makrofagli, HAEA zptisobil snizeni zdnétu po Ctyfech hodinach kultivace, tzn.,
ze doslo ke snizeni hladiny TNFa v porovnani s pozitivni kontrolou. V ptipad¢ nasi studie byl
efekt u potkanich epitelidlnich bun¢k opacny, je tedy pravdépodobné, ze extrakt z dospélce
H. diminuta pusobi jinak na epitelialni potkani buriky a jinak na makrofagy. Fakt, ze HIEA
pusobi na makrofagy opa¢nym zptisobem, nez na epitelialni buiiky je také podpofen vysledky

soubézné studie v nasi laboratofi (Rezabkova, nepublikovana data).

Na in vitro bunécné linie jsou testovany i hrubé extrakty z dospélci riznych helmintd.
Napiiklad hruby extrakt T. suis ma u lidskych makrofagt a dendritickych bunék ovlivnénych
LPS protizanétlivé ucinky (Hoeksema & Laan, 2016; Kuijk et al., 2012). Imunomodula¢ni

w1

z dospélcu C. sinensis nebo F. hepatica (Carranza et al., 2012; Zhao et al., 2018).

Na zékladé naSich vysledkd je zjevné, ze HAEA u potkanich epitelidlnich bunck
nevyvola vyraznou zanétlivou imunitni odpovéd’, stejné tak je tomu i u HdEA ovlivnénych
lidskych makrofagti (Johnston et al., 2010). V literatufe je popsan pokles zanétlivé imunitni
odpovédi u in vitro zanétlivych modeld po ovlivnéni hrubymi extrakty z dospélcti riznych
helmintt (Hoeksema & Laan, 2016; Johnston et al., 2010; Kuijk et al., 2012). V nasi studii
vSak kombinace LPS a HdEA u potkanich epitelidlnich bun€k zanétlivou imunitni odpovéd’
razantné zvys$uje na rozdil od makrofag (Johnston et al., 2010; Rezabkova, nepublikovana
data). Extrakt HAdEA je pfipravovan z celé tasemnice a tudiz obsahuje rtizné latky a molekuly
(na rozdil od HAES), které standardné pfi pfirozené kolonizaci s epitelidlnimi bunikami stieva
hostitele neinteraguji. Avsak je evidentni, ze HdEA v kombinaci s LPS u IEC6 bunék indukuji
zvySeni zanétlivé imunitni odezvy a Gmrtnost bunék spiSe nez samotné LPS. K osvétleni
pric¢iny tohoto pisobeni v§ak bude nezbytné provést dalsi testovani, ptipadné testovat rizné

slozky extraktu z dospélce H. diminuta.

Piisobeni hrubych extrakti z larvalnich stadii na in vitro model epitelialnich bunék

na zakladé TNFa

Dalsim testovanym extraktem byl hruby extrakt z larvocysty H. diminuta (HdEL). Hrubé
extrakty z larvalnich stadii helmintt jsou, v porovnani s hrubym extraktem z dospélce a E/S

produkty, testovany velmi ziidka. Nicmén€ my jsme se rozhodli pro jejich testovani na zéklade
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u potkand s kolitidou béhem prepatentni periody kolonizace H. diminuta , tj. v dob¢, kdy jsou

ve stfevé pfitomna larvalni stadia (Jirki-Pomajbikova et al., 2018).

Po ¢tyf hodinové inkubaci epitelidlnich potkanich bun¢k s LPS a HdEL nedoslo ke
zméné genové exprese TNFa v porovnani s pozitivni kontrolou (IEC6 ovlivnéné LPS).
Naopak pusobeni HAEL na zdnétem ovlivnéné builky vyvolalo velmi vyznamné zvySeni

genove exprese TNFa.

Studie zaméfené na vliv extraktd z larvocyst H. diminuta na in vitro modely doposud
nebyly provedeny. Byly testovany extrakty z larvalnich stadii jinych helmintt. Terrazas et al.
(2013) prokazal protizanétlivy ucinek pii pouziti produktii z larvocyst T. crassiceps u zanétem
ovlivnénych dendritickych bun¢k z mysi. Kontroverzni vysledky byly zaznamenany
pii pouziti extraktu z larev T. spiralis, kdy u zanétlivého modelu dendritickych bunék z mysi
u lidskych dendritickych bunék byl efekt opacny - zvyseni hladiny (llic et al., 2011). Z tohoto

ptikladu je patrné, Ze lidské a mysi bunky na extrakt z larvocyst T. spiralis reaguji odlisné.

