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Abstrakt

Mesocestoides corti a Taenia crassiceps jsou tasemnice, jejichz larvy se vyznacuji schopnosti
asexudlni reprodukce. V této praci byl zkouman vliv jejich infekce v BALB/c, C57BL/6J a ICR
mysich na rUst a metastdzovani nadord melanomové linie B16F10. Ackoliv byla pfi
intravendzni aplikaci melanomovych bunék u mysi infikovanych M. corti pozorovana zvysena
tvorba metastdzi, vykazovaly pfi intraperitonedini aplikaci oba druhy tasemnic silny supresivni
efekt na velikost a mnoZstvi vytvorenych nadorl a metastazi, ktery v nékterych pripadech ved|
k uplIné eliminaci nadorovych bunék. In vitro kultivace B16F10 bunék v pfitomnosti exkre¢né-
sekrec€nich produktl larev vedla k sniZeni jejich viability, avSak zvysSeni jejich migracni aktivity.
Priatokova cytometrie pak prokdzala vliv infekce M. corti na mnoZstvi a zastoupeni populaci
makrofagl v peritoneu ICR mysi. Tato prace potvrdila protinddorovy efekt infekce T. crassiceps
u mysi a zavedla M. corti jako novy druh helminta schopného ovliviiovat nadorova

onemocnéni.

Klicova slova: helminti, tasemnice, nddorova onemocnéni, Mesocestoides corti, Taenia

crassiceps



Abstract

Mesocestoides corti and Taenia crassiceps are tapeworms, larvae of which are characterized
by their ability to reproduce asexually. In this work, the effect of infection by M. corti and
T. crassiceps in BALB/c, C57BL/6J and ICR mice on the growth and metastasis of B16F10
melanoma tumors was investigated. Although an increase in metastatic activities was
observed after intravenous administration of melanoma cells to M. corti-infected mice, both
tapeworms showed a strong suppressive effect on the size and number of tumors and
metastases formed when the cells were administered intraperitoneally. This, in some cases,
led to a complete elimination of tumor cells. In vitro cultivation of B16F10 cells in the presence
of larval excretory-secretory products led to a decrease in their viability but an increase in
their migration ability. Flow cytometry proved that M. corti infection has an effect on the
increased number and proportion of macrophage populations in the peritoneum of ICR mice.
Our work confirmed the anti-tumor effect of T. crassiceps infection in mice and introduced

M. corti as a new helminth species capable of influencing cancer.

Key words: helminths, cestodes, cancers, Mesocestoides corti, Taenia crassiceps
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1. Uvod a cile prace

Helminti jsou parazité, kterymi jsou na svété podle odhad( infikovany az miliardy lidi.
Nékteri z nich mohou u ¢lovéka zplisobovat zavazné patologické zmény, které mohou vést
az ke smrti infikovaného. Stdle Castéji se vSak za€ina o helmintech uvazovat jako o souclasti
»starych pratel”. Tato hypotéza poukazuje na mnohem nizsi prevalenci nékterych
civilizacnich onemocnéni v zemich, kde jsou lidé ¢astéji ve styku s patogeny a parazity, ktefi
byli v jinych ¢astech svéta témér eradikovani. Jednim z druh( téchto civilizacnich chorob
jsou pravé nékteré typy nadorovych onemocnéni, ktera jsou jednou z nejcastéjsSich pficin

umrti v rozvinutych zemich.

Vztah helmint( k nddorovym onemocnénim je vSak ambivalentni. Nékteré druhy
helmint( jsou prokazatelné kancerogenni, jako naptiklad Opisthorchis viverrini, Clonorchis
sinensis a Schistosoma haematobium, stale Castéji se vSak objevuji studie, které naopak
popisuji protinadorovy efekt nékterych druht helminti. Mechanismy této protinadorové

aktivity vSak nejsou objasnény.

Nejcastéji pouzivanymi modely helmintl pro studium vtomto nové vznikajicim
védeckém sméru jsou Echinococcus granulosus a Trichinella spiralis. Oba tyto druhy jsou

vevs

a dostupnéjsich modell pro studium této problematiky.

V ramci této prace bude charakterizovan vliv larev tasemnic Mesocestoides corti

a Taenia crassiceps na melanomovou linii B16F10.
Cile této prace jsou:

e Zavést novy laboratorni model helmintl pro studium jejich vlivu na nadorova
onemocnéni.

e Popsat efekt infekce M. corti a T. crassiceps na rlist a metastazovani melanom
u mysi.

e Testovat vliv exkrecné-sekrecnich produktl larev tasemnic na B16F10 burnky

in vitro.



2. Literarni prehled

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjsich pficin smrti v rozvinutych zemich. V roce
2017 bylo celosvétové zaznamenano 24,5 milionu pfipadd onemocnéni a 9,6 milionu umrti
(Fitzmaurice et al., 2019). | pfes intenzivni vyzkum stdle neexistuje pro mnoho typl nadorf
efektivni terapie. Proto je stdle nutno vyhleddvat nové metody IéCby, jednou takovou by
mohla byt aplikace molekul produkovanych helminty, u kterych je zndm supresivni efekt na

nadorova onemocnéni.

2.1. Helminti a nadorova onemocnéni

V nasledujicich kapitolach budou popsany ptiklady helmintd, u kterych byl pozorovan efekt
na nadorova onemocnéni, a také laboratorni modely Taenia crassiceps a Mesocestoides

corti, které byly pouzity pro praktickou ¢ast prace.

2.1.1. Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus je dvouhostitelskd tasemnice zfadu Cyclophyllidea, jejimz
definitivnim hostitelem jsou psovité Selmy. Mezihostitelem jsou nejcastéji kopytnici, mGze
jim vSak byt i ¢lovék. Dospélci parazituji ve stfevech a k ndkaze mezihostitele dochazi
pozienim vajicka, ze kterého se ve strevé lihne hexakant, ktery poté mlze migrovat do
rozlicnych organd, nejcastéji do jater a plic, kde nasledné tvofi larvocysty, které se poté
mohou asexudlné délit. Onemocnéni zplisobené touto tasemnici se nazyva cystickd

echinokokdza a muze vést az ke smrti ¢lovéka.

Pravé u tohoto zdvainého patogenniho parazita byla v retrospektivni studii
v Turecku pozorovdna jeho snizend prevalence u pacientd trpicimi nadorovymi
onemocnénimi (Akgll et al., 2003). Autofi tedy formulovali hypotézu, Ze infekce touto
tasemnici by mohla potlacovat vznik nadorovych onemocnéni. V podobné pilotni
retrospektivni studii na Kypru ovsem dosli k zavéru, Ze infekce E. granulosus naopak zvysuje
riziko vzniku nddorovych onemocnéni (Oikonomopoulou et al., 2016). Jak vSak Gundogdu
et al.,, (2017) podotykaji, jednalo se vtéto studii o pacienty sjiz dfive vylééenou
echinokokdzou, a ne aktivni infekci v dobé diagnézy nadorového onemocnéni. Dalsi
retrospektivni studie sledujici korelaci mezi infekci E. granulosus a nadory byla provedena

na pacientech trpicich hepatocelularnim karcinomem (HCC). U pacientd s HCC, ktefi byli



zaroven infikovani E. granulosus, byla zaznamendana delsSi doba preZivani nez u osob bez

této tasemnice (Bo et al., 2020).

Navzdory své patogenité je E. granulosus pomérné Siroce pouzZivanym modelem
helminta. U laboratornich potkan( infikovanych protoskolexy E. granulosus bylo
pozorovano vyrazné potlaceni rozvoje karcinomu prsu indukovaného
dimetylbenzantracenem (DMBA) (Altun et al., 2015). Efekt Zivych larev byl zkouman také
na BHK (baby hamster kidney) fibroblastech a mysich WEHI-164 fibrosarkomovych burikach
in vitro. U BHK fibroblastl doslo po pridani protoskolex( k inhibici proliferace této bunécné
linie. V pfipadé WEHI-164 fibrosarkomovych bunék byla kromé inhibice proliferace
pozorovana také snizena viabilita téchto bunék (Yousofi Darani et al., 2012). JelikoZ je vSak
E. granulosus silné patogenni, neni pouziti Zivych tasemnic jako terapie proti nddorovym

onemochénim redlna.

Nejen u zivych larev vSak byl pozorovan pfimy ucinek na nadorové burky in vitro.
EgKI-1 je protedzovy inhibitor Kunitzova typu, produkovany E. granulosus, ktery vykazuje
potencial napfiklad jako inhibitor chemotaxe neutrofil(i (Ranasinghe et al., 2015). Kultivace
nékolika linii lidskych nddorovych bunék v pfitomnosti rekombinantu EgKI-1 vedla k inhibici
jejich rlistu, zaroven byla u téchto bunék inhibovana schopnost migrace in vitro. EgKI-1 byl
také schopen indukovat apoptézu u bunék lidského karcinomu prsu linie MDA-MB-231.
Aplikace tohoto inhibitoru protedz mysim s nadorovou linii MDA-MB-231 vedla také
k potlaceni rGstu nadoru in vivo (Ranasinghe et al., 2018). U jiné linie karcinomu prsu (4T1)
byla pozorovana indukce apoptdzy pfi in vitro kultivaci v pfitomnosti tekutiny obsazené
v larvocystach E. granulosus ziskanych zovci. Tento efekt byl pozorovén
i u glykoproteinovych frakci a jedné 78kDa frakci izolované cystické tekutiny (Daneshpour
et al., 2019). Kdyz byla mysim kmene C57BL/6J injikovana tekutina cyst ziskanych z ovci
a nasledné jim byly aplikovany buriky mysi melanomové linie B16F10, doslo u nich k inhibici
rastu nadord (Darani et al., 2016). Na tomto modelu byl také vyzkouSen opacny postup,
kdy byly mysim do podkozi injikovany melanomové bunky a nasledné jim byla po 14 dnech
aplikovéna tekutina z cyst. Také v tomto pripadé doslo k inhibici rlstu nador(, stejny efekt
méla i aplikace Zivych protoskolex( a 78kDa frakce cystické tekutiny (Rad et al., 2018). Pfi
aplikaci cystické tekutiny E. granulosus izolované z ¢lovéka mysim, kterym byly nasledné

subkutanné injikovany burky karcinomu tlustého streva linie CT27, doslo k inhibici rlistu



nador(. KdyZ byla cysticka tekutina poddvana po aplikaci CT27 bunék, tak byla vyrazné
zvySena doba prezivani mysi (Berriel et al., 2013). Vliv samotnych produktd tasemnic vsak
pravdépodobné nevede ptimo k potlaceni nadorl a je pravdépodobné spojen s imunitni

odpovédi hostitele.

Jednim z kli¢ovych proces( v aktivaci protinadorové imunity je schopnost rozeznani
antigent na povrchu nadorovych bunék. Jiz v roce 1979 byla popsdna podobnost mezi
antigeny obsaZzenymi v cystické tekutiné E. granulosus a témi, jez jsou produkované
bunkami karcinomu plic (Yong et al., 1979). Jednim z téchto antigenl je O-glykosylovany
Tn antigen (a N-acetylgalaktosamin-O-serin/threonin), ktery je exprimovan larvami
i dospélci E. granulosus a byl detekovan také v sérech pacientl s echinokokdézou. Tento
glykoprotein je hojné nalézan na povrchu mnoha typd nadorovych bunék zahrnujicich
naptiklad karcinom plic, prsu a slinivky (Springer, 1997). Protilatky vytvorené proti larvdm
E. granulosus reagovaly s exkrecné-sekre¢nimi produkty nddorovych bunék a stejna
zkfizena reaktivita byla pozorovdna mezi séry pacientd s karcinomem prsu a antigeny
larvocyst E. granulosus. Predpokladd se tedy, Ze tato protildtkovd odpovéd proti
Tn antigenu by mohla aktivovat protinadorovou imunitu (Alvarez Errico et al., 2001). Séra
pacientl s karcinomem prsu také reagovala na neglykosylovanou 27kDa molekulu
izolovanou z larvocysty E. granulosus (Sharafi et al., 2016). U protilatek mysi vytvorenych
proti cystické tekutiné E. granulosus byla pozorovdna schopnost rozeznavat nékteré
antigeny na CT27 burikach. Protein teplotniho Soku (hsp70) E. granulosus vykazoval 60%
homologii s hsp70 CT27 bunék, ktery ma antiapoptotické ucinky a jeho zvySena exprese je
spojovana s horsi progndzou u pacientl s kolorektalnim karcinomem (Dundas et al., 2005).
Zkfizena reaktivita antigen( by tedy mohla byt spojena s inhibici rlistu CT27 nadord u mysi,
kterym byla aplikovana cysticka tekutina E. granulosus (Berriel et al., 2013). Zkfizena reakce
protilatek by také mohla vysvétlovat cytotoxicky efekt séra pacientl s echinokokézou na

buriky lidského karcinomu plic linie NCI-H209 in vitro (Karadayi et al., 2013).

Kromé protilatkové odpovédi dokaze infekce E. granulosus ovliviiovat i celkovou
imunitni odpovéd. U mysi infikovanych larvami E. granulosus je v prvotni fazi zvySena
hladina cytokinl interferonu gama (IFNy), interleukinu 2 (IL-2) a IL-15 typickych pro Thil
odpovéd, ktera je nasledné nahrazena Th2 odpovédi charakterizovanou zvySenim hladiny

cytokinl IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 (Mourglia-Ettlin et al., 2011). Dojde-li vSak k thynu



larev, je opét rychle nahrazena Th1 odpovédi. V potlacovani vzniku nddord hraje hlavni roli
Th1 odpovéd, pfi které dochdzi k niceni nddorovych bunék a inhibici rlstu nadort, Th2
polarizace byva spojovdna srozvojem nékterych nadord a jejich metastdzovanim
(Zamarron & Chen, 2011). Pravé navozenim Th2 odpovédi vysvétluji Turhan et al., (2015)
zvysSeny pocet metastazi nddorové linie karcinomu prsu 4T1 v jatrech u mysi infikovanych
larvami E. granulosus. Toto je jediny zaznamenany ptipad, ktery je v rozporu s ostatnimi
vysledky a popisuje pronddorovy efekt této tasemnice. U mysi, kterym byla injikovana
melanomova linie B16F10, a poté aplikovany protoskolexy, cystickd tekutina a 78kDa frakce
cystické tekutiny, byla pozorovana zvysend hladina Th1 cytokind IL-2 a IFNy, ale také Th2
cytokinu IL-4. Naopak byla vyrazné snizena hladina tumor nekrotizujiciho faktoru alfa
(TNFa), ktery zvySuje schopnost migrace melanomovych bunék in vitro (Rad et al., 2018).
Zména hladin cytokinl ovlivnéna E. granulosus by mohla navodit prostfedi nevhodné pro

rozvoj nadorovych onemocnéni, a vést tak k potlaceni jejich rozvoje.

Echinococcus granulosus muzie mit také efekt na konkrétni skupiny imunitnich
bunék spojenych s nadorovymi onemocnénimi. Aplikace peptidu podobného mucinu
izolovaného z larev E. granulosus (Egmuc) vedla k zvySeni poctu aktivovanych NK bunék ve
sleziné mysi, pricemz pravé NK burky jsou jednou z dalezitych sloZzek protinadorové imunity
a jsou pouzivany pfi nadorovych imunoterapiich (Salagianni et al., 2012). Zaroven byl
u splenocytud izolovanych z mysi, kterym byl aplikovan Egmuc, zaznamenan cytotoxicky
efekt na pankreatické nadorové bunky linie Panc02 pfi kultivaci in vitro (Noya et al., 2013).
U EgKI-1 produkovaného E. granulosus byl zjistén silny inhibi¢ni vliv na chemotaxi neutrofil(i
(Ranasinghe et al., 2015). Stejny efekt vykazuje i antigen B izolovany z cystické tekutiny
E. granulosus (Shepherd et al., 1991). Neutrofily se Ucastni imunitni obranné reakce
hostitele proti infekci E. granulosus (Zhang et al., 2008), ale jsou také spojovany s progresi,
metastdzovanim a angiogenezi v mikroprostfedi nador(i (Coffelt et al., 2016). Inhibice
chemotaxe neutrofild zprostfedkovana produkty E. granulosus by tedy mohla pfispivat

k pozorovanému protinadorovému efektu této tasemnice.



2.1.2. Trichinella spiralis

T. spiralis je hlistice z plvodni tfidy Adenophorea parazitujici v masozravych a viezravych
savcich a vykazujici nezvykly Zivotni cyklus. K ndkaze mlze dojit pouze pozienim tkané
infikované larvami, kdy dojde k jejich uvolnéni ve stfevé, kde také probiha pohlavni
rozmnozovani. Samicka poté produkuje L1 larvy, které nasledné migruji do svalstva, kde
encystuji. Infekce touto patogenni hlistici u ¢lovéka zplsobuje trichineldzu, kterd mize byt

pfi neléceni smrtelna.

Jiz v70. letech byla pozorovdna snizend incidence pfirozené se vyskytujiciho
karcinomu prsu u SWR/J kmene mysi infikovanych larvami T. spiralis (Weatherly, 1970).
Nasledné byla u HaM/ICR mysi infikovanych T. spiralis pozorovéna snizena vnimavost na
sarkomovou bunécnou linii 180 (S-180), a zaroven u nich byla prodlouZena doba prezivani
(Lubiniecki & Cypess, 1975). Pfi pouziti stejné nadorové linie S-180 u ICR/CD-1 mysi byl
vysledek podobny, v obou prfipadech vSak protektivni efekt infekce T. spiralis trval jen
nékolik tydn( a pfi pozdéjsi aplikaci nadorovych bunék jiz nebyl pozorovan (Molinari et al.,
1979). Opacny postup byl pouzit v pfipadé mysiho karcinomu predzaludku, hepatomu
bunécné linie H22 a sarkomu bunécné linie S-180. ICR mysi byly 7 dni po aplikaci
nadorovych bunék infikovany larvami, nebo jim byla intravenézné podana solubilni frakce
homogenatu larev a dospélct T. spiralis. Ve vSech ptipadech doslo k potlaceni rlistu nddor(.
PFi in vitro pokusech byly tyto tfi nadorové linie doplnény jesté o nadorové buriky lidské
chronické myeloidni leukémie (K562) a lidského hepatomu (H7402). U vSech nadorovych
linii doslo po aplikaci homogenatu T. spiralis k inhibici ristu nddorovych bunék (Wang et
al., 2009). Mensi velikost nadord u BALB/c mysi infikovanych T. spiralis byla zaznamenéna
také u myelomové nadorové linie SP2/0 (Deng et al., 2013). Pfi injekci melanomovych
bunék linie B16 do podkozi C57BL/6J mysi 40 dni po infekci T. spiralis doslo jen u 7 z 10
infikovanych jedincl k vytvoreni nadoru, a v téchto sedmi pfipadech byl rist nadoru
vyrazné inhibovan. U B16 melanomovych bunék kultivovanych v pfitomnosti exkrecné-
sekrecnich produktl L1 larev T. spiralis bylo zaznamenano snizeni jejich viability a zvySena
apoptdza (Vasilev et al., 2015). Stejné potlaceni riistu nadort bylo pozorovano u C57BL/6)J
mysi, kterym byly melanomové buriky B16F10 aplikovany do podkoZzi 14 dni po infekci. Pfi
intravendzni aplikaci melanomovych bunék do ocasni Zily dosSlo u infikovanych mysi

k vzniku nizsiho po¢tu metastazi v plicich (Kang et al., 2013).



Také u zvifat infikovanych T. spiralis byla pozorovana zkfizena reaktivita protilatek,
ktera by mohla ptispivat k potlaceni rozvoje nddorovych onemocnéni. Zkfizend reakce
s protilatkami byla zaznamendna mezi antigeny myelomové linie SP2/0 a 33kDa antigenem

izolovanym z T. spiralis (Gong et al., 2011).

Vliv T. spiralis na imunitni odpovéd' je opacna nez v ptipadé E. granulosus. V prvni
intestinalni fazi dojde k navozeni Th2 imunitni odpovédi, ktera je nasledné ve svalové fazi
nahrazena Th1 odpovédi (Dvorozidkova et al., 2011), kterd mzZe prispivat k potlaceni ristu
nadorl. Pfi peroralni infekci mysi kmene CD1 bylo pozorovdno masivni namnoZeni
makrofagl v peritoneu a in vitro tyto stimulované makrofagy vykazovaly silny cytostaticky
efekt na bunky mysi leukémie linie R1 tim, Ze inhibovaly DNA syntézu (Meerovitch
& Bomford, 1977). Stejny efekt na namnozZeni peritonedlnich makrofagl byl pozorovan
u infikovanych mysi kmene C57BL6/). Také vtomto pfipadé mély makrofagy silny
cytostaticky efekt na nddorové bunky linie P815 a EL-4 (Wing et al., 1979). Aktivace
makrofagl by mohla byt tedy jednim z proces( pfispivajicich k inhibici rdstu nadord u mysi

infikovanych T. spiralis.

2.1.3. Taenia crassiceps

T. crassiceps je tasemnice z fadu Cyclophyllidea s dvouhostitelskym cyklem. Definitivnim
hostitelem jsou drobné Selmy a jako mezihostitelé slouzi hlodavci, u kterych se jeji larvy
zvané cysticerky mohou nachazet v podkozi a peritonedlni dutiné. Vyhodou této tasemnice
jako laboratorniho modelu je, Ze jen ztidka dochazi k infekcim u ¢lovéka. Je znamo nékolik
malo takovychto pfipadd, veskrze se v3ak jedna o infekce lidi s imunitni deficienci (Francois
et al.,, 1998). Diky schopnosti asexudlniho mnozeni larev je mozno tento druh drzet
v laboratornich podminkdach pasazovanim v mysich, cysticerky T. crassiceps mohou byt také

dlouhodobé udrzovany kultivaci in vitro (Willms & Zurabian, 2010).

Vliv cysticerkd T. crassiceps na nadorova onemocnéni byl zkouman na modelu
karcinomu asociovaného s ulcerdzni kolitidou (CAC), ktery byl u mysi vyvoldvan pomoci
kombinované aplikace azoxymetanu a dextranu sulfatu sodného. U mysi infikovanych
cysticerky T. crassiceps 6 tydnU pred aplikaci karcinogen( byl pozorovan nizsi pocet

vzniklych nddor(. Doslo také k potlaceni exprese B-kateninu hrajiciho roli v proliferaci



bunék a CXCR2 (interleukin 8 receptor B), coZ je chemokinovy neutrofilovy receptor;
zvySené hladiny téchto marker( jsou spojovany s nddorovymi onemocnénimi stfeva. Pfi
infekci byl také pozorovan narist populace makrofagl a lokalni zvySend hladina IL-4
ve tkani stfeva (Ledn-Cabrera et al.,, 2014; Ledesma-Soto et al., 2015). Na stejném
nadorovém modelu byl zkouman vliv exkreéné-sekre¢nich produktd larev T. crassiceps,
které byly mysim aplikovany 26 dni po indukci CAC. Také v tomto ptipadé doslo k potlaceni
tvorby naddor( a zaroven doslo ke snizeni hladin prozanétlivych cytokin( IL-1B, TNF-q, I1L-33
a IL-17 (Callejas et al., 2019). Jelikoz je vznik CAC spojovan se zanétlivym prostfedim, mohl

by byt pozitivni efekt T. crassiceps spojen s jejich schopnosti indukovat posun imunitni

,,,,,

Konkrétni molekulou, kterd by mohla pfispivat k protinddorovému efektu, je GK-1
peptid izolovany z larev T. crassiceps. Synteticky vytvoreny peptid GK-1 byl aplikovan
BALB/c mysim, u kterych byly vytvofeny nadory karcinomu prsu linie 4T1. U takto
oSetfenych mysi doslo k zvysené nekréze nadori vedouci k redukci jejich velikost a zaroven
byl vyrazné snizen pocet metastdzi v plicich. Byla také zaznamendna zvysend hladina IL-12
(Torres-Garcia et al., 2017), ktery je dulezitou soucasti protinadorové imunity (Tugues et
al., 2015). GK-1 také zvysuje efektivitu systému vyuzivajiciho vakcinaci mysi dendritickymi
bufikami u nadorovych onemocnéni za ucéelem aktivace specifickych protinadorovych
T lymfocytl. Pokud byly dendritické bunky predem stimulovany GK-1, byl pozorovan
nejsilnéjsi efekt na redukci nadort melanomové linie B16F10 a dobu prezivani mysi. U mysi
s takto stimulovanymi dendritickymi burikami byl pozorovan nardst CD8* T lymfocytu
a zvysené hladiny IFNy, které by mohly prispivat k potlaceni rozvoje melanomu (Pifidon-
Zarate et al., 2014). Zvyseni protinadorového efektu bylo dosazeno také kombinovanou
aplikaci GK-1 s protilatkou proti PDL1 (,,programmed cell death ligand 1“). PDL1 m{ze byt
exprimovan na povrchu nadorovych bunék a vazat se na PD1 (,,programmed cell death 1
receptor”) na povrchu T lymfocytl (Keir et al., 2008), ¢imz dochazi k snizeni cytotoxického
efektu T lymfocytl na nadorové buriky (lwai et al., 2002). U C57BL/6J mysi, kterym byla
aplikovana kombinace GK-1 a protilatky proti PDL1, byly vytvofeny mensi podkozni nadory
melanomové linie B16F10 a byla prodlouzena doba jejich prezivani (Vera-Aguilera et al.,
2017). Pfi aplikaci samotného GK-1 mysim kmene C57BL/6 s vytvorenymi B16F10

melanomy doslo, podobné jako v prechozich pokusech, k potlaceni rlstu nadord. Doslo



také k ndrdstu populace CD8* T lymfocytu infiltrujicich nadory, u téchto CD8* T lymfocytl
byla zaznamendna snizena exprese PD1. Diky sniZzeni exprese PD1, u takto aktivovanych
lymfocytl, mohla byt zvySena jejich cytotoxicka aktivita, vedouci k pozorované supresi

rastu nadord (Rodriguez-Rodriguez et al., 2020).

2.1.4. Dalsi druhy helmintt a jejich vliv na nadorova onemocnéni.

Hymenolepis nana je dalsi tasemnice, u které byl pozorovdan inhibi¢ni vliv na rlist nddora.
BALB/c mysim byla indukovana tvorba nadoru v kiiZi aplikaci DMBA, pricemz u mysi predem
infikovanych H. nana doslo k vzniku mensiho mnozstvi nddor nez u kontrolni skupiny.
Infikované mysi vykazovaly zvySeny pocet eosinofilll a neutrofill, pficemz pravé zvyseny
pocet eosinofilll by mohl pfispét k redukci mnozstvi nadort (Ramos-Martinez et al., 2019).
U H. nana je také popsan unikatni pfipad, kdy totipotentni buriky této tasemnice vytvofily
nadory v plicich a lymfatickych uzlinach pacienta infikovaného HIV (Muehlenbachs et al.,
2015). Poslednim z helmintd, kterému je prisuzovan mozny protinadorovy efekt, je hlistice
Strongyloides stercoralis. P¥i infekci touto hlistici byla v kombinaci s hypereosinofilii
pozorovana prodlouZzend doba preziti u pacientd slymfomem maturovanych T bunék

(Plumelle et al., 1997).

Toxocara canis je hlistice parazitujici v Selmach, u které byl sice recentné popsan
pronadorovy efekt této infekce, avsak pfi aplikaci antigend jejich vajicek byl pozorovan
protinddorovy efekt. U mysi infikovanych T. canis byl zaznamenan vznik vétsich nddor0 po
aplikaci 4T1 linie karcinomu prsu. Popisovany efekt je ptisuzovan schopnosti T. canis
indukovat Th2 odpovéd v hostiteli, jelikoz dochazi kzvySeni produkce cytokinu IL-4
a vaskularniho endotelového rlistového faktoru (VEGF), které jsou spojovany pravé s Th2
odpovédi. V oblasti nddor( bylo také pozorovano snizené zastoupeni protinadorovych CD8*
T lymfocytd a zvysené zastoupeni F4/80 makrofagli (Ruiz-Manzano et al., 2020). Opacny
efekt byl pozorovan pfi aplikaci antigent vajicek T. canis; u takto stimulovanych BALB/c

mysi doslo k potlaceni rlstu nadord fibrosarkomové linie WEHI-164 (Darani et al., 2009).

U nékterych druh( helmintl je pfimo potvrzen kancerogenni efekt a tfi druhy jsou
klasifikovany jako karcinogeny 1. skupiny u ¢lovéka. Jedna se o motolice rybozravych savcli

Opisthorchis viverrini a Clonorchis sinensis, jejichz infekce muaze vést u lidi ke vzniku
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cholangiokarcinomu. Tfetim druhem je lidskd motolice Schistosoma haematobium, ktera
podnécuje vznik spinocelularniho karcinomu mocového méchyre (IARC, 1994). DalSimi
potencialné kancerogennimi helminty jsou blizce pfibuzné druhy téchto motolic.
Schistosoma japonicum a S. mansoni jsou napfiklad spojovany s karcinomem tlustého
stfeva (Qiu et al., 2005; Zalata et al., 2005). Dalsi z opisthorchidnich motolic, ktera je
spojovana s cholangiokarcinomem jater, je Opisthorchis felineus (Pakharukova
& Mordvinov, 2016). Zvyseny rlst nadora byl pozorovan také u mysi s CAC, kterym byla

aplikovdna hlistice Heligmosomoides polygyrus (Pastille et al., 2017).

2.1.5. Mesocestoides corti (syn. M. vogae)

M. corti je tasemnice, ktera také patfi do fddu Cyclophyllidea a ma dosud ne zcela
objasnény trihostitelsky cyklus. Dospélci parazituji ve stfevech Selem a prvnim
mezihostitelem jsou pravdépodobné roztoCi nebo jiny koprofagni hmyz. Druhym
mezihostitelem jsou hlodavci, u kterych se v podkozi nebo peritonedlni dutiné nachazeji
larvy zvané tetrathyridia. Tyto larvy maji stejné jako cysticerky T. crassiceps schopnost
asexualniho rozmnoZovani. Tasemnice vykazuje téZ nizké nebezpeci infekce clovéka
a poskytuje moznost dlouhodobé kultivace in vitro (Vendelova et al., 2016), cozZ z ni déla

vhodny potencidlni laboratorni model.

Na rozdil od vyse popsanych druht vsak nebyl vliv M. corti na nadorova onemocnéni
nikdy studovan. Byl u néj vSak nalezen Tk antigen (,zkrdceny” sacharidovy antigen)
asociovany s nékterymi typy nadorovych bunék (Ubillos et al., 2007). V jednom ptipadé
byla pouZita infekce M. corti v BALB/c mysich za ucelem vyvolani eosinofilie. Takto
aktivované eosinofily byly poté izolovany a vykazovaly schopnost indukovat apoptdzu

bunék nadorové lymfomové linie A20 in vitro (Costain et al., 2001).
3. Material a metodika

3.1. Experimentalni modely

Pro vypracovani této diplomové prace bylo potieba v laboratofi zavést vhodnou kombinaci
modelovych organism( a nddorové linie za Uc¢elem testovani vlivu helmint(i na nddorova

onemochéni.
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3.1.1. Odchyt hlodavct

Odchyt hlodavci za ucelem ziskani helmintd jako laboratornich modell byl provadén do
standardnich sklapovacich pasti na mysi na nékolika lokalitdich v Cesku (Obr. 1). Jako
navnada byly pouZity béZzné dostupné potraviny (syr, uzeniny). Lokality byly vybrany na
zdkladé predpokladaného vyskytu hostitell M. corti a T. crassiceps a odchyty byly
provadény od ¢ervna do zafi. Pfi jednodennich vyjezdech byly pasti kladeny vecer a druhy
den rano byly odchyceni hlodavci prevezeni k pitvdm do laboratore, v ptipadé vicedennich
odchytd byly pasti kontrolovany minimdalné 3x denné a pitvy byly provadény na misté.
V ptipadé ndlezu hledanych druh( helmintl, by byly injekéné vpraveny do pfipravenych
BALB/c mysi, které byly brany na vicedenni odchyty. Odchyceni hlodavci byli pitvani se
zamérenim na vyskyt tkanovych/dutinovych helmintl, bylo proto prozkoumano

peritoneum, jatra, hrudni dutina a podkozi.

3.1.2. Experimentalni hostitelé

Jako experimentalni model hostitele bylo pouZito nékolik kmenl mysi. Kmen BALB/c byl
pouzivan k pasazovani a udrzeni larev tasemnic v laboratornim ,cyklu“ a tyto mysi byly
chovany ve zvéfinci katedry parazitologie. Pro in vivo experimenty stasemnicemi
a nadorovymi burikami byly nejdfive pouzZity mysi kmene BALB/c, které byly poté
nahrazeny inbrednim kmenem C57BL/6JOlaHSd (AnLab) a outbrednim kmenem Hsd:ICR
(CD-1°®) (AnLab). Ve vsech pripadech byly pouzity samice ve véku 6-9 tydn(. Tyto mysi byly
chovany v Centru pro experimentalni biomodely (1. Iékarska fakulta, Univerzita Karlova).
V obou pfipadech byly mysi umistény v konvencnich kéjich (12/12 svételny rezim, pfistup

ke krmeni a vodé ad libitum, 23 °C a 55% vzdusna vlhkost).
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3.1.3. Pouzité modely helmintt

Mesocestoides literratus

Tento druh byl izolovan z podkoZi Microtus arvalis a Apodemus flavicollis odchycenych na
terénnim cvi¢eni studentl na Rudé v roce 2018. Larvy ziskané z hlodavcl byly injekéné
vpraveny do peritonedlni dutiny BALB/c mysi. M. literratus vsak nebyl vhodny jako
modelovy organismus, jelikoz se jeho larvy ani po nékolikanasobném pasazovani asexualné

nemnotzily, proto nebyly v dalSich pokusech vyuzity.
Mesocestoides corti (syn. M. vogae)

Pouzivany kmen tasemnice druhu M. corti byl darem (Dr. Ruth Fiechter a prof. Peter
Deplazes, Institute of Parasitology, University of Zirich, Switzerland). Plvodni izolat byl
ziskan vroce 2007 od veterinarli z Wedmarku (Némecko) a pochdzi z podkozi Sciurus
vulgaris. Jelikoz je tento druh schopen asexualni reprodukce v peritoneu mysi, je udrzovan

v laboratornim ,,cyklu” pasazovanim v BALB/c mysich.
Taenia crassiceps

V soucasné dobé jsou v laboratofi drZeny tfi izolaty larev T. crassiceps. Dva byly darem
(prof. Pierre Dorny, Institute of Tropical Medicine, Antwerpen, Belgium). Belgicky izolat
pochazi od Janssen Pharmaceutica v Beersu, je neznamého plvodu a byl drien
v laboratornich podminkach minimalné 15 let. Druhy pochazi z Francie (Maisons Alfort), byl
ziskan z Lemur catta a je drzen v laboratornich podminkach od roku 2012. Posledni izolat
pochazi z podkozi Microtus arvalis, ktery byl odchycen na Rudé v roce 2019. VSechny tfi
izolaty byly schopny asexudlniho mnoZeni pucenim a jsou udrZovan v laboratornim

»Ccyklu“ pasazovanim v BALB/c mysich.

3.1.4. Pasazovani

Infikované mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci, poté jim byla oteviena peritonealni
dutina a pomoci plastové pipety odebrdny larvy tasemnic do sterilniho fyziologického
roztoku. Odebrané tasemnice byly poté alespon pétkrat proplachnuty fyziologickym
roztokem a pomoci injekénich strikacek vpraveny do peritonea nové mysi. U M. corti byla

infekéni davka 600 tetrathyridii v 1 ml fyziologického roztoku a pouzita jehla velikosti G21,
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u T. crassiceps byla infekéni davka 30 cysticerkd v 1 ml fyziologického roztoku a jehla
velikosti G16. VZidy po tfech mésicich byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci a izolované

larvy tasemnic byly pouzity pro dalsi infekce.

3.1.5. Model nadorového onemocnéni

Jako modelové nadorové onemocnéni byla pouzita mysi melanomova linie bunék B16F10
(3.3.2.), kterd nam byla poskytnuta v ramci spoluprace s laboratofi doc. Jana Brabka
v BIOCEVu. Tato komeréné dostupnd bunécna linie je plivodné izolovdna z melanomu mysi

kmene C57BL/6.

3.2. Histologické hodnoceni

3.2.1. Zpracovani vzorku

Odebrané vzorky byly oplachnuty ve fyziologickém roztoku a fixovdny ve 4% neutralnim
formaldehydu ¢i Bouinové roztoku (Sigma-Aldrich). Vétsi organy byly rozdéleny na ¢asti
o velikosti pfiblizné 1 cm3, a poté ponechany ve fixazi po dobu 48 hodin pfi pokojové
teploté. V ptipadé Bouinova roztoku bylo potreba jesté vzorky pred zalitim 6x promyt 70%

EtOH po jedné hodiné a poté je ponechat v 70% EtOH pres noc.

3.2.2. Zaliti do parafinovych blocku

Po fixovani byly vzorky zality do parafinovych bloc¢kd (Surgipath Paraplast, SIGMA-
ALDRICH). Postup byl nasleduijici:

1. Proplachnuti—70% EtOH - 3x 15 minut
2. Odvodnéni
i. 70% EtOH —3x 30 minut
ii. 96% EtOH — 3x 30 minut
iii. 100% EtOH — 3x 30 minut
Projasnéni — xylen — 2x 15 minut
Prosyceni — xylen-parafin — 15 minut
Parafin | — 1 hodina pfi 56 °C
Parafin Il — 12 hodin pfi 56 °C
Parafin lll — 1 hodina pfi 56 °C

©® N o U &~ W

Zaliti do formy s parafinem
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Po zaliti do forem byly blo¢ky ponechany 1 hodinu na ledové lazni a poté 3 hodiny
v pokojové teploté tak, aby ztuhly a byly vyjmuty. Pfed krajenim bylo vhodné nechat blocky
30 minut chladit v -20 °C. Bloc¢ky byly krajeny na rotacnim mikrotomu (Shandon Finesse) na

5um tenké fezy a pfendseny na hladinu vody ohraté na 37 °C a nasledné na podlozZni sklo.

3.2.3 Barveni

Pro histologické hodnoceni zmén zplsobenych larvami tasemnic a prikaz metastazujicich
melanomovych bunék bylo vyzkouSeno nékolik metod histologického barveni. Obecny

postup byl nasledujici:
1. Odparafinovani

[.  Xylen|l—10 minut
II.  Xylen Il =10 minut

2. Zavodnéni

I.  100% EtOH — 3 minuty
.  96% EtOH — 3 minuty
ll.  70% EtOH — 3 minuty

IV.  Destilovana voda — 3 minuty
3. Barveni — rozepsano jednotlivé dale
4. Odvodnéni

I.  70% EtOH — 3 minuty
.  96% EtOH — 3 minuty
M. 100% EtOH — 3 minuty

5. Projasnéni

I.  Xylenl—-1minuta

II.  Xylenll—1 minuta

Po projasnéni xylenem byly vSechny fezy zamontovany do kanadského balzamu.
Hotové fezy byly prohlizeny pod mikroskopem (Olympus BX51) a ziskané fotografie byly
zpracovany v programu QuickPHOTO MICRO 3.0 (Promicra).
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Pouzita barveni

Hematoxylin-eosin

EhrlichQv kysely hematoxylin

e Hematoxylin—-5g

e 96% EtOH —100 ml

e Destilovana voda — 100 ml

e Ledovd kyselina octova — 10 ml
e Glycerin—100 ml

e Siran hlinito-draselny -3 g

EosinY

e FosinY-1g
e 96% EtOH - 100 ml

Postup:

1. Hematoxylin — 5 minut
2. Promyti vodovodni vodou

3. EosinY—1 minuta

Malloryho trichrom

Roztok A

e Kysely fuchsin—1g

e Destilovana voda — 100 ml
Roztok B

o Kyselina fosfomolybdenova—-1g

e Destilovana voda — 100 ml
Roztok C

e QOrangeG-2g
e Methylovd modi—0,5g
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e Kyselina Stavelova—-2g

e Destilovana voda — 100 ml
Postup:

Roztok A — 5 minut
Promyti destilovanou vodou — 5 minut

Roztok B — 5 minut

1
2
3
4. Promyti destilovanou vodou — 2 minuty
5. Roztok C—20 minut

6

Promyti destilovanou vodou — 5 minut

Gomoriho trichrom

Roztok A

e Chromotrope2R-0,6g

e FastgreenFCF-0,3g

e Kyselina fosfowolframovd — 0,6 g
e Ledova kyselina octovda — 1 ml

e Destilovana voda —99 ml
Roztok B

e Ledova kyselina octova — 0,2 ml

e Destilovana voda — 100 ml
Postup:

1. Roztok A —15 minut
2. Destilovana voda — 1 minuta

3. Roztok B —2 minuty

V pripadé Gomoriho trichromu byla doba odvodnovani zkracena na pouha tfi rychla

ponoreni do 70%, 96% a 100% EtOH, jelikoz dochdazelo velmi rychle k vymyvani barvy.
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3.3. In vivo experimenty
3.3.1. Intravendzni aplikace B16F10 bunék

Mysi kmene BALB/c infikované tasemnicemi byly umistény do fixacni komarky, ktera jim
branila v pohybu. Ocasek mysi byl na nékolik minut ponofren do nadoby s teplou vodou, aby
doslo k dilataci Zil. Pak byl dezinfikovan 70% etanolem (EtOH) a do jedné z laterdlnich
ocasnich Zil byla zavedena (pfiblizné v jedné tretiné délky ocasu od jeho korene) jehla
inzulinové stfikacky (Omnican) a vpraveno 5x10° B16F10 bunék v 0,2 ml sterilniho PBS. Dale
byly odebrdany jatra a plice, pofizena jejich fotodokumentace a makroskopicky hodnocen
vyskyt metastazi; poté byly tyto organy fixovany ve 4% neutralnim formaldehydu di

Bouinové roztoku (Sigma-Aldrich) pro histologické hodnoceni.

3.3.2. Kombinované peritonedlni aplikace tasemnic a B16F10 bunék

Mysi BALB/c, byly infikovany larvami tasemnic stejnym zplUsobem jako pfi pasazovani
(3.1.4.). Nasledné jim bylo po 14 dnech od infekce tasemnicemi do peritonedlni dutiny
vpraveno 5x10°, v pozdéjSich experimentech 3x10°, melanomovych bunék B16F10 v 0,5 ml
PBS pomoci inzulinové injekéni stfikacky (Omnican). Po 4 tydnech, v pozdéjsich
experimentech 3 tydnech, byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci. Nasledné byly mysi
pitvany a dokumentovan stav peritonea. Odebrana krev byla sto¢ena a sérum zmrazeno
v -80 °C. Ddle byly odebrany jatra a plice, pofizena jejich fotodokumentace a makroskopicky
hodnocen vyskyt metastazi; poté byly tyto organy fixovany ve 4% neutralnim formaldehydu

¢i Bouinové roztoku (Sigma-Aldrich) pro histologické hodnoceni.

Veskera prdace se zviraty probihala pod dohledem drzitele osvédéeni o odborné
zpUsobilosti k navrhovani pokus( a projektl pokusl v souladu s § 15d odst. 3 zakona

¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani.

3.4. Kultivace
3.4.1. Kultivace tasemnic

Izolované larvy tasemnic byly pfeneseny do sterilni kddinky a minimalné 8x proplachnuty
sterilnim fyziologickym roztokem. Po dalSich dvou proplachnutich DMEM médiem (Lonza)
byly pfeneseny do kultivaénich lahvi (Eppendorf) o objemu 75 cm3, a to v pfipadé M. corti

priblizné 2000 tetrathyridii a u T. crassiceps 300 cysticerk(l na lahev. Poté bylo pridano
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20 ml média DMEM ohratého na 37 °C. VSechny ukony byly provadény sterilné
v lamindrnim boxu (Esco). Kultivaéni lahve byly ndsledné vloZeny do inkubatoru (Esco) pfi
37 °Ca 5 % CO,. Kultiva¢ni médium bylo ménéno kazdé dva dny a lahve byly kontrolovany
pod mikroskopem (Olympus IX50) na pfitomnost kontaminace. Stejny postup byl pouZit

také pti kultivaci v RPMI médiu (Lonza).

V pripadé anaerobni kultivace byly lahve jesté umistény do neprodysné

uzaviratelnych plastovych pytlikd, spolu se sacky Anaerogen (Oxoid) absorbujicimi kyslik.

Média pro kultivaci larev tasemnic

Pro kultivaci larev tasemnic byla pouzita dvé zakladni média: RPMI 1640 bez L-glutaminu
s fenolovou cerveni (Lonza) a DMEM ,high glucose” (Lonza). Pro potifeby dlouhodobé
kultivace byla média obohacena o 10% inaktivované fetdlni bovinni sérum (FBS) (Labtech),
100 U/ml penicilin-streptomycin (Lonza), 2 mM L-glutamin (Lonza) a 50 mM
2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich). VSechna aditiva kromé 2-merkaptoetanolu byla pred
pridanim sterilné prefiltrovdna pres 0,2 um filtr (Sigma-Aldrich). Média byla uchovavéna ve

4 °C a pred pouzitim byla ohfata na 37 °C.
3.4.2. Kultivace melanomové linie B16F10

Kultury B16F10 bunék byly pfipravovany ze zmrazenych alikvot a kultivovany v Petriho
miskdach v médiu pro kultivaci B16F10 bunék (viz nize). Po vytvoreni souvislé vrstvy bunék
(konfluence) tedy pfiblizné kazdé 3 dny, bylo odsato médium a pridan 1 ml roztoku trypsin-
EDTA (Sigma Aldrich). Ten byl odsat a byl pfidan dalsi 1 ml roztoku trypsin-EDTA. Petriho
miska byla umisténa na 10 minut do inkubatoru, poté byl roztok trypsin-EDTA odsat a burky
byly uvolnény dlslednym promyvanim 5 ml cerstvého média pomoci 5ml sérologické
pipety. Nasledné byly odsaty 4 ml bunécné suspenze z Petriho misky a zbytek doplnén
10 ml ¢erstvého média pro kultivaci B16F10 bunék. Veskeré ukony byly provadény sterilné

v laminarnim boxu. Bunky byly nadsledné umistény do inkubatoru pii 37 °Ca 5 % CO..

Médium pro kultivaci B16F10 bunék

Pro kultivaci B16F10 bunék bylo pouzito médium DMEM obohacené o 10% inaktivované
FBS a ciproflaxacin (Sigma-Aldrich), prefiltrované ptes 0,2 um filtr (Sigma-Aldrich). Médium

bylo uchovavano ve 4 °C a pfed pouzitim bylo ohfato na 37 °C.
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3.5. In vitro metody

3.5.1. Izolace exkrecné-sekrecnich produktu larev tasemnic

Exkrecné-sekrecni (ES) produkty tasemnic byly ziskdny pomoci kultivace. Larvy tasemnic
byly ziskany a pripraveny stejné jako je popsano v kapitole 3.3.1., bylo k nim v3sak pfidano
pouze Cisté médium bez aditiv. Tasemnice byly takto kultivovany maximalné 2 tydny.
Béhem této doby bylo kazidy druhy den odebirdno médium pomoci injekéni strikacky
a nasledné filtrovano pres 0,2 um filtr (Sigma-Aldrich). Prvni varka médii nasbirana po dvou
dnech od zaddtku nebyla pouzita, ndsledujici dny ziskand média s ES produkty byla
uchovdvana v -20 °C. Po dvou tydnech byla nasbirand média slita dohromady
a koncentrovana pomoci centrifugacnich filtrd (Merck-Millipore) s, cut-off hodnotou
10 kDa. Média byla centrifugovana pfi 4000 g po dobu 15 minut. Vysledna koncentrace
proteinl byla méfena pomoci Quant-iT™Protein Assay Kit (Invitrogen) dle pokyni vyrobce.

Koncentrované ES produkty byly do dalSiho pouZiti uchovany v -80 °C.

3.5.2. Méreni viability B16F10 bunék pomoci alamarBlue

B16F10 buriky byly trypsinizovany pfidanim 1 ml roztoku trypsin-EDTA do Petriho misky na
10 minut. Naslednym odsatim roztoku trypsin-EDTA a nahrazenim médiem pro kultivaci
B16F10 bunék byla vytvorena bunécéna suspenze, u niz byla stanovena koncentrace bunék
pomoci Birkerovy komurky. Pocet bunék v suspenzi byl upraven koncentraci sto¢enim
a odsatim média, ¢i naredénim médiem na pozadované hodnoty 5 000 a 10 000 bunék na
100 pl. Poté byly bunky rozdéleny do 96 jamkové desticky; do kazdé jamky bylo pfidano
100 pl bunééné suspenze. Desti¢ka byla nékolik hodin ponechdna v inkubatoru pfi 37 °C
a5 % CO,, aby mohlo dojit k adhezi bunék na dno jamek, poté bylo médium odebrano
a nahrazeno 90 pul média obsahujiciho rlizné koncentrace ES produktd tasemnic. Po rGzné
dlouhé dobé stimulace bunék ES produkty bylo do jamek priddno 10 pl alamarBlue
(Invitrogen), nasledné byla po 4 a 8 hodinach mérena absorbance v jednotlivych jamkach
pfi 570 nm na pfistroji Infinite 200pro (Tecan). AlamarBlue ma pfi aplikaci v oxidované
formé modrou barvu, rostouci buriky vytvari redoxni prostredi, které méni indikator na
redukovanou cervenou; pfi inhibici rastu se prostfedi méni na oxidacni a alamarBlue

zUstava modry.
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3.5.3. 3D kultivace sferoidi B16F10

3D kultivace sferoidd umoznuje sledovani migrace bunék v trojrozmérném prostredi,

v tomto pripadé kolagenové matrix.

Priprava sferoidd pro 3D kultivaci

Pro ptipravu sferoidl, kulovitého shluku B16F10 bunék, byla pouzita specidlni forma
»MicroTissues 3D Petri Dish micro-mold“ (Merc). Do sterilni formy byla opatrné vpravena
2% agardza, ktera se nechala 15 minut ztuhnout. Hotova agarova forma se vyklopila do
12 jamkové desticky a byla zalita 2 ml média pro kultivaci B16F10 bunék, které bylo
nasledné odsato a nahrazeno 2 pl bunécné suspenze s 500 000 burikami. Forma se nechala
20 minut stat a poté byla opatrné doplnéna 2 ml media. Takto pfipravena agarova forma

se nechala 2 dny v inkubdtoru pfi 37 °Ca 5 % CO,, béhem ¢ehoz doslo k vytvoreni sferoida.

Priprava kolagenu pro kolagenovou matrix

SloZzeni 1% kolagenu:

e 1dil 4% kolagenu v kyseliné octové
e 1 dil média s ES produkty tasemnic

e 2 dily premixu média pro kolagen (2x koncentrované DMEM)

Jednotlivé komponenty byly drZzeny neustale v ledové lazni, nasledné byly smichany
dohromady a byl pfidan NaOH, dokud nedoslo ke zméné barvy ze Zluté zpét na barvu

média. Na dno jamek 96 jamkové destic¢ky bylo naneseno 50 ul kolagenu.
3D kultivace

Do stfedu kolagenové vrstvy v kazdé jamce byl nanesen sferoid vyklepnuty z formicky
a opatrné zalit 100 ul dalSiho kolagenu tak, aby nedoslo k jeho odplaveni na okraj jamky.
Po 30 minutach byl kolagen zalit 100 ul kultivaéniho média. Sferoidy byly ihned foceny, aby
byl zachycen plvodni stav a nasledné byly sferoidy foceny i nékolik nadchazejicich dni na

THUNDER Imager 3D system (Leica).
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3.5.4. ,Scratch” test

Dobre narostlé buriky B16F10 z Petriho misky byly trypsinizovany a resuspendovany do
16 ml ¢erstvého média pro kultivaci B16F10 bunék. 12 ml této suspenze bylo rozdéleno po
0,5 ml do 24 jamkové destic¢ky a buriky se nechaly nardst do 80% konfluence (48 hodin). Do
takto namnozenych bunék byla poté zlutou Spickou pipety udélana ryha, po disledném
protfepani bylo odsdato médium s uvolnénymi bunkami a bylo pfidano Ccerstvé
s koncentrovanymi ES produkty tasemnic. Byl vyfocen aktudlni stav a poté byly jamky

foceny kazdych 24 hodin po 3 dny, na THUNDER Imager 3D system (Leica).

3.6. Pruitokova cytometrie

3.6.1. Peritonealni lavaz

Mysim usmrcenym cervikalni dislokaci byla opatrné rozstfizena klize na ventrdlni strané
téla bez poskozeni stény peritonealni dutiny. Pfes tukové téleso bylo injekéni stfikackou
s jehlou o velikosti G21 do bfisni dutiny vpraveno 15 ml PBS vychlazeného na 4 °C. Poté
byla mySim promasirovdna naplnénda peritonedlni dutina, aby doslo k uvolnéni bunék.
Nasledné bylo jehlou zavedenou na levou stranu vedle jater aspirovdno PBS spolu
s burikami a pres 70 um sitko prefiltrovano do 50ml zkumavek typu Falcon chlazenych na

ledové lazni.

3.6.2. Priprava bunék pro priitokovou cytometrii

Aspirdty z peritonealni dutiny ve zkumavkach typu Falcon byly doplnény PBS na 25 ml
a stoeny 10 minut na 170 g v centrifuze vychlazené na 4 °C. Supernatant byl vylit
a sediment resuspendovan v5 ml lyzaéniho pufru (pH 7,2) pro odstranéni erytrocytu.
Nasledné byly vzorky inkubovany 5 minut v pokojové teploté a centrifugovany 5 minut pfi
170 g, promyty PBS a resuspendovany v 1,5ml mikrozkumavkach. Nasledné byla pfidana
protilatka anti-CD16/32 (eBioscience, klon 93) pro zablokovani nespecifickych vazeb, a to
v koncentraci 1:100, a bunky byly inkubovany s protilatkou 10 minut na ledu. Poté byl
sediment resuspendovan v PBS a pfidan ,master mix“ protilatek proti povrchovym
antigenUm (viz Tab. 1). Bunky byly inkubovany s protilatkami na ledové lazni 30 minut ve
tmé a nasledné dvakrat promyty PBS (3 minuty, 170 g). Po resuspendovani sediment( v PBS
byly buriky pfeneseny do 5ml plastovych zkumavek (ThermoFisher) uréenych pro pritokovy

cytometr. 10 minut pred zac¢atkem méreni bylo do zkumavek pfidano Hoechstovo barvivo
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33258 (Sigma) v koncentraci 1:20 000 pro oznaceni mrtvych bunék. Neznacené vzorky byly

ponechdny pouze v PBS.

Tab. 1: Protilatky pro znaceni povrchovych markert imunitnich bunék

Specifita Vyrobce Klon Fluorochrom Vysledna koncentrace
CD45 eBioscience 30F11 APC-eFluor 780 1:100

CD11b Biolegend M1/70 Pe-Cy7 1:100

CD115 Biolegend AFS98 PE 1:100

MHC-II Biolegend M5/114 PerCP-Cy5.5 1:100

F4/80 Biolegend BMS8 FITC 1:100

CD86 Biolegend GL-1 APC 1:80

3.6.3. Méreni na prutokovém cytometru

Méreni probihala na pfistroji BD LSRIl v cytometrické servisni laboratofi PfF UK. CST
kontrola a spravna kalibrace pfed kazdym mérfenim byla zajistovana MVDr. Jozefem
Jandou, Ph.D., zaroven byla provedena vlastni kontrola pomoci ,Rainbow calibration
particles” (Spherotech). Analyza dat byla provedena pomoci programu FlowJo 10.6.2.

(FlowlJo).
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4. Vysledky

4.1. Zavedeni novych laboratornich modelt

JelikozZ se nase laborator zabyva predevsim ptacimi motolicemi a v rdmci diplomové prace
bylo zvoleno nové téma, bylo potifeba zavést také nové vhodné laboratorni modely
helmint( s tim, Ze by mélo jit o druhy tasemnic s nizkou pravdépodobnosti infikovani
Clovéka. Zaroven bylo potifeba vybrat druhy, které je moino dlouhodobé driet
v ,laboratornim cyklu®, aby byl zajistén dostatek materidlu pro nasledujici experimenty.

Vytipovany proto byly tasemnice druhu M. corti a T. crassiceps.

4.1.1. Odchyt hlodavct

Vramci terénni casti bylo na 8 lokalitdch (Obr. 1A) odchyceno celkem 97 drobnych
hlodavcl, jednalo se o zastupce Microtus arvalis a Apodemus spp. Pouze ve dvou pfipadech
byli hlodavci infikovani tkanovymi helminty. V obou pfipadech se jednalo o strobilocerky
v hrudni dutiné Microtus arvalis, nalezici pravdépodobné tasemnici druhu Hydatigera

taeniaeformis s ektopickou lokalizaci (Obr. 1B).

Obr. 1: Odchyt hlodavci. (A) mapa s vyznacenymi lokalitami odchytu hlodavc(;

(B) strobilocerkus v hrudni dutiné Microtus arvalis
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4.1.2. Modely tasemnic

Mesocestoides literratus

Tetrathyridia rodu Mesocestoides byla ziskana z volné Zijicich hlodavc, ktefi byli odchyceni
studenty v ramci terénniho cvi¢eni na Rudé. Pomoci sekvenace, na zakladé podobnosti
genu pro cytochromoxiddzovou podjednotku 1 (CO1), byly uréeny jako M. literratus. Dva
izolaty pochazejici z Microtus arvalis a Apodemus flavicollis byly pouzity k infikovani
laboratornich mysi kmene BALB/c. Pfi aplikaci larev do peritonealni dutiny ¢i do podkozi
vsak nedoslo k asexudlnimu rozmnoZzeni tetrathyridii ani po nékolikanasobném pasazovani,

dochazelo pouze k rlstu larev.
Mesocestoides corti

Larvy tasemnice M. corti (Obr. 2A) byly Uspésné udrzovany pasazovanim, a to injikovanim
do peritonealni dutiny BALB/c mysi. Infekci kazdé mysi 600 larvami bylo mozné po tfech
mésicich ziskat az 8 000 tetrathyridii. Larvy byly v mezihostiteli lokalizovany v jatrech a

peritonealni dutiné.
Taenia crassiceps

Populace vsech tfiizolatl (viz kapitola 3.1.3.) larev T. crassiceps (Obr. 2B, C, D) byly Uspésné
udrZovany pasazovanim, a to injikovanim do peritonedlni dutiny BALB/c mysi. Infekci kazdé
mysi 30 larvami bylo moZné po tfech mésicich ziskat az 400 cysticerk(. Larvy byly po infekci

lokalizovany pouze v peritonealni dutiné.
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Obr. 2: Fotky larev zavedenych modeld tasemnic. (A) tetrathyridia M. corti; (B) cysticerky
izolatu T. crassiceps z Rudy; (C) cysticerky francouzského izolatu T. crassiceps; (D) cysticerky
belgického izolatu T. crassiceps
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4.2. Vybér vhodné histologické metody pro nasledné hodnoceni infekci

a koinfekci

Za ucelem hodnoceni vlivu infekce M. corti na jatra mysi a vyskytu metastazujicich
melanomovych bunék v jatrech a plicich bylo vyzkouSeno nékolik metod histologického
barveni. V pfipadé infekce M. corti byl méritkem posSkozeni priikaz zmnoZeni kolagenu
tvoriciho kapsule kolem tetrathyridii v jatrech. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pouzitim
Malloryho a Gomoriho trichromu (Obr. 3A, C). Pro detekci melanomovych bunék ve tkani
se nejlépe osvédcil Gomoriho trichrom (Obr. 3D), ktery byl poté pouzit pro barveni vSech

histologickych rez(.

Po intraperitonedlni infekci mysi larvami M. corti dochazelo k migraci tetrathyridii
z bfisni dutiny do jater. Jiz 14 dni po infekci (dpi) dochazelo v jatrech k tvorbé kolagenu
obklopujiciho tetrathyridia (Obr. 3A) a v této fazi se také zacdinala tetrathyridia ve zvySeném
poctu opét vyskytovat v peritonealni dutiné. 30 dpi bylo pozorovano poskozeni jater, ktera
vykazovala zna¢nou miru fibrotizace v dusledku tvorby kolagenovych kapsuli kolem larev.
Na histologickych fezech lze pozorovat az 50% nahrazeni jaterni tkané kolagenem (Obr. 3B).
| pfes toto zjevné poskozeni jater mysi nevykazovaly viditeIné zmény zdravotniho stavu

(kachexie, maldtnost, apod.).

Melanomové buriky B16F10 u mysi v peritoneu netvofily solidni nadory, ale spise
rozpadajici se kulovité Utvary, u kterych byla pozorovédna angiogeneze (Obr. 3D). Metastaze
v jatrech a plicich vsak tvofily solidni melanomy (Obr. 4A). Diseminované metastazujici

buriky byly diky tvorbé melaninu pomérné dobte rozpoznatelné od okolni tkané (Obr. 5D).
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Obr. 3: Priklady barveni histologickych fezi. (A) histologicky fez jatry mysi 14 dpi M. corti
barveny Gomoriho trichromem; (B) histologicky fez jatry mysi 30 dpi M. corti barveny
Gomoriho trichromem; (C) histologicky fez jatry mysi 30 dpi M. corti barveny Malloryho
trichromem; (D) histologicky fez melanomem z peritonea mysi barveny Gomoriho
trichromem; k — kolagen; t — tetrathyridium; jp — jaterni parenchym; ¢ — céva

28



4.3. Vliv infekce larvami tasemnic na nadorova onemocnéni

Vliv tkanovych helmintl na nddorova onemocnéni byl zkouman za vyuZiti larev tasemnic
M. cortia T. crassiceps, které se Uspésné povedlo zavést jako novy model v nasi laboratofi.
Po navazani spoluprace s laboratofi doc. Jana Brabka byla jako model pro nadorové

onemocnéni pouzita mysi melanomova linie B16F10.

4.3.1. Intravendzni aplikace B16F10 bunék

Mysim kmene BALB/c infikovanym 600 larvami M. corti bylo 14 dpi aplikovano 5x10°
B16F10 bunék do ocasni Zily. Kontrolni skupiné byly aplikovany pouze nadorové buriky.
Mysi byly usmrceny 28 dni po aplikaci melanomovych bunék. V téchto experimentech byly

mysi infikovany pouze larvami M. corti, jelikoz T. crassiceps jesté nebyla k dispozici.

Tab. 2: Vyskyt melanom( a metastazujicich bunék po intravenézni aplikaci 5x10° B16F10
bunék u BALB/c mysi infikovanych M. corti: (+) méné nez 5 melanomu; (++) 5-10
melanom; (+++) vice nez 10 melanom(; (*) pfitomnost metastazujicich bunék ve tkani;
Mc — M. corti

Pocet mysi Melanom Metastazujici bunky
BALB/c ocas jatra plice jatra plice
15 B16F10 + - - - -
15 B16F10 + Mc + - + R *

Po makroskopickém ohledani (Tab. 2) byly u 5 mysi infikovanych M. corti nalezeny
melanomy v plicich (Obr. 4A) a na histologickych fezech byly nalezeny metastazujici
melanomové burky, u kontrolni skupiny nebyly nalezeny Zadné. Jatra byla u obou skupin
bez nadoru a na histologickych fezech nebyly nalezeny metastazujici buriky (Tab. 2). U obou
skupin mysi vSak doslo k vytvofeni melanomu na bazi ocasu (Obr. 4B), a to pravdépodobné

z dvodu nedokonale provedené aplikace bunék.
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Obr. 4: Melanomy vytvorené po intravendzni aplikaci BL6F10 bunék ICR mysim. (A) melanomy
v plicich u mysi infikované M. corti; (B) melanom na bazi ocasu

4.3.2. Intraperitonealni aplikace B16F10 bunék

Kvali standardizaci mnozstvi nddorovych bunék aplikovanych do mysi byla zvolena injekéni
aplikace do peritonealni dutiny. Do pokus( byly pozdéji, namisto mysi kmene BALB/c,
zarazeny mysi ICR jako pfiklad outbredniho kmene a mysi C57BL/6J jako pfiklad inbredniho

kmene, ze kterého jsou puvodné izolovany melanomové buriky B16F10.
Intraperitonealni aplikace B16F10 bunék BALB/c mysim infikovanym M. corti

Mysim kmene BALB/c infikovanym 600 larvami M. corti bylo 14 dpi aplikovano 5x10°
B16F10 bunék do peritonedlni dutiny. Kontrolni skupiné byly aplikovany pouze nadorové

buriky. Mysi byly usmrceny 28 dni po aplikaci melanomovych bunék.
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Tab. 3: Vyskyt melanom@ a metastazujicich bunék po intraperitonealni aplikaci 5x10°
B16F10 bunék u BALB/c mysi: (+) méné nez 5 melanom(; (++) 5-10 melanom; (+++) vice

nez 10 melanom{; (*) pfitomnost metastazujicich bunék ve tkani; Mc — M. corti

Pocet mysi Melanom Metastazujici buriky
BALB/c peritoneum jatra plice jatra plice
5B16F10 ++ ++ + * *

5B16F10 + Mc

Po makroskopickém ohleddani (Tab. 3) nebyly u Zadné z mysi infikovanych M. corti

nalezeny zadné melanomy v bfisni dutiné. Plice a jatra byla rovnéz bez melanomi a na

histologickych fezech nebyly nalezeny Zadné metastazujici melanomové burky (Obr. 5A, C,

E). Ukontrolni skupiny doslo ve vsech pripadech ktvorbé mnohocetnych loZisek

melanomovych bunék v peritonedlni dutiné a na povrchu jater. U 3 mysi byly nalezeny

makroskopické melanomy v plicich. Histologické fezy odhalily metastazujici melanomové

buriky volné diseminované ve tkani jater i plic (Obr. 5B, D, F).
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Obr. 5: Vyskyt melanomid a metastazujicich bunék po intraperitonealni aplikaci 5x10°
B16F10 bunék u BALB/c mysi. (A) peritoneum mysi infikované M. corti bez melanomu;
(B) peritoneum neinfikované mysi s melanomy; (C) jatra a histologicky fez jatry mysi
infikované M. corti; (D) jatra a histologicky tfez jatry neinfikované mysi; (E) plice
a histologicky fez plicemi mysi infikované M. corti; (F) plice a histologicky fez plicemi
neinfikované mysi; k — kolagen; jp — jaterni parenchym; ¢ — céva; mt — metastazujici
melanomové burnky
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Intraperitonedlni aplikace B16F10 bunék C57BL/6J mysSim infikovanym M. corti Ci

T. crassiceps

Jedna skupina mysi kmene C57BL/6J byla infikovana 600 larvami M. corti, druha byla
infikovdna 30 larvami T. crassiceps. Ob&ma skupindm bylo 14 dpi aplikovdno 5x10° B16F10
bunék do peritonealni dutiny. Kontrolni skupiné byly aplikovany pouze nadorové bunky.
Experiment byl ukoncen jiz 26 dni po aplikaci melanomovych bunék z dlivod(i pfed¢asného

Uhynu mysi.

Tab. 4: Vyskyt melanomi a metastazujicich bunék po intraperitonealni aplikaci 5x10°
B16F10 bunék u C57BL/6J mysi infikovanych M. corti ¢i T. crassiceps: (+) méné nei
5 melanom(; (++) 5-10 melanomu; (+++) vice nez 10 melanomu; (*) pfitomnost
metastdzujicich bunék ve tkani; Mc — M. corti; Tc — T. crassiceps

Pocet mysi Melanom Metastazujici bunky
C57BL/6) peritoneum jatra plice jatra plice
2 B16F10 +++ ++ + * *
10 B16F10+ Mc + + - - -
10 B16F10 + Tc ++ ++ + * *

V pripadé tohoto experimentu nebylo provedené kompletni vyhodnoceni u 8 mysi
z kontrolni skupiny, jelikoZ u nich doslo k pfed¢asnému Uhynu. Peritonealni dutina téchto
mysi byla kompletné vyplnéna masou melanomovych bunék (Obr. 6A); masivni zmnoZeni
nadorovych bunék bylo pravdépodobné pfricinou Uhynu. Ze stejného davodu
pravdépodobné predcasné uhynula i jedna mys infikovana T. crassiceps. U prezivsich dvou
mysi z kontrolni skupiny mély obé masivni melanomova loZiska v peritonealni dutiné a také
na povrchu jater (Tab. 4). Jen u jedné mysi byly nalezeny makroskopické melanomy
v plicich, avsak histologické fezy odhalily metastdazujici buriky v plicich obou mysi (Obr. 6D)
a tyto bunky byly nalezeny také v jaterni tkani. U jedné mysi ze skupiny infikované M. corti
nebyly nalezeny Zadné makroskopické melanomy v bfisni dutiné, jatrech ani plicich. Tfi
mysi z této skupiny mély pouze nizky pocet drobnych (mensi nez 0,5 cm) melanoml
v peritoneu, u zbylych 6 mysi byl nalezen nizky pocet peritonealnich melanomu (Obr. 6B),

které byly stfedni velikosti (0,5 az 2 cm). Melanomy byly v 9 pfipadech nalezeny také
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v jatrech, avSak pouze v jednom pripadé v plicich. Na histologickych fezech byly nalezeny
melanomové bunky, které viak byly lokalizované na okraji jater, a ne volné diseminované
ve tkani (Obr. 6E). U vSech mysi infikovanych T. crassiceps byl vytvoren stiedni pocet
melanomu v bfisni dutiné (Obr. 6C) a také v jatrech; melanomy na plicich byly pozorovany

pouze u tfi jedincl. Metastazujici melanomové buriky byly nalezeny ve tkani jater i plic.

Obr. 6: Peritonedlni dutina C57BL/6) mysi po intraperitonealni aplikaci 5x10° B16F10
bunék. (A) peritoneum neinfikované mysi; (B) peritoneum mysi infikované M. corti;
(C) peritoneum mysi infikované T. crassiceps; (D) histologicky fez jatry neinfikované mysi;
(E) histologicky rez jatry mysi infikované M. corti; t — tetrathyridium; m — melanom;
cy — cysticerkus; k — kolagen; jp — jaterni parenchym; mt — metastazujici melanomové
buriky, c - céva
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Intraperitonealni aplikace nizSiho poctu B16F10 bunék C57BL/6J a ICR mysSim

infikovanym M. corti Ci T. crassiceps

JelikoZz doslo v predchozim pokusu k pred¢asnému Uhynu mysi, bylo snizeno mnozstvi
aplikovanych melanomovych bunék na 3x10° a zkracena doba pokusu. Mysi kmend
C578BI/6J a ICR byly infikovany 600 larvami M. corti ¢i 30 cysticerky T. crassiceps. Vsem
skupindm bylo 14 dpi injekéné aplikovano 3x10° B16F10 bunék do peritonedlni dutiny.
Kontrolni skupiné byly aplikovany pouze nadorové buriky. Mysi byly usmrceny 21 dni po

aplikaci melanomovych bunék.

Tab. 5: Vyskyt melanomi a metastazujicich bunék po intraperitonealni aplikaci 3x10°
B16F10 bunék u C57BL/6J a ICR mysi infikovanych M. corti i T. crassiceps: (+) méné nei
5 melanomd; (++) 5-10 melanomQ; (+++) vice nez 10 melanomu; (*) pfitomnost
metastdzujicich bunék ve tkani; Mc — M. corti; Tc — T. crassiceps

Pocet mysi Melanom Metastazujici buriky
C57BL/6) peritoneum jatra plice jatra plice
5 B16F10 +++ + + * *

5 B16F10 + Mc + + - - -
5B16F10 + Tc + + + * *
ICR

5B16F10 + + + * *

5 B16F10 + Mc + - - - -
5B16F10 + Tc - - - - -

V tomto pripadé vsechny mysi prezily do konce pokusu. V pripadé C57BL/6J mysi
byly vysledky (Tab. 5) i pies sniZzeny pocet aplikovanych nadorovych bunék a zkraceni doby
experimentu velmi podobné predchozimu experimentu (Tab. 4). U vSech mysi, kterym byly
aplikovany pouze melanomové bunky, doslo k vytvoreni vysokého poctu melanomi
v peritoneu (Obr. 7A). Melanomy v jatrech byly také vzdy pfitomny, avsak v niz§im mnozstvi
nez v predeslém pokusu, a u 4 mysi byly pozorovany melanomy v plicich. Na histologickych
fezech byly nalezeny metastazujici buniky v jatrech i plicich. V pfipadé mysi infikovanych

M. corti doslo opét u vSech ktvorbé nizkého poctu drobnych melanomi v peritoneu
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(Obr. 7B), avsak v jatrech a plicich nebyly nalezeny. Metastazujici buriky byly pozorovany
pouze na histologickych tfezech jater. Mysi infikované T. crassiceps mély nizky pocet
melanomU v peritoneu, z nichZ nékteré dosahovaly velikosti az 2 cm (Obr. 7C). U vSech mysi
byly nalezeny melanomy v jatrech, ale v plicich vSak pouze u dvou jedinca. Histologické fezy

odhalily metastdazujici buriky v jatrech a plicich.

V ptipadé ICR mysi doslo pouze u 4 jedincl neinfikovanych mysi k vytvoreni
melanomU v peritoneu (Obr. 7D) a jatrech. Jen u dvou pak byly pozorovany melanomy
v plicich. Nezvykla byla lokalizace melanomu na povrchu hrudni kosti jedné ICR mysi. Byly
také nalezeny metastazujici buriky na histologickych fezech jater a plic. U Zadné z ICR mysi
infikovanych T. crassiceps nebyly nalezeny zadné melanomy v peritoneu (Obr. 7F)
a orgdnech, ani metastdzujici buriky na histologickych fezech. Stejny vysledek byl i u ICR
mysi infikovanych M. corti (Obr. 7E), kromé jednoho solitérniho melanomu nalezeného
v peritoneu u jedné z mysi. Ten byl vSak lokalizovan v pevném vazivovém obalu, na rozdil
od vSech ostatnich melanom( pozorovanych predtim v peritoneu, které mély volnou

strukturu.
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Obr. 7: Peritonealni dutina u C57BL/6J a ICR mysi po intraperitonealni aplikaci 3x10°
B16F10 bunék. (A) peritoneum neinfikované C57BL/6J mysi; (B) peritoneum C57BL/6J mysi
infikované M. corti; (C) peritoneum C57BL/6J mysi infikované T. crassiceps; (D) peritoneum
neinfikované ICR mysi; (E) peritoneum ICR mysi infikované M. corti; (F) peritoneum ICR mysi
infikované T. crassiceps; t — tetrathyridium; m — melanom; cy - cysticerkus
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4.4. Vliv ES produktti larev tasemnic na melanomové buriky in vitro

Za Ucelem testovani, zda larvy tasemnic mohou pfimo ovliviiovat melanomové bunky linie

B16F10, byl zkouman vliv jejich ES produktl na viabilitu a schopnost migrace bunék in vitro.

4.4.1. Kultivace tasemnic in vitro za uc¢elem ziskani ES produktt

Pro izolace ES produktt byly larvy kultivovany v DMEM médiu bez aditiv, aby byla zajiSténa
kompatibilita s médiem pro kultivaci B16F10 bunék a byl vyloucen vliv aditiv na viabilitu
a schopnost migrace melanomovych bunék pfi in vitro pokusech. Ackoliv byly larvy
tasemnic v upravenych médiich Uspésné drZzeny v in vitro podminkach az po dobu 8 tydn(
bez vlivu na jejich viabilitu, dochazelo pfi kultivaciv DMEM médiu bez aditiv jiz po 4 tydnech
ke zna¢nému snizovani jejich viability. U takto kultivovanych larev byla také pozorovana
snizend schopnost asexualniho mnozZeni v hostiteli. Po infekci mysi kmene C57BL/6)J
600 larvami M. corti kultivovanymi 4 tydny v médiu bez aditiv bylo po dvou mésicich
nalezeno v peritoneu pouze 1200 larev. Pfi infekci mysi 30 takto kultivovanymi cysticerky
T. crassiceps bylo po dvou mésicich v peritoneu pouze 80 larev. Z téchto divod( byly larvy

tasemnic kultivovany v DMEM médiu bez aditiv maximdlné po dobu dvou tydn(.

Z dlivodu snizeni mnozstvi mysi potifebnych pro experimenty byly také ucinény
pokusy o kultivaci larev in vitro za Uéelem jