JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Zavedeni helminta jako modelového organismu do kultury a

charakterizace imunitni odpovédi hostitele

Bakalarska prace

Oldriska Hlozkova

Skolitel: MVDr. Katefina Jirki, Ph.D.

Skolitel-specialista: Mgr. Katefina Sobotkova, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2017



Hlozkova O. (2017): Zavedeni helminta jako modelového organismu do kultury a
charakterizace imunitni odpovédi hostitele. [Introduction of helminth as a model organism
into the culture and characterization of the host immune response. Bc. Thesis, in Czech] —

36 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech Republic.
Anotace:

The main goals of the present thesis were (i) to introduce a model commensal tapeworm,
Hymenolepis diminuta, to the culture and (ii) characterization of a mucosal immune response
in the host gut. Primarily, | focused on the establishment of a culture of H. diminuta under
laboratory conditions based on its natural life cycle - grain beetles (Tenebrio molitor) as an
intermediate host and outbred Wistar rats as definitive hosts. Infected beetles were bred at
28°C and due to this specific condition we were able to get infectious larvae three weeks
after the first infection. To meet the second aim of this study, | examined a production of
IgA antibodies against H. diminuta in the intestine of definitive host in the fecal samples
using an indirect ELISA method. First, I performed several experiments focused on the
optimization of H. diminuta antigen suitable for detection of IgA antibodies against H.
diminuta in ELISA. Subsequently, | performed two experiments for detection of IgA
fluctuation during H. diminuta infection in the rat model system. The strong production of
IgA antibodies started always in the patent period of infection (i.e., when adult tapeworm is
developed). In summary, my results suggest that H. diminuta has a strong

immunomodulatory effect on the host organism.
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1. UvVOD

Helminti jsou riznoroda skupina neptibuznych mnohobunéénych organismu, symbiotickych i
volné Zijicich. Tradi¢n¢ je zastoupena kmeny hlistic [Nematoda], vrtejsa [Acanthocephala] a
nékolika tfidami z kmene plathelmint [Trematoda, Cestoda, Monogenea]; dale také do této
skupiny patii vifnici [Rotifera], parazitické plosténky [Turbellaria], pijavky [Hirudinea],
pasnice [Nemerthea] a strunovci [Nematomorpha] (Volf & Horak, 2007). Helminti mohou byt
zastoupeni v ruznych biologickych interakcich mezi dvéma a vice organismy, mezi ty hlavni
patii parazitismus a komenzalismus (Roberts et al., 2012). Parazitismus je vztah, ve kterém
jeden z Gcastniki ma ztohoto vztahu prospéch na tkor druhého, zatimco ten druhy je
poskozovan (Roberts et al., 2012; Volf & Horak, 2007). Naopak v piipadé komenzalismu se
jedné o interakci, kdy jeden organismus ma prospéch z toho druhého, zatimco ten druhy neni
poskozovan, ale nemd z tohoto vztahu zadny uzitek (JurdSek & Dubinsky, 1993; Roberts et
al., 2012).

Helminti zijici ve vztahu s lidmi se adaptovali na lidsky organismus mnoho stovek az
miliond let v prabéhu evoluce ¢lovéka. Béhem této koevoluce se helminti stali efektivnimi
modulatory imunitniho systému ¢lovéka s cilem imunitni systém obejit, a tak ptezit v hostiteli
co nejdéle (Rook, 2012). Tato schopnost helmintii byla nedavno ptijata védeckou i 1ékaiskou
komunitou jako moznost 1é¢by ¢i prevence imunitné zprosttedkovanych onemocnéni
(Helmby, 2015; Weinstock & Elliott, 2014). V soucasné dobé jiz probiha intenzivni vyzkum
riznych kandidati helmintd a jejich pisobeni na pro-zanétlivou imunitni reakci hostitele.
Témito studiemi jsou naptiklad Fleming & Weinstock (2015), Luke$ et al. (2014) a
Weinstock & Elliott (2014).

1.1. Helmintoterapie

Helminti doprovazeji ¢lovéka v pribéhu celé jeho historie, coz umoznilo dlouhodobou

evoluéni adaptaci helmint na lidsky organismus (Bundy & Medley, 1992; Hoeppli, 1956).



Klicem k této adaptaci byl vyvoj polarizace imunitni reakce hostitele, pfi které dochazi k
pfepnuti typu imunitni odpovédi hostitele, a vyvoj regulacnich procest, které vedou
k dlouhodobému piezivani helminti v hostiteli (Allen & Wynn, 2011). Helminti tak mé&li
dalezity vliv na vyvoj imunitniho systému, coz vyvolalo otazku, zda absence helminti mutze
zpusobit vyssi predispozici ke vzniku imunitné zprostiedkovanych chorob, jako jsou rtizné

druhy alergii nebo autoimunitnich onemocnéni (Rook, 2012; Rook et al., 2003).

Nasledné bylo béhem epidemiologickych studii srovnavajicich prevalence helminta
Vv populaci lidi zijicich v zapadni civilizaci a v zemich tietiho svéta zjisténo, ze lidé infikovani
helminty maji niz$i vyskyt imunitné¢ zprostiedkovanych onemocnéni, kardiovaskularnich
onemocnéni a také mohou mit snizenou hladinu cholesterolu (Wiria et al., 2012; Wiria et al.,

2013). Tento jev je vysvétlovan takzvanou ,,01d Friends* hypotézou.

1.1.1. ,,0ld Friends“ hypotéza

Dle ,,01d Friends* hypotézy doslo béhem evoluce ¢lovéka k vytvoreni blizkého vztahu mezi
lidskym organizmem a mnoha dal§imi (napf. bakterie, jednobunééna eukaryota, helminti),
ktefi prispivaji k vyvoji imunitniho systému a imunoregulaci (Rook, 2010; Rook, 2012; Rook
etal., 2014).

Narust prevalence imunitné zprostifedkovanych onemocnéni je pak dle této hypotézy
spojen s modernim stylem Zivota, ktery je charakterizovan vysokymi hygienickymi standardy,

nadmérnym uzivanim antibiotik a eliminaci parazitii, zejména helminti (Rook, 2012) .

,Old Friends* hypotéza je rozSifenim takzvané Hygienické hypotézy, ktera byla
formulovana ve studii Strachan (1989), ktery jiz pozoroval, Ze zvySujici se hygienické navyky
jsou pravdépodobné pficinou zvySené¢ho vyskytu alergickych reakci. Pozdéji byla tato
hypotéza preformulovana tak, aby byla v souladu s Darwinovskou medicinou (evolu¢ni
medicina-porozuméni nekterym lidskym onemocnénim za pomoci evolucni teorie) a zavedli

oznaceni ,,0ld Friends* hypotéza (Rook, 2012; Rook et al., 2003; Rook et al., 2014).

Vyznamné zmény Ve vztazich lidské populace Sjinymi druhy organismi
(epidemiologické transmise) jsou vysvétlovany zménami v historii lidstva (Rook, 2012; Rook

et al., 2014). Béhem prvni epidemiologické transmise, kterou piedstavuje neoliticka revoluce
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(ptiblizn¢ pied 10 000 lety) doslo k vytvoteni Casti lidského mikrobiomu diky zméné stylu
zivota zpusobené domestikaci zvifat a poc¢atkim zemédélstvi (Armelagos et al., 2005). Tato
situace se zmenila béhem primyslové revoluce v 19. stoleti, kdy dochézi ke shlukovani lidi
do mést a nékteré populace prochazi druhou epidemiologickou transmisi. Se zménou zptisobu
zivota dochazi ke zménam V hygienickych standardech, vyvoji desinfek¢nich prostredkii,
s timto spojené dezinfekci vody a potravy, vyvoj a (nad)uzivani antibiotik. Jako disledek
vSech uvedenych okolnosti doslo k omezeni styku lidské populace s mnoha organismy,
kterym jsme byli do té doby vystavovani [tzn. ztrata ,,starych pratel-,,0ld Friends*] (Rook,
2012).

1.2. Princip helmintoterapie

Helminti ovliviiuji imunitni systém hostitele s cilem zabranit vlastnimu poskozovani ¢i
vypuzeni. Existuje nékolik mechanismt, kterymi télo hostitele reaguje na parazitarni infekci
(McSorley & Maizels, 2012). Napt. dochazi k aktivaci dendritickych bunék, makrofagi a B
bunék. Dale pak dochazi k aktivaci CD4+ T bunék a k indukci Th2 imunitni odpovédi s
charakteristickou expresi pfisluSnych cytokinii jako jsou IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13
(Fleming & Weinstock, 2015; Helmby, 2015; Howitt et al., 2016; McSorley & Maizels, 2012;
Weinstock, 2012). Disledkem téchto procest (a pievazné Th2 odpovédi) je proti-zanétliva
reakce, ktera inhibuje pro-zanétlivé procesy a tim zmirfiuje pribéh autoimunitnich
onemocnéni, jako je Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida (hlavni pifedstavitelé IBDs -
Inflammatory Bowel Diseases), astma, diabetes 1. typu a roztrousena skleroza (Elliott &
Weinstock, 2012; Hunter et al., 2005; Weinstock & Elliott, 2013).

Helmintoterapie tedy vychéazi z vySe uvedenych poznatkli a je zalozena na principu
fizené infekce helminty vedouci k modulaci imunitni odpovédi u pacientl trpicich nékterymi
imunitné zprostiedkovanymi onemocnénimi, a tim ke zlepSeni klinického prib&hu téchto

onemocnéni (Weinstock, 2012).



1.3. Helminti v helmintoterapii

V ramci helmintoterapie je testovano nékolik kandidatd helmintd a sleduje se jejich vliv,
piipadné vliv jejich exkre¢nich/sekre¢nich produkti na imunitni systém hostitele, resp.

¢loveéka.

Trichuris suis a Necator americanus byly testovany v klinickych studiich, Trichinella
spiralis, Schistosoma mansoni a Hymenolepis diminuta pouze na zvifecich modelech (Elliott
& Weinstock, 2012; Wang et al., 2017). Tasemnici Hymenolepis diminuta je vénovana

samostatna kapitola 1.5.

Trichuris suis

Trichuris suis (Nematoda, Enoplida) je helmint s pfimym vyvojovym cyklem. Pfirozenym
hostitelem T. suis je prase, ¢lovék je jen nahodnym hostitelem (Beer, 1976). Dospélci jsou
lokalizovani v tlustém stieveé hostitele. Zde produkuji vajicka, ktera odchazeji spolu s trusem
hostitele do vné&jsiho prostiedi. Béhem tii az sedmi tydnl se ve vajicku vyvine infekéni larva
L1. Pozienim tohoto infekéniho stddia dochézi k nakazeni dalSiho hostitele. V zaludku
dochézi k naruseni polovych zéatek vajicka a nésledné se v tenkém stievé z vajicka uvoliuje
larva L1. Ta se somatickou migraci dostava do sliznice tlustého stfeva, kde se pfeménuje az
do stadia L4, které se pak uvolni do lumen. Tam dospéje a dospé€lec T. suis se predni ¢asti téla
opét zavrtava do sliznice tlustého stieva. (Jira, 1998; Roberts et al., 2012; Volf & Horak,

2007). Schéma zivotniho cyklu T. suis je znazornéno na Obrazku 1.

V ramci helmintoterapie byl T. suis testovan v klinickych studiich na pacientech
s Crohnovou chorobou a ulcer6zni kolitidou (IBDs). U vétSiny pacientit doslo k vyraznému
zmirnéni klinickych projevil, pficemz ¢ast z nich zaznamenala dokonce remisi onemocnéni

(Summers et al., 2005).

Na IBD pacientech byl také klinicky testovan komeréni ptipravek TSO® (Trichuris
suis ova, http://www.ovamed.de), ktery obsahoval upravena vajicka T. suis. Tento piipravek
vSak prokazal oproti neupravenym vajicklm vyrazn€ snizenou terapeutickou ucinnost

(Helmby, 2015).


http://www.ovamed.de/
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Obr. 1. Zivotni cyklus Trichuris suis (https://www.cdc.gov/parasites/whipworm/biology.html).

Necator americanus

Necator americanus (Nematoda, Strongylida) je helmint s pfimym vyvojovym cyklem. Jeho
pfirozenym hostitelem je c¢lov€k. Dospélci jsou lokalizovani v tenkém stfevé a vylucuji
vajicka, kterd odchazeji spolu s trusem do vnéjsiho prostiedi. Ve vajicku se zde zaéne ryhovat
larva L1, ktera opousti vajicko, méni se na larvu L2 a dale na infekéni stadium L3. K infekci
hostitele dochazi peroralné nebo perkutanné. Larvy se krvi dostavaji do plic hostitele, kde se
dale vyviji do stadia L5. Toto stadium je dale vykaSlano a spolknuto. Travici soustavou se
dostavaji do tenkého stieva, kde dochazi k vyvoji dospélctt (Jira, 1998; Roberts et al., 2012;

Volf & Horak, 2007). Schéma Zivotniho cyklu N. americanus je znazornéno na Obrazku 2.

Necator americanus byl testovan v klinickych studiich na pacientech s astmatem,
celiakii a Crohnovou chorobou. U pacientli s celiakii doSlo pouze k naristu eozinofill
ve sliznici stieva, ale ne k zmirnéni klinickych ptiznakt (Daveson et al., 2011; McSorley et

al., 2011). V piipad¢ pacienti s astmatem nedo$lo k zadné zméné jejich zdravotniho stavu
5



(Feary et al., 2009). Naopak u nékterych pacienti s Crohnovou chorobou doslo ke zlepseni

jejich zdravotniho stavu (Croese et al., 2006).

Filariform larva
penetrates skin

V£
/ )
;' Rhabditiform larva

hatches

A= Irnfectve Stage
A= Diagnostic Stage

:

A Egg]s_-in feces

Obr. 2. Zivotni cyklus Necator americanus (https://www.cdc.gov/parasites/hookworm/biology.html).

Trichinella spiralis

Trichinella spiralis (Nematoda, Enoplida) je helmint se zvlastnim typem zivotniho cyklu bez
stadii Zijicich ve vnéjSim prostiedi. Jeho hostiteli jsou pfedevsim savcei véetné Clovéka. Larvy
a dospélci se zde vyskytuji v riznych tkanich definitivniho hostitele, ktery je tak zaroven i
mezihostitelem. Dospé€lci jsou zanofeni ve sliznici tenkého stfeva hostitele. Samicky
T. spiralis kladou v tenkém stfevé larvy L1, které se skrze sténu stfeva dostavaji
do lymfatického a nasledné do krevniho ob&hu. Tudy putuji do pfi¢né pruhovaného svalstva
do celého téla hostitele, kde larvy rostou a zapouzdiuji se. Takto zapouzdiené larvy (cysty)
jsou po mnoho let infekce schopné. Novy hostitel se infikuje perordlné pozienim svalstva se

zapouzdienymi larvami L1, které se ve stfevé uvoliuji z cyst a po Ctyfech svlékanich
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dospivaji (Jira, 1998; Roberts et al., 2012; Volf & Horak, 2007). Schéma zivotniho cyklu

T. spiralis je znazornéno na Obrazku 3.

Encysted larva in A\ = Intective Stage
A\ = Diagnestic Stage

BAFER HEALTHIER  PEGPLE™

’ m“&""“’“ ? @ ..: small intestine

4] Larva deposited
in mucosa

Obr. 3. Zivotni cyklus Trichinella spiralis (https://www.cdc.gov/parasites/trichinellosis/biology.html).

Terapeuticky potencial T. spiralis byl testovan pouze na zvifecich modelech. Jak
piima infekce helmintem, tak i aplikace jeho produkti mély na vyvoj studovanych chorob
pozitivni G¢inek. Konkrétné byl zaznamenan pozitivni vliv infekce T. spiralis na diabetes
1. typu (Saunders et al., 2007) a exkre¢ni/sekre¢ni produkty riznych stadii vyvoje tohoto
helminta mély pozitivni vliv na klinicky pribéh chemicky vyvolané kolitidy u mysi (Yang et
al., 2014).



Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni (Trematoda, Schistomatidae) je motolice s nepfimym vyvojovym
cyklem, jejimz definitivnim hostitelem jsou primati vcetné ¢loveéka, a mezihostitelem jsou
plzi. Dospélci jsou lokalizovani ve stfevnim mezenteriu. Vajicka odchazeji spolu s trusem
do vnéjsiho prostiedi. Z vajicka se ve vhodném vlhkém prostiedi vylihne tzv. miracidium,
které vyhledava vhodného plze a infikuje jej (Gryseels et al., 2006). V plzi dochazi
k nepohlavnimu rozmnoZovani a vyvoji sporocyst a cerkarii, které dale opoustéji
mezihostitele a perkutanné infikuji definitivniho hostitele. Z kiize hostitele putuji cévnim
systtmem do mezenteria, kde dospivaji (Jira, 1998; Roberts et al., 2012; Volf & Horak,

2007). Schéma zivotniho cyklu S. mansoni je znazornéno na Obrazku 4.
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Obr. 4. Zivotni cyklus Schistosoma mansoni

(https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html).
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V souvislosti s helmintoterapii byla S. mansoni testovana pouze na zvifecich
modelech, a to v souvislosti s diabetem 1. typu. Zde bylo prokazano, ze exkrecni a sekre¢ni

produkty z dospélce a larvalnich stadii maji na prubéh této choroby velmi pozitivni vliv

(Zaccone et al., 2003).

1.4. Kritéria vybéru helminta pro pouziti v helmintoterapii

Pti vybéru vhodného kandidata pro pouziti v helmintoterapii musi byt naplnéna tato zakladni

kritéria, jak byla navrzena v ramci studie Lukes et al. (2014):
a) zivotni cyklus s minimalni nebo 1épe Gplné€ bez somatické migrace;
b) prubeh infekce s minimalnimi nebo zcela bez patogennich projevi u ¢lovéka;
c) lokalizace dospélce v zazivacim traktu;

d) minimalni moznost $ifeni helminta do prostfedi z infikovanych pacienti (neptimy
vyvojovy cyklus, neschopnost mnozit se v lidském téle);

e) moznost ziskani dostate¢né Cistych az sterilnich infekénich davek (laboratorni
zpracovani davek a pouziti gnotobiotickych zvitat);

f) dostate¢na znalost biologie, epidemiologie, hostitelského spektra a patogenity
helminta;

g) moznost pfipadného vymyceni helminta pomoci antihelmintik;

h) schopnost helminta ovlivnit diverzitu stfevniho mikrobiomu.

1.5. Hymenolepis diminuta

Tasemnice Hymenolepis diminuta byla vybrana jako jeden z moznych kandidatt pro ucely
vyzkumu helmintoterapie na zakladé vyse uvedenych kritérii (kapitola 1.4.). Vyhodou je také
relativné snadny chov mezihostiteld a definitivniho hostitele, diky cemuZ slouZzila jako
experimentalni model i v minulosti. Hymenolepis diminuta je kosmopolitné rozsifeny helmint
pattici do tfidy Cestoda, fadu Cyclophyllidea a ¢eledi Hymenolepididea (Roberts et al., 2012;
Volf & Horak, 2007).



1.5.1. Morfologicky popis zivotnich stadii

Dospéla tasemnice ma dorzéalné zplostélé télo, které je 20-60 cm dlouhé, v cervikalni ¢asti ma
Sitku 0,5 mm a v distalni ¢asti az 3,5 mm. Skolex nese Ctyfi piisavky se zakrnélym rostelem
bez hacku. Strobila je obvykle sloZzena z 600-1000 proglotidl a koncové ¢lanky obsahuji zrala
vaji¢ka (Jira, 1998). Hymenolepis diminuta je hermafroditni, nema travici soustavu a ziviny

jsou piijimany celym povrchem téla. VSechna vyvojova stadia jsou zobrazena na Obrazku 5.

Vajicka jsou kulatd nebo mirné¢ ovalnd s pficn€ pruhovanou silnou sténou. Uvnitf
vajicka je onkosféra se zietelnym hexakantem. Celkova velikost vajicka je 60-80 um (Jira,

1998).

V mezihostiteli se vyviji larvocysta, coz je morfologicky méchyiek s uschovanym
skolexem, obklopeny prusvitnou blankou a opatfeny bunénym ocaskem (cerkomerou)

s celkovou velikosti pfiblizn€¢ 150-200 pm (Jurdsek & Dubinsky, 1993).

Obr. 5. Vyvojova stadia Hymenolepis diminuta: 1) dospélci v tenkém stievé potkana; 2)
dospélec o délce cca 50 cm; 3) larvocysty a mezihostitel; 4) vajicko s onkosférou a hexakantem

(méfitko 25 pm).
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1.5.2. Zivotni cyklus

Hymenolepis diminuta ma nepiimy vyvojovy cyklus, ktery zahrnuje mezihostitele (nékteré
druhy bezobratlych, nejcastéji zfadu potemnikoviti) a definitivniho hostitele (hlodavci,
zejména potkani). Clovék neni b&Znym definitivnim hostitelem, ale spiSe pfilezitostnym
(Andreassen et al., 1999; McKay, 2010; Volf & Horak, 2007). U ¢lovéka se vétsinou jedna o
asymptomatickou infekci, ktera je casto odhalena jen nahodné (Kalaivani et al., 2014,
Nkouawa et al., 2016).

Vajicka H. diminuta odchazeji spolu s trusem definitivniho hostitele do vnéjsiho
prostiedi, kde jsou pozieny mezihostitelem. V jeho stievé pak dojde k uvolnéni onkosféry,
ktera dale migruje pomoci lymfatického a krevniho fecist¢ do télnich dutin a vyviji se
v larvocystu (Andreassen et al., 1999; McKay, 2010). Definitivni hostitel se infikuje
pozienim mezihostitele s infekce schopnymi larvocystami v télni duting€. V zazivacim ustroji
definitivniho hostitele dochazi k uvolnéni larvocyst z téla mezihostitele. V tenkém strevé
hostitele se dale larvocysta uchycuje na sténu tenkého stieva a postupné dospiva (prepatentni
perioda). Po 18-21 dnech je dospéla tasemnice schopna uvoliiovat ¢lanky se zralymi vajicky
[patentni perioda] (Andreassen et al., 1999; Roberts et al., 2012; Volf & Horak, 2007).

Kompletni zivotni cyklus H. diminuta je znazornén na Obrazku 6.

1.6. Slizniéni imunita

Nejvice citlivym mistem organismu jsou sliznice, které jsou v pfimém styku s vnéjSim
prostfedim. Proto zde doSlo k vytvofeni sliznicniho imunitniho systému, ktery se sklada
z tzv. induk¢nich a efektorovych oblasti (McGhee & Fujihashi, 2012). Indukéni oblasti
jsou souhrnné nazyvany jako MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) a zahrnuji
sttevni lymfaticky systém (GALT - Gut-Associated Lymphoid Tissue) a respiracni
lymfaticky systém (BALT - Bronchus-Associated Lymphoid Tissue a NALT - Nasal-
Associated Lymphoid Tissue). Mezi efektorové oblasti patii lamina propria (tkan
nachazejici se pod vrstvou epitelu) stievniho, respira¢niho a Zenského rozmnoZovaciho
ustroji a zlazy s vnéjsi sekreci (slinné, slzné nebo prsni). Tyto oblasti obsahuji antigenné

specifické efektorové buiky, jako jsou plazmatické bunky produkujici IgA protilatky,
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dendritické bunky, pamétové B a T lymfocyty a makrofagy (McGhee & Fujihashi, 2012;
Murphy & Weaver, 2016).

rodent or human

AE Infective Stage ; o Cysticerci in body cavity
A: Diagnostic Stage A of insect ingested by
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9 Ingested by an arthropod .
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Eggs passed in feces egravid proglottids

Obr. 6. Zivotni cyklus Hymenolepis diminuta (https://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis/index.html).

1.6.1. Slizni€éni imunita versus infekce helminty

Pti infekci sttevnimi helminty dochézi k aktivaci GALT, jehoZ soucasti jsou Peyerovy
plaky, mezenterické lymfatické uzliny a poharkové buiky. Poharkové burnky jsou jedny
ze sloupcovych epitelialnich bunék (Obr. 7), které jsou po aktivaci stfevni sliznice
stimulovany k produkci hlenu (McGhee & Fujihashi, 2012). V submukdzni vrstvé tenkého
stieva se nachazi Peyerovy plaky (Murphy & Weaver, 2016). Maji strukturu lymfoidnich
folikul a jejich ukolem je koordinace imunitni odpovédi na patogenni infekce, ale také udrzeni
tolerance vici komenzalnim organismim. Obsahuji mnozstvi T a B lymfocytt, dendritickych
bun¢k, makrofagy a specifické fagocytarni buiky M (microfold). Tyto M buriky transportuji
antigeny pies epitelialni bariéru do Peyerovych plakd a dale do dendritickych bunék.
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Z Peyerovych plaki i lamina propria je lymfa odvadéna do mezenterickych lymfatickych
uzlin, které jsou umistény v mezenteriu. Jsou dulezité pro zahajeni humoralni imunitni
odpovédi na patogeny I pro udrzeni tolerance vuc¢i nepatogennim organismum/antigentim

(McGhee & Fujihashi, 2012; Murphy & Weaver, 2016) .

Legenda

I Hien () stfevni epitelidini bufiky

~ Peyerowy plaky 0 Epiteliaini kmenové buriky
Lamina propria ©  Poharkove bunky

o0 Bakterie (9 Intra epiteliaini bufiky

®. Antimikrobialni peptidy > IgA

Obr. 7. Schéma stfevni stény a jejiho imunitniho systému. Pfevzato z https://www.bio-rad-

antibodies.com/mucosal-immunology-minireview.html.
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1.6.2. Humoralni imunitni odpovéd

Humoralni odpovéd’ je jednim z typl imunitni reakce organismu (druhym typem je bunécna
imunitni odpovéd’). Fyziologickou funkci humoralni odpovédi je obrana mimobunécnych
prostor proti patogennim mikroorganismim a jejich Sifeni (Murphy & Weaver, 2016). Tato
obrana spociva v aktivaci B lymfocytl, které se pak diferencuji v plazmatické nebo
pamétoveé bunky. Plazmatické buiiky produkuji rtizné druhy protildtek majici rizné funkce.
Protilatky (imunoglobuliny) mizeme zatadit do péti riznych tiid (izotypl) podle specifickych
oblasti ve struktuie (C-region), které aktivuji rizné efektorové mechanismy (tj. maji rtizné
funkce): 1gA, 1gG, IgM, IgE a IgD. Pamétové bunky maji oproti plazmatickym buiikam delsi
zivotnost a hraji dulezitou roli pfi opakovaném setkani s jiz znamym patogenem (Abbas et al.,

2014).

Dilezitou roli v reakei na stfevni parazity hraji IgA protilatky, které jsou dominantnimi
protilatkami ve vSech slizni¢nich imunitnich systémech. Jsou produkovany mistnimi

plazmatickymi B bunikami, které se nachazeji v lamina propria (Lamb, 2012).

1.7. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Pro detekci i1 kvantifikaci mnozstvi antigenu a protilatek se ve vyzkumu i v klinické praxi
nejcastéji vyuziva metoda ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Existuje nékolik
variant metody ELISA a to pfima, nepiima, sendvicova a kompetitivni. Ve své praci jsem

pouzila nepiimou variantu metody ELISA.

Prvnim krokem neptimé metody ELISA je ukotveni specifického antigenu na
mikrotitra¢ni desticku. Na tento antigen je dale navazana primarni protilatka obsazena ve
studovaném materialu. Tato protilatka je dale detekovana pomoci sekundarni protilatky, ktera
je spojena s peroxidazou. Po pfidani substratu pak dochazi ke zméné zabarveni vzorku, které
je umérné mnozstvi peroxidazy — tj. navazané sekundarni protilatky v vzorku a je nasledné

meéten0 pomoci spektrofotometru (Lukas et al., 1997).
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2. CILE PRACE

Hlavnim cilem piedlozené prace je zjistit produkci stfevni slizni¢ni imunity definitivniho
hostitele v prib¢hu infekce tasemnici Hymenolepis diminuta a to v prepatentni a patentni
periodé. Prace je soucasti vétsi studie zaméfené na studium vlivu tasemnice H. diminuta

Vv prevenci a terapii IBD onemocnéni.
Daéle byly pro ucely této bakalarské prace vytyceny tii dil¢i cile:
e ustanoveni kultury H. diminuta v laboratornich podminkach;

e optimalizace nepiimé metody ELISA pro detekci IgA protilatek v trusu laboratornich

potkan,

e sledovani fluktuace IgA protilatek v potkanim modelu béhem infekce H. diminuta.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Kultivace Hymenolepis diminuta

Zivotni cyklus Hymenolepis diminuta je zaloZen na dvou hostitelich, a to na mezihostiteli
(bezobratli), v kterém se vyviji larvalni stadia - larvocysty (tzv. cysticerkoidy), a definitivnim
hostiteli (potkan), v némz se vyviji dospélci. Definitivni hostitel se nakazi pozienim larvocyst
Z mezihostitele. Po uplynuti prepatentni periody (tj. obdobi od infekce po vyvinuti dospélct)

definitivni hostitel vylucuje vajicka trusem, jimiz se dale infikuji mezihostitelé.

Pro tucely kultivace H. diminuta v laboratornich podminkach jsme zvolili jako
mezihostitele potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor) a jako definitivni hostitele outbredni
potkany Wistar. Prvni infekéni davky jsme ziskali od spolupracujici laboratofe z Katedry

farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

3.1.1. Mezihostitel — potemnik mouény (Tenebrio molitor)

Chov: Potemnici byli chovani ve vyhtivaném terariu, které bylo rozdéleno na chovnou a
infek¢éni ¢ast. Vyhtivani bylo zajisténo zarovkou ovladanou termostatem nastavenym na
teplotu 28°C. Jako podestylka byly pouzity piliny. Brouci byli krmeni ovocem, zeleninou a

suchym pecivem. Voda byla podavana v Petriho misce s vatou.

Kultivace H. diminuta: Infekce potemnikt byla provadéna trusem od potkant infikovanych H.

diminuta, ve kterém se nachazeji vajicka tasemnice. Trus byl rozmélnén ve vodé na
homogenni hmotu. Broukiim byla tato smés podavana po dobu péti dnii bez piidani dalsi
potravy. Po uplynuti téi tydnti byla vzdy kontrolovana ptitomnost zivych a infekce schopnych

larvocyst v télni duting brouka.

Larvocysty H. diminuta byly ziskavany z télni dutiny broukt pitvou za tfi tydny po
infekci potemniki. Nejdiive byla odstfizena hlava brouka, déle se rozstfihla medidlné télni
dutina a pomoci stficky se sterilnim fosfatovym fyziologickym roztokem (Phosphate Buffered
Saline — PBS) byly larvocysty vyplachnuty na Petriho misku. Zde byly posbirany pomoci
mikropipety a proplachnuty jesté jednou ve sterilnim PBS. Ziskané larvocysty byly nasledné
pouzity bud pro infekci definitivniho hostitele, nebo uskladnény v -80°C pro piipravu

celkového antigenu pro t¢ely metody ELISA.
16



3.1.2. Definitivni hostitel — laboratorni potkan (Rattus norvegicus)

Chov: Jako definitivni hostitel byli pouziti SPF (Specific Pathogen Free) outbredni potkani
Wistar, kteti byli nakupovani z komeréniho chovu Envigo (distributor Anlab Praha) a dale
chovani v akreditovaném zvéfinci Parazitologického tustavu (Biologické centrum AV CR
v.v.i., Ceské Budgjovice). Zvifata byla chovana ve standardnich podminkach v chovnych
boxech a dostavala vodu a granule ad libitum. Granule obsahovaly kompletni krmnou smés.
Svételny rezim byl v mistnosti bez denniho svétla upraven na 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.

Optimalni teplota se pohybovala mezi 20 az 24°C.

Kultivace H. diminuta: Potkani byli infikovani peroraln¢ dvéma davkami 10-15 larvocyst

ziskanych pitvou potemnikd s pouzitim jicnové sondy. Infekce byly potvrzeny po uplynuti
prepatentni periody (16-21 dni) pomoci koprologické Sheatherovy flota¢ni metody (Sheather,
1923). Vajicka H. diminuta byla identifikovana na zakladé¢ charakteristickych morfologickych
znaku: velikost mezi 60-70um, kulaty nebo mirné ovalny tvar s pficné pruhovanou silnou

sténou, uvniti vajicka onkosféra se zietelnym hexakantem.

Modifikovand Sheatherova flota¢ni metoda: Piipravit Sheatheruv roztok tak, Zze v 259 ml

vody rozmichame 405 g krystalového cukru. Trus od potkani byl homogenizovéan v tfeci
misce s malym mnozstvim vody. Roztok byl dale piefiltrovan ptes sitko do 10 ml sklenénych
zkumavek. Zkumavky byly nasledné odstfedény pii 600 rcf (relative centrifugal force) po
dobu 3 minut. Supernatant byl odstranén, pelet byl rozmichan v Sheaterové roztoku a znovu
odstitedén pfi stejnych podminkach. Povrchovd blanka byla pfenesena pomoci
mikrobiologické kli¢ky na podlozni sklicko, prekryta krycim sklickem a vzorek byl vySetfen
pod svételnym mikroskopem (Olympus CX22LED).

Sbér a zpracovani trusu: Béhem experimentti byly od potkanti vzdy odebrany dva vzorky

cerstvého trusu. Jeden byl zpracovan pro detekci IgA protilatek pomoci metody ELISA a

druhy byl uschovan jako rezervni.

Vzorky trusu urené pro detekci IgA protilatek byly vzdy vaZzeny na analytickych vahach a
hmotnost s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista byla zaznamenana pro dalsi fedéni. Trus byl
smichan s 1 ml 1 % roztoku Fetalniho bovinniho séra (FBS) v PBS a odstfedén pii 1 100 rcf

po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran do nové eppendorfky a zamrazen na -20°C.
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Nejdtive bylo potieba sjednotit vahu vSech vzorkl trusu. Vaha kazdého vzorku trusu

v

hladiny protilatek u vSech vzorkl. Kazdy vzorek byl takto natedén pomoci 1 % FBS v PBS.

3.2. Optimalizace metody ELISA pro detekci IgA protilatek

produkovanych pfi infekci Hymenolepis diminuta
Pro diagnostiku IgA protilatek jsem pouzila nepifimou metodu ELISA. Protilatky jsme
stanovovali ve vzorcich potkaniho trusu (viz vyse).
3.2.1. Priprava celkového antigenu Hymenolepis diminuta

Pro ucely detekce specifickych IgA protilatek produkovanych pii infekci H. diminuta bylo
zapotiebi zoptimalizovat ptipravu celkového antigenu. Zabyvali jsme se piipravou celkového

antigenu z dospélct a z larvocyst H. diminuta.

Piiprava antigenu z dospélce: Dospélec H. diminuta byl ziskan pti pitvé potkana. Dospélec

byl vypreparovan ztenkého stieva a prfenesen do sterilniho PBS se smési antibiotik a
antimykotik [Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA; 10 000 jednotek (Units-U) penicilin,
10 000 U streptomycin a 10 mg amfotericin B; fedéno 100-krat, dle pokynii vyrobce] a dale
nekolikrat proplachnut ve sterilnim PBS. Cela tkan tasemnic byla poté sonikovéana (sonikator
Hielscher UP 200S, jehla S3-microtip 3) pii nastaveni 0,5 impulz s 20 % amplitudou.

Koncentrace proteint byla zmétena pomoci Bradfordovy metody, viz niZe.

Piiprava antigenu z larvocyst: Pro ptipravu celkového antigenu z larvocyst H. diminuta byla

nutna optimalizace metody pro naruseni jejich stény. Larvocysty ziskané z télni dutiny brouka
byly pfeneseny do sterilniho PBS a nasledné bylo odpocitano ctyfi krat 935 larvocyst, které
byly rozbijeny c¢tyfmi rlznymi kombinacemi metod. V téchto experimentech jsme
porovnavali uc¢innost riznych druhG zmrazovani s mechanickym narusenim larvocyst

za riznych podminek.

Experiment 1: K mechanickému naruseni larvocyst byly pouzity sklenéné stiepy a
2 zitkonové kulicky v pfistroji ,,mini-bead beater* (FastPrep®- 24 Instrument). Nasledovalo
rychlé stfidani teplot pomoci suchého ledu a termobloku nastaveného na 40°C, a nakonec

sonikace za podminek 0,5 impulz s 20 % amplitudou.
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Experiment 2: V tomto experimentu byly opét pouzity sklenéné stiepy a 2 zirkonové
kuli¢ky v pfistroji ,,mini-bead beater. Nasledovalo rychlé stfidani teplot, tentokrat za pomoci
tekutého dusiku a termobloku nastaveného na 40°C a nakonec opét sonikace za stejnych

podminek.

Experiment 3: V tomto ptipad¢ byla pouzita tfeci miska s tlouckem za ptitomnosti

Tritonu X, jako detergentu, a nakonec opét sonikace za stejnych podminek.

Experiment 4: V poslednim experimentu byla k mechanickému naruseni larvocyst
pouzita tfeci miska s tlouckem. Nasledovalo rychlé stfidani teplot za pomoci tekutého dusiku
a termobloku nastaveného na 40°C a nakonec sonikace za podminek 0,5 impulz

s 20 % amplitudou.

Ziskany extrakt byl vzdy zakoncentrovan na centrifugacnich kolonach Amicon Ultra-
0,5 Centrifugal Filter 10 kDa (Merck Millipore, Massachusetts, USA) dle navodu: odstifedéni
pii 14,000 rcf po dobu 15 minut, otoéeni filtru a odstiedéni pti 1 000 rcf po dobu 2 minut.
Vyslednd koncentrace proteinti v extraktu byla zméfena pomoci Bradfordovy metody a

vzorky byly uchovavany pii -80°C.

Bradfordova metoda méfeni koncentrace proteinu: Tato metoda slouzi k méfeni celkové

koncentrace proteinli ve vzorku. Je zalozena na zméné zabarveni roztoku barviva Coomasie
blue po jeho vazbé na proteiny. Mira modrého zabarveni je pak pfimo imérna koncentraci

proteini a absorbance vzorkll je porovnana s absorbanci standardi tvoficich kalibra¢ni kiivku.
Ptiprava Bradfordova ¢inidla - zdsobni roztok:

e 50 ml 96 % ethanolu

e 100 ml 85 % H3PO4

e 175 ml Coomasie Briliant blue G 250
Z tohoto roztoku byl pfipravovan pracovni roztok:

e 425 ml destilované H,O
e 15ml 96 % ethanolu
e 30 ml H3POq4

e 30 ml zasobniho roztoku Bradfordova ¢inidla
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Nejdfive byla vytvorena kalibra¢ni fada se zndmou koncentraci proteinu BSA (bovinni sérovy
albumin) v rozmezi od 2,5-20 pg/ml. Vzorky se znamou koncentraci i testované vzorky byly
napipetovany ve stejném mnozstvi do mikrotitracni desticky a ke vSem vzorkiim byl pfidan
Bradfordiiv pracovni roztok. Nasledné byla zméfena absorbance na spektrofotometru Tecan

Infinitive pfi vlnové délce 595 nm.

3.2.2. ELISA

V prvnim kroku byl na mikrotitra¢ni desticku navazan celkovy antigen H. diminuta (viz vyse)
V pufru obsahujicim NaCl + NaHCO3, pH=9,6; v koncentraci 10 pg/jamku. Poté byla desticka
uloZena do vlhké komurky na 24 hodin pii teploté 4°C. Poté byla desticka vysusena, antigen
v jamkach byl fixovan aceton-methanolovym pufrem (1:1) po dobu 10 minut a poté byl pouzit
tzv. blokovaci pufr (10 % FBS v PBS) pro vyblokovani nespecifickych vazeb (1 hodinu
pfi teploté¢ 37°C ve vlhké komurce). Nasledné byly jamky promyty promyvacim pufrem
(0,05% Tween 20 v PBS) a byl pifidan extrakt z trusu (viz vys$e). VSe bylo inkubovano
pti 37°C po dobu jedné hodiny ve vlhké komirce a promyto promyvacim pufrem (0,05 %
Tween 20/PBS) pro odstranéni nenavazanych protilatek. Poté byla do jamek pridana nafedéna
sekundarni protilatka konjugovana s peroxidazou (secondary anti-rat IgA antibody -
peroxidase; fedéni 1:2 000) a vSe bylo inkubovano po dobu jedné hodiny pii 37°C ve vlhké
komiirce. Po poslednim promyti byla vyvoldna reakce pfidanim substratového pufru (0,1 M
fosfocitratovy pufr, pH=5,5) a za tfi minuty byla zastavena pfidanim 2 M kyseliny sirové.
Signal byl vyhodnocen zméfenim absorbance na spektrofotometru Tecan Infinitive pfi vinové

délce 490 nm.

3.3. Design experimentt pri sledovani fluktuace IgA protilatek

Po optimalizaci metody ELISA jsme pfipravili dva experimenty pro sledovani fluktuace IgA
protilatek v trusu laboratornich potkand. V experimentu A jsme zjiStovali, zda dochdzi ke
zménam v produkci IgA protilatek béhem infekce H. diminuta. Na to navazoval experiment
B, kde jsme se snazili zjistit zlomovy den narGstu protiladtek a pfesnéji mapovali nartst IgA

protilatek v trusu potkanti infikovanych H. diminuta béhem prepatentni a patentni periody.
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3.3.1. Experiment A

Byly pouzity dvé skupiny potkanti a to experimentalni (infikovani H. diminuta) a kontrolni
(neinfikovani) po Ctyfech zvifatech. Vzorky trusu byly odebirany v obdobi ptfed infekci,
V prepatentni a v patentni periodé. Béhem tohoto experimentu jsme zaroven otestovali oba
typy celkového antigenu H. diminuta (izolovaného z dospélce a z larvocyst). Dny odbéru jsou

znazornény na Obrazku 8.

3.3.2. Experiment B

Pro ucely tohoto experimentu byla opét vytvoiena experimentalni (infikovana H. diminuta) a
kontrolni (neinfikovand) skupina potkani po péti zvitatech. Bylo sledovano obdobi pied
infekci, v prepatentni a v patentni period¢ a trus byl odebiran v pravidelnych intervalech tfech

dnti. Dny odbéru jsou znazornény na Obrazku 8.

Experiment A:
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Obr. 8. Grafické zndzornéni experimentu A a experimetu B, kde jsou vyznafena obdobi vyvoje
H. diminuta v experimentalnich potkanech a pfesné zaznamenany dny odbéru vzorki trusu od vSech

potkand.

3.4. Zpracovani dat

Ziskana data byla déale zpracovana v programu STATISTICA 12 a graficky znazornéna
v programu SigmaPlot 13.0.
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3.4.1. STATISTICA 12

Data byla zlogaritmovana a podrobena t-testu s parametry nezavislych skupin (experimentalni
a kontrolni skupina). Hladiny vyznamnosti byly rozdéleny do tii skupin oznacenych riznym

poctem hvézdicek: (*) 0,01 <p <0,05; (**) 0,001<p <0,01; (***)p <0,001.

3.4.2. SigmaPlot 13

Vyslednéa data, smérodatné odchylky a hladiny vyznamnosti byly déale graficky zndzornény

sloupcovym grafem.
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4. VYSLEDKY

4.1. Zavedeni kultury Hymenolepis diminuta

Kulturu tasemnice H. diminuta v laboratornich podminkach se ndm podafilo zavést dle
schématu jejiho piirozeného vyvojového cyklu. Zde bylo nezbytné zoptimalizovat teplotu pro
odchov potemnikd. Postupnou upravou teploty na 28°C jsme docilili vyvinu infekce-

schopnych larvocyst za tii tydny po infekci potemnikd.

Déle jsme optimalizovali pfipravu, mnozstvi a zpusob podani larvocyst v infek¢nich
davkach pro potkany. Infekce byla 100 % tspé&$na po aplikaci infekénich dévek obsahujicich

cca 15 larvocyst dva po sob¢ jdouci dny.

4.2. Optimalizace ziskavani celkového antigenu Hymenolepis

diminuta pro uc€ely nepfimé metody ELISA

Antigen jsme pfipravovali z dospé€lé tasemnice a z larvocyst H. diminuta.

4.2.1. Pouziti antigenu izolovaného z dospélce Hymenolepis diminuta

Antigen jsme izolovali z dospélce H. diminuta vyjmutého ze stfeva infikovaného potkana.
Ani po opakovaném provedeni metody ELISA nebyl detekovan vyznamny rozdil v mnozstvi
IgA protilatek mezi infikovanymi a kontrolnimi potkany. Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme
pokracovali v optimalizaci metody ELISA s pouzitim celkového antigenu ziskaného

z larvocyst.

4.2.2. Ziskavani antigenu z larvocyst Hymenolepis diminuta

V ramci piipravy celkového antigenu z larvocyst probéhla série experimentd pro stanoveni
nejefektivnéj§i metody naruseni jejich stény. Pro srovnatelnost metod bylo vzdy pouZito
stejné mnozstvi larvocyst a po izolaci antigenu zmétfena koncentrace proteinll ve vzorku. Nize

popsané vysledky jsou uvadény dle experimenti 1-4 popsanych v kapitole 3.2.1.
Experiment 1: Vyslednd koncentrace proteint v tomto vzorku byla zméfena na 2,8 pg/ 100 pl.

Experiment 2: Vysledna koncentrace proteinti v tomto vzorku byla 3,9 pg/ 100 pl.

23



Experiment 3: V tomto pfipad¢ nebylo mozno koncentraci proteini zméfit pomoci

Bradfordovy metody.
Experiment 4: Vysledna koncentrace proteini zde byla 5,4 ug/ 100 ul.

Srovnanim vyslednych koncentraci celkového proteinu ve vzorcich podrobenych vyse
popsanym experimentim (Tab. 1) jsme dosli k zdvéru, Ze optimalni zptisob izolace celkového
antigenu z larvocyst (tzn. snejvyssi koncentraci proteintl) je metoda popsana jako

Experiment 4.

experiment kombinace metod koncentrace proteint
C. 1. FastPrep + suchy led/ termostat + sonikator 2,8 nug/100 pl

C.2. FastPrep + tekuty dusik/ termostat + sonikator 3,9 ug/100 pul

C.3 detergent + tfeci miska + sonikator nelze zméfit

C. 4 tteci miska + tekuty dusik/ termostat + sonikator 5,4 ng/100 pl

Tabulka 1.: Shrnuti vysledki koncentrace proteinti ve vzorcich po zpracovani stejného mnozstvi
larvocyst v experimentech 1-4 pii stanovovani nejefektivngj$i metody pro piipravu celkového

antigenu z larvocyst H. diminuta.

4.3. Stanoveni fluktuace IgA protilatek v trusu laboratornich

potkant

Izolovany celkovy antigen z larvocyst jsme pouzili v nasledujicim experimentu, kde byla

sledovana fluktuace IgA protilatek v trusu potkant v prub&hu infekce H. diminuta.

Experiment A: Zjistili jsme, Ze koncentrace IgA protilatek v trusu infikovanych
potkantl je béhem patentni periody vyrazn€ vyssi nez v prepatentni period€ a navic, Ze je toto
mnozstvi béhem patentni periody minimaln¢ dvojnasobné ve srovnani s potkany kontrolnimi
(Obr. 9). Tyto rozdily mezi infikovanymi a kontrolnimi zvitaty byly podrobeny t-testu a jejich
statistickd vyznamnost se prokazala ve dnech 22 (p=0,001187), 31 (p=0,009518), 42
(p=0,000182) a 52 (p=0,000086).
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Obr. 9. Fluktuace IgA protilatek v trusu potkanti infikovanych Hymenolepis diminuta. Stiedni
hodnota absorbance u potkant infikovanych H. diminuta (Sedé sloupce) a kontrolnich potkanii (¢erné
sloupce). Vzorky byly odebirany pied infekci, v prepatentni a v patentni periodé. Smeérodatné
odchylky pfedstavuji 95 % interval spolehlivosti stfednich hodnot kazdé skupiny potkanti pro dany
den. Hvézdicka predstavuje hladinu vyznamnosti hladinu t-testu provedenou pro kazdy den odbéru.

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

Experiment B: Z Obrazku 10 je patrné, ze hladina IgA protilaitek se mezi
experimentalnimi a kontrolnimi potkany vyznamné li8i. Zjistili jsme, Ze koncentrace IgA
protilatek v trusu infikovanych potkani se zacind vyznamnéji navySovat jiZz na konci
prepatentni periody narozdil od skupiny kontrolni. Rozdily mezi obéma skupinami byly
podrobeny t-testu. Jiz ke konci prepatentni periody dochazi 14. den k hrani¢ni vyznamnosti

(p=0,055787) a 17. den jiz k prokazateln¢ statisticky vyznamnému nartstu (p=0,024999). V
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patentni periodé¢ pak dochédzi k dalSimu narGstu na vysoké az velmi vysoké hladiné

vyznamnosti ve dnech 20 (p=0,000079), 23 (p=0,000179) a 26 (p=0,003859).
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Obr. 10. Stanoveni pocatku obdobi naristu IgA protilatek v trusu potkanti infikovanych H.
diminuta. Stfedni hodnota absorbance u potkand infikovanych H. diminuta (Sedé sloupce) a
kontrolnich potkant (cerné sloupce). Vzorky byly odebirany pied infekci, v prepatentni a v patentni
periodé. Chybové usecky predstavuji 95 % interval spolehlivosti stfednich hodnot kazdé skupiny
potkanii pro dany den. Hvézdicka predstavuje hladinu vyznamnosti t-testu provedenou pro kazdy den

odbéru. (*) 0,01 <p < 0,05; (**) 0,001< p < 0,01; (***) p < 0,001.
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5. DISKUSE

Kulturu tasemnice Hymenolepis diminuta v laboratornich podminkach jsme zavedli dle
schématu jejiho pfirozeného vyvojového cyklu (Arai, 1980). Principem kultivace je uspésna
infekce zivych hostitelll tasemnici a jeji udrzeni v laboratornich podminkach. Vzhledem
k tomu, ze H. diminuta ma nepiimy Zivotni cyklus, bylo nezbytné zavést chov mezihostitele,
potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor). Tento chov jsme upravili tak, abychom ziskali

infekce schopné larvocysty tfi tydny po infekci potemnikd.

V prvni fad¢é bylo nutné upravit teplotni podminky v terariu potemnikd, a to na 28-
30°C (Andreassen et al., 1999; Dixon & Arai, 1991; Makki et al., 2011). Toho jsme dosahli
umisténim Zarovky ovladané termostatem do horni ¢asti terdria. DalSim krokem byla
optimalizace metody infekce brouk, a to vajicky vylu¢ovanymi s trusem infekénich potkanti.
Ve studii Dhakal et al., (2015) popisuji filtraci vajicek z trusu infikovanych potkanii a
nasledné podani brouktim. My jsme metodu zjednodusili tim, Ze jsme pouzili pfimo trus, a ne
pouze odfiltrovana vaji¢ka tasemnice H. diminuta. Trus byl rozmichan ve vodé do podoby
homogenni hmoty, ktera se broukiim podéavala kazdy den, a to po dobu péti dnii. V praci
Makki et al., (2011) infikovali brouky tak, ze je krmili trusem infikovanych potkant
smichanym s moukou. Pfi pitvé pak ziskali v priméru 10 larvocyst na jednoho brouka. My
jsme trus rozmichévali s vodou, nedochazelo nam tedy k vysychéani vajicek a pfi pitvé jsme
pak ziskavali 0 az piiblizné 300 larvocyst na brouka, v praméru ptiblizné¢ 150 larvocyst

na brouka. Nami pouZivana metoda se tedy ukazala jako u¢innéjsi.

Dalsim krokem bylo zavedeni chovu definitivniho hostitele H. diminuta. Jako
definitivniho hostitele pro H. diminuta v laboratofi jsme zvolili laboratorniho potkana, u
kterého je infekce H. diminuta celozivotni a diky tomu také dlouhodobé udrzitelna
Vv laboratofi. Na zaklad¢ téchto znalosti jsme ustanovili chov rezervoarovych potkanti stabilné
infikovanych H. diminuta a nepfetrzit¢ produkujicich infekéni vajicka. Praméma délka zivota
potkana se pohybuje okolo dvou az tii let, pak jsou nahrazovani mladSimi jedinci

(http://animaldiversity.org/site/accounts/information/Rattus_norvegicus.html).

Jingm v laboratofi ¢asto pouzivanym definitivnim hostitelem H. diminuta je
laboratorni mys$ (nejcastéji Mus musculus). Nicméné mys$ neni pivodnim definitivnim
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hostitelem H. diminuta, nejspis pouze nahodnym, a tak dochazi k vylouceni vyvojovych stadii
mezi 8.-14. dnem po infekci hostitele, tj. v prepatentni periodé infekce (Hopkins et al.,
1972a). Udrzeni H. diminuta v laboratorni mysi je mozné po podani imunosupresiv (Hopkins
et al., 1972b). Z tohoto duvodu je laboratorni my$ pro naSe ucely jako definitivni hostitel
nevhodna.

Potkany jsme infikovali larvocystami ziskanymi z infikovanych brouku tak, ze kazda
infekce-schopnych. Ve studii Andreassen et al. (1999) zjistovali vysledny pocet tasemnic
ve stievé potkana po infekci riiznym poctem larvocyst. Vysledek byl ten, Ze at’ uz provedli
infekci 20 nebo 100 larvocystami, vysledny pocet dospélct H. diminuta ve stfevé potkana byl
vzdy men$i nez 10 kust. Ve vyse uvedené studii také autofi naznacuji, ze je tomu tak
z diivodu prostorovych a nutricnich moznosti stieva potkana. Obvykle se ve stfevé potkani

nachazi okolo tii az péti jedincu, a to jak na zakladé nasich pozorovani, tak i dle dostupné

literatury (Arai, 1980; Webb et al., 2007).

Infekce potkanti larvocystami jsme provadéli dva dny za sebou, a to s vyuzitim
jicnovych sond. Tyto byly zavedeny pies Ustni dutinu potkani do jicnu a poté injekéni
stiika¢kou aplikovany larvocysty v PBS pufru. Timto zplisobem jsme si mohli byt jisti, Ze
potkani byli infikovani. V jinych studiich byla potkaniim odebrana potrava na dobu 24 hodin,
nacez byli infikovani prostiednictvim okurky s aplikovanymi larvocystami (Andreassen et al.,
1999; Makki et al., 2011). Zde dosahovali Gspésnosti infekce 100 %, nicméné experiment byl
proveden na malém vzorku zvifat (tj. Sest potkanll). V nasi laboratofi jsme infikovali jiz

mnoho desitek potkanii pomoci jicnové sondy, s niz dosahujeme 100 % uspé&snosti infekci.

Druhym cilem této prace byla optimalizace metody ELISA pro detekci IgA protilatek
specifickych proti infekci H. diminuta v trusu laboratornich potkant. Byly provedeny dva

experimenty, jejichz cilem byla optimalizace ptipravy antigenu.

Sbér trusu, ktery jsme provadéli béhem prvniho experimentu, byl soucasti komplexni
studie v nasi laboratofi, kde jsme sledovali vliv H. diminuta na organismus definitivniho
hostitele, a to na jeho imunitni systém a stievni mikrofloru (Parfrey et al., 2017). Druhy
experiment navazoval na vysledky prvniho experimentu S cilem sledovat produkci IgA

protilatek podrobnéji.
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V prvnim kroku optimalizace nepiimé metody ELISA bylo nutné zoptimalizovat
ptipravu antigenu z tasemnice H. diminuta. Na zaklad¢ informaci z literatury jsme pftipravili
celkovy antigen z dospélce tasemnice H. diminuta (Johnston et al., 2010), kterou jsme ziskali
ze stfeva infikovaného potkana. Nicméné pii stanoveni hladiny IgA protilatek v trusu
infikovanych a neinfikovanych potkanti s pouzitim tohoto antigenu byly vysledky metody

ELISA nejasné a to opakované (podrobnéjsi informace viz dale). Antigen ziskany z dospélce

tedy nebylo mozné pro nase Gcely vyuzit.

Na zaklad¢ informaci dostupnych z literatury jsme zjistili, ze larvocysty a dospélci
H. diminuta maji srovnatelné antigenni slozeni vyuzitelné pro sérologické metody (Ito &
Onitake, 1987). V prubéhu nasledujicich experiment, kdy jsme optimalizovali ptipravu
celkového antigenu z larvocyst, jsme zjistili, Ze jsou to vysoce mechanicky odolna stadia, u
kterych se velmi obtizné narusuje jejich sténa. Proto jsme hledali metody, které by jejich
sténu narusily co nejucinnéji.

V prvni fazi experimentl jSme K mechanickému naruseni stény larvocyst pouzili
pfistroj ,,mini-bead beater, kde jsme larvocysty rozbijeli pomoci sklenénych stiepti a
zirkonovych kulicek. Efektivnéjsim zptsobem mechanického naruSeni stény larvocyst se vSak
ukazalo pouziti tfeci misky s tlou¢kem. Stadia larvocyst H. diminuta jsou také velmi lepkava,
proto jsme testovali efekt piidani detergentu (Triton X) do tfeci misky. Pii méfeni
koncentrace proteinti jsme vSak zjistili, ze vyssi koncentrace detergentu interaguje s Coomasie
Briliant blue G 250, ktera je soucasti roztoku pii pouziti Bradfordovy metody, a proto nebylo
mozné koncentraci proteini pomoci Bradfordovy metody zmétit. Do vysledného protokolu
jsme tedy pouziti detergentu nezatadili. V dal$i fazi rozruSovani stény larvocyst jsme
ptistoupili ke stfidani teplot. Srovnavali jsme efekt okamzitého zmrazeni larvocyst pomoci
suchého ledu oproti tekutému dusiku. Po zméteni koncentrace proteinti v obou vzorcich jsme
zjistili  vyS8i efektivitu pfi pouZiti tekutého dusiku. Vhodnym poslednim krokem
pfi naruSovani stény larvocyst H. diminuta se ukazala byt sonikace za podminek 0,5 impulz

s 20 % amplitudou.

Ve vysledném protokolu piipravy celkového antigenu larvocyst H. diminuta jsme tedy
pouzili mechanické rozruseni larvocyst ve tieci misce, nasledné stiidani zamrazeni v tekutém

dusiku se zahratim v termobloku a nakonec sonikaci. Tato kombinace se ukazala jako
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nejvhodnéjsi pro ziskani nejvyssi koncentrace celkového antigenu z larvocyst H. diminuta.
Tento antigen jsme pouzili pro detekci specifickych IgA protilatek pfitomnych v trusu

potkanii infikovanych H. diminuta pomoci metody ELISA.

Produkce a fluktuace IgA protilatek pfi infekci byla detekovana ve dvou po sobé
nasledujicich experimentech. V Experimentu A (viz Obr. 8, kapitola 3.3.1.) jsme zjistovali,
zda dochazi ke zménam produkce IgA protilatek v trusu potkani béhem infekce H. diminuta a
to v prepatentni a patentni periodé. V Experimentu B (viz Obr. 8, kapitola 3.3.2.) jsme pak jiz
vychdazeli ze znalosti z predchoziho experimentu a sledovali jsme podrobnéji pocatek infekce,
prepatentni periodu a pfechod mezi prepatentni a patentni periodou s odbéry v kratSich

casovych intervalech (tfi dny).

V Experimentu A byli potkani rozdéleni do dvou skupin po ctyfech zvitatech, a to
na experimentalni (infikované H. diminuta) a kontrolni (bez infekce). Vzorky trusu byly
odebrany jedenkrat pied infekci, jedenkrat v prepatentni periodé a ¢tyfikrat béhem patentni
periody. Po provedeni metody ELISA s pouzitim antigenu izolovaného z dospélce
H. diminuta nebyl prikazny rozdil v mnozstvi IgA protilatek mezi infikovanymi a
kontrolnimi zvifaty, a to ani v prepatentni, ani v patentni period¢, tudiz jsme tento antigen
zhodnotili pro Ucely metody ELISA jako nevhodny (tyto vysledky nebyly pouZity).
Predpokladame, ze tomu tak bylo, protoZe antigen obsahoval rezidualni mnozstvi stfevnich
bakterii potkana. I pfes oplachovani tasemnice sterilnim PBS s ptimési Sirokospektrych
antibiotik jsme nezabranili zjevné kontaminaci bakterialnim proteinem. Tyto bakterie zfejmé
neni mozné odstranit ani dikladnym promyvanim dospélcti v riznych roztocich, a to i
antibiotik. Je totiz popisovano, ze komenzalni bakterie u tasemnic jsou pfitomny mezi

jednotlivymi proglotidami (Macpherson & Harris, 2004).

Na zékladé¢ vySe popsanych vysledki jsme se rozhodli pfipravit antigen
z larvocyst izolovanych z télni dutiny potemnikt, a tak zabranit kontaminaci celkového
antigenu H. diminuta uréeného pro metodu ELISA antigeny bakterii ze stiev potkan.
Po provedeni metody ELISA s pouzitim antigenu z larvocyst H. diminuta jsme zjistili, Ze
koncentrace IgA protilatek v trusu infikovanych a kontrolnich potkanti se vyznamné lisi.
Navic se tyto hodnoty li$i 1 mezi prepatentni a patentni periodou, pfesnéji V patentni periodé

dochazi k radikalnimu nartstu IgA protilatek oproti prepatentni periodé (Obr. 9). Nakonec nas
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zajimalo, ve kterém obdobi infekce k naristu IgA protilatek v trusu dochazi. To bylo cilem
nasledujiciho experimentu (Experiment B). Zde jsme detekovali IgA protilatky nékolik dni
pred infekci, v prepatentni a patentni period€. Pouzili jsme k tomuto ucelu dvé skupiny
potkanti po péti zvitatech, a to opét experimentalni (infikovanou H. diminuta) a kontrolni (bez
infekce). Odbéry trusu jsme provadéli pravidelné po tfech dnech. Zjistili jsme, ze k nartstu
koncentrace IgA protilatek dochazi postupné jiz béhem prepatentni periody a tato koncentrace

protilatek dale vzrista i v patentni period¢ (Obr. 10).

Na zéklad¢ téchto vysledkd je ziejmé, ze H. diminuta stimuluje slizni¢ni imunitu
stteva hostitele, a tim ma imunomodulac¢ni G¢inek na hostitele. Dale, Zze larvocysty jsou
vhodnym materialem pro izolaci celkového antigenu H. diminuta a jeho pouziti v detekci IgA
protilatek v trusu laboratornich potkanti pomoci metody ELISA. Studie sledujici fluktuaci IgA
protilatek v trusu potkant infikovanych H. diminuta nebyla dle nasich informaci publikovana.
Nicmén¢, studie Gomez-Priego et al. (1991) popisuje narast humoralni imunitni odpovédi
po infekci Hymenolepis nana detekovany ze séra infikovanych mysi. Dalsi studie Andreassen
et al. (1999) prokazala ¢tyfi hlavni tfidy imunoglobulint (IgA, IgE, IgG a IgM) v séru mysi
infikovanych H. diminuta. Stfevni slizni¢ni imunita zfejmé hraje vyznamnou roli v imunitni
odezvé hostitele na infekci H. diminuta a zaroven bude jednim z hlavnich mechanismi
pro vyvoj helmintoterapie (napt. Reyes et al.,, 2016). Celkovou imunitni odpovéd
na infekci H. diminuta v modelu mySim i potkanim shrnuje McKay (2010). V poslednich
letech se k detekci a studiim imunitni odpovédi na H. diminuta pouziva spektrum interleukinti

(napt. Lopes et al., 2015; Reyes et al., 2016).
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6. ZAVER

Prvnim cilem mé prace bylo ustanoveni kultury Hymenolepis diminuta v laboratornich
podminkach. Tuto kulturu se nam podafilo zavést a dlouhodobé udrzet za pomoci znalosti
0 jejim pfirozeném zivotnim cyklu S vyuzitim mezihostitele (potemnici) a definitivniho
hostitele (potkani). Abychom byli schopni ziskat infekce schopna larvalni stadia tfi tydny

po infekci potemniki, byla nutna optimalizace teploty chovu infikovanych potemnik.

Druhym cilem této prace byla optimalizace nepiimé metody ELISA pro detekci IgA
protilatek v trusu laboratornich potkanti. Po dikladné optimalizaci pfipravy celkového
antigenu H. diminuta se nam podatilo tspéné detekovat zmény v produkci IgA protilatek

Vv trusu potkan, a to za pouziti antigenu z larvocyst H. diminuta.

Tretim cilem bylo sledovani fluktuace IgA protilatek v prepatentni i patentni periodé
potkanii infikovanych H. diminuta. Zjistili jsme, ze hladina IgA protilatek je u potkant
infikovanych H. diminuta vyrazné vyssi nez u potkanti kontrolnich. K tomuto nartistu dochazi

postupné béhem jiz béhem prepatentni periody.
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