Dle literarnich zdroji a naSich vysledkl si zvySeni hladiny genové exprese TNFa
pii pouziti samotnych HAEL nebo v kombinaci s LPS vysvétlujeme pfitomnosti molekul, které
u [EC6 bun¢k mohou stimulovat zanétlivou imunitni odpoveéd’ (Sulima et al. 2017). Tyto
vysledky viceméné koreluji s vysledky nasi in vivo studie (Jirki-Pomajbikova et al. 2018),
kdy po vétSinu Casu prepatentni periody u potkand s experimentalné indukovanou Kolitidou
nedochazelo ke snizovani zanétu v disledkd kolonizace H. diminuta. Ke snizeni zanétu doslo
pouze Vv jednom casovém bod¢, a to Sesty den po infekci. V tomto bodé jsme opakované
efektem (Leva, 2017; Parfrey et al., 2017). Tento efekt si zatim nejsme schopni piesné
vysvétlit, av§ak ve studii Parfrey et al. (2017) byly popsany dvé hypotézy jeho nartstu a to (i)
v okamziku vylucovani nékterych nezralych H. diminuta prostfednictvim Th2 typu imunitni
odpovédi; (i1) béhem pfichycovani larvalnich stadii ke sténé stteva. Nicméné HdEL nema
u potkanich epitelidlnich bun¢k evidentni protizdnétlivy Uc¢inek, proto nebude pro nasledné

experimenty s epitelialnimi bunkami dale vyuzivan.
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Zhodnoceni vyuZiti IL-17re pro in vitro experimenty s epitelialnimi burikami

Interleukin IL-17¢ (oznacovany také IL-25) reguluje imunitni reakce epitelialnich bunék a je
jimi ve velkém mnozZstvi produkovan pii parazitarnich infekcich (Saenz et al., 2008; Zhao et
al., 2015). U zvifecich modeld, nejcastéji mysich, bylo prokazano zvyseni produkce 1L-17e
epitelialnimi bunkami pfi infekci riznymi druhy helmintti napt. Echinostoma caproni, T.
spiralis, Nippostrongylus brasiliensis, (Angkasekwinai et al., 2013; Cortés et al., 2017; Finlay
et al., 2014; Zhao et al., 2015). V mnoha studiich byl zjistovan u¢inek IL-17e na vyvoj Th2
imunitni odpovédi a bylo zjisténo, ze skrze své receptory na imunitnich buiikach a pfirozenych
(Gazzinelli-Guimaraes & Nutman, 2018; Owyang et al., 2006; Maizels et al., 2018; Saadoun
et al., 2011; Zhao et al., 2015). Protoze nebyla komeréné dostupna TagMan fluorescenéni
sonda pro IL-17e, zvolili jsme tedy analyzu genové exprese fetézce e (IL-17re) pro receptor

interleukinu IL-17e.

Z naSich vysledkd je patrné, Ze genova exprese IL-17re dosahovala maxima po ¢tyfech
1 dvanacti hodindch u negativni kontroly, tj. u neovlivnénych epitelidlnich bun¢k. U bun¢k
ovlivnénych vSemi extrakty z H. diminuta, poptipad¢é LPS, doslo k poklesu genové exprese.
Tento efekt si vysvétlujeme pravdépodobnou reakci epitelidlnich bunék na pfitomnost extrakti
¢i LPS, pii které doslo k inhibici genové exprese IL-17re. Lopes et al. (2015) testoval vliv
¢asti dospé€lce H. diminuta (skolex + strobila) na mysi, potkani i lidské epitelialni buriky.
U potkanich epitelidlnich bun¢k nebylo prokazano zvySeni genové exprese IL-17e, zatimco

u mysich a lidskych ke zvySeni jeho exprese doslo.

V jednom pfipadé ze tfi opakovani experimentii (experimnet Illa, Obr. 10 A)
zamé&feného na genovou expresi IL-17re po ¢tyfech hodinach odbéru bunék, byl zaznamenan
nariist jeho exprese oproti negativni (epitelidlni buniky) i pozitivni kontrole (zanétem
ovlivnéné bunky), ato ve vSech experimentalnich skupinidch ovlivnénych pouze extrakty
(HAES, HAEA, HdEL) a zaroven i u bun¢k ovlivnénych zanétem a HAES nebo HAEA.
Vysledky tiech nezavislych opakovani tedy nejsou homogenni, nelze proto v tuto chvili
S jistotou fici, ktery vysledek je spravny. Proto v navazujicich experimentech bude potieba
znovu ovetit genovou expresi IL- 17re. Pro detailnéj$i analyzu probéhne ovéieni nasledné take
pii zkracené inkubaci epitelialnich bun€k ovlivnénych extrakty z H. diminuta, v pfipadé

zanétlivého modelu také LPS.
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Zhodnoceni vyuZiti IL-33 pro in vitro experimenty s epitelialnimi buiikami

Epitelialni bunky jsou jednim z diilezitych zdroji IL-33, zvlasté pii kolonizacich helminty.
Th2 typu cytokint (Cortés et al., 2017; Liew et al., 2016; Saenz et al., 2008). Jeho puisobeni
také snizuje vyvoj Thl a Th17 imunitnich procesu (Finlay, Walsh, and Mills 2014; Kazuyo et
al. 2010; Lefrangais et al. 2011; Liew, Girard, and Turnquist 2016).

V obou ptipadech sledovani genové exprese IL-33, tzn. po Ctyfech a dvanacti hodinach
od zacatku inkubace, byla maximalni hladina jeho genové exprese u negativnich kontrol
(pouze epitelialni burniky), Obr. 11 a 12B, viz kapitoly 4.3.1 a 4.3.2, oproti vét§iné ostatnich
skupin, a taktéz pozitivni kontrole. Tento efekt je pravdépodobné logicky vzhledem k tomu,
ze IL-33 je epitelialnimi bunikami konstitutivné exprimovan a pisobi nejen jako extraceluldrni

ligand, ale také jako intracelularni transkrip¢ni represor (Hodzic et al., 2017).

Znasich vysledki je ziejmé, ze LPS indukovany zanét, stejné tak jako vSechny
extrakty H. diminuta inkubované s epitelidlnimi bunkami 12 hod, a HdES a HdEL
(inkubované 4 hod) mohou genovou expresi IL-33 snizovat. Pfekvapivym vysledkem bylo
zvyseni exprese IL-33 po ctyfech hodindch inkubace v ptipad¢ experimentalni skupiny bunck
ovlivnénych pouze HAEA v porovnani s negativni kontrolou (neovlivnéné epitelidlni buiiky).
Je velmi pravdépodobné, ze dospélec H. diminuta (tedy néjaka jeho slozka) je schopna zvysit
genovou expresi 1L-33 na rozdil od HAdES a HAEL. Podobny vysledek popisuje i studie Lopes
et al. (2015), kde zaznamenali u in vitro mysich stfevnich epitelialnich bunék zvyseni 1L-33
po kontaktu s ¢asti H. diminuta (skolex, strobila). Pokud byly ¢asti H. diminuta od bunécné
linie oddéleny filtrem o velikosti port 3 um, ke zvySeni genové exprese IL-33 nedoslo.
Zvyseni hladiny IL-33 bylo pozorovano také in vivo u mySich modela po infekci F. hepatica,
Trichuris muris, E. caproni, Schistosoma japonicum, S. mansoni (Finlay et al., 2015;
Humphreys et al., 2019; Kalenda et al., 2015; Muifioz-Antoli et al., 2016; Yu et al., 2015).

HdEA byl v piipadé této prace pfipraven z celého dospélce H. diminuta véetné skolexu
a strobil, na zaklad¢ literatury a nasich vysledki se tedy mizeme domnivat, ze k indukci IL- 33

dochazi pti kontaktu skolexu H. diminuta se stfevni sliznici.

Na zakladé¢ ndmi zjiSt€énych dat a informaci z odborné literatury je ziejmé,

ze nejsilnéjsi protizanétlivy Gc¢inek u potkanich epitelidlnich bun€k ovlivnénych LPS maji
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HdES. Pfedpokladédme také, Ze vyznamnou roli v imunomodulace ma i HAdEA a to na zakladé
zvySeni genové exprese 1L-33 pfi jeho plsobeni na epitelidlni buniky. Pfimy kontakt helminta
s organismem hostitele se zda byt velmi dilezity pro ndslednou modulaci jeho imunitniho
systému. AvSak hledani ucinnych latek pochazejicich z riznych stadii helmintd je nyni

nezbytné pro zmapovani imunologickych interakci helminta a jeho hostitele.
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6 Zaveér

Hlavnim cilem této prace bylo otestovat imunomodulacni ucinky extrakt z dospélce (HAEA),
larvalnich stadii (HdEL) a exkre¢nich/sekrecnich produkti (HAES) tasemnice Hymenolepis
diminuta na in vitro modelu stfevnich epitelialnich buné€k z potkana. Imunomodula¢ni ¢inek

extrakti byl ve vSech provedenych experimentech analyzovén na zakladé genové exprese

TNFa, IL-17re a IL-33.

Prvnim diilezitym krokem ke spInéni hlavniho cile této prace bylo zvolit Casové body
nejvhodnéjsi pro analyzu uéinkt extrakti z H. diminuta. V piipadé TNFa by zvolen ¢asovy
interval ¢tyfi hodiny, v ptipadé¢ IL-17re a IL-33 byly zvoleny dva nejvhodnéjsi intervaly, a to
¢tyfi a 12 hodin od ovlivnéni bun¢k lipopolysacharidy a extrakty.

Dalsim krokem bylo zvolit optimalni koncentraci jednotlivych extrakti z H. diminuta

........

pti koncentraci 200 pg/ml, v ptipadé HAEA a HAEL pfti koncentraci 300 pg/ml.

Optimalni podminky zvolené béhem predchozich experimentli byly nasledné pouzity
pii samotném testovani imunomodulac¢nich G¢inkt extraktd z H. diminuta na potkani
epitelidlni bunky. U bun¢k ovlivnénych pouze HAES a HAEA (bez LPS) nebyl zaznamenan
razantni vyvoj zanétu, tento byl v8ak pozorovan v ptipadé pouziti HAEL.

'''''

ucinek analyzovany na zéklad¢ zmén genové exprese TNFa a to pii pouziti HAES. HAEL tento

efekt nemél a HAEA naopak zénét zvySoval.

LS

Gen pro protizanétlivy cytokin IL-33 byl, dle ocekdvani, nejvice exprimovany
vV neovlivnénych buinikdch. LPS indukovany zanét genovou expresi u bun¢k naopak snizoval.
Vyrazné zvySeni genové exprese IL-33 po pouziti HAEA na zanétlivém modelu (s LPS) pak

ukazuje na silny imunomodulacni €inek tohoto extraktu.

V ptipad¢ HAEL nebyl zaznamenan Zadny pozitivni vliv na modulaci imunitni

odpovédi epitelidlnich bunék.

45



7/ Seznam pouzitych zkratek

B2M
BSA
CD4+ T lymfocyty

cDNA

CO2
DNBS
DMEM
DSS

EDTA

E/S
FCA
FBS
HDCs
HdES
HJAEA
HJEL
IEC6
IL-4
IL-5
IL-9
IL-13

IL-17e

beta-2-mikroglobulin
bovine serum albumin; hovézi sérovy albumin
lymfocyty majici na svém povrchu CD4 glykoprotein

complementary deoxyribonucleic acid; komplementarni

deoxyribonukleova kyselina

oxid uhlicity

dinitrobenzensulfonovou kyselinou experimentalné vyvolany zanét
Dulbecco's Modified Eagle médium

dextranem sodnym experimentalné vyvolany zanét
ethylenediaminetetra-acetic acid disodium salt dihydrate;

disodna sil kyseliny ethylenamintetraoctové

exkre¢ni a/nebo sekre¢ni produkty riznych Zivotnich stadii parazith
Freund’s complete adjuvans; Freundovo kompletni adjuvans

fetal bovine serum; fetalni hovézi sérum

Hymenolepis diminuta cystirecroids; larvocysty H. diminuta
exkre¢ni/sekre¢ni produkty tasemnice Hymenolepis diminuta
extrakty z dospélce tasemnice Hymenolepis diminuta

extrakty z larvocyst tasemnice Hymenolepis diminuta

stfevni epitelialni bunééna linie z potkana

interleukin 4

interleukin 5

interleukin 9

interleukin 13

interleukin 17e

46



IL-17re
IL-25
IL-33
ILC2
k/BxN
kDa
LPS
PBS
PCR
PVDF
RNA
RPMI
TNFa
TSO

TTO

fetézec e pro receptor interleukinu 17e

interleukin 25

interleukin 33

innate lymphoid cells 2; ptirozené lymfoidni bunky typu 2
arthritogenic serum; sérum vyvolavajici experimentalni artritidu
kilodalton

lipopolysacharide; lipopolysacharidy

phosphate buffered saline; fosfatovy fyziologicky roztok o pH 7,4
polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
polyvinylidenfluorid

ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

Roswell Park Memorial Institute 1640 médium

tumor necrosis factor a

Trichuris suis ova; vajicka T. suis

Trichuris trichiura ova; vajicka T. trichiura
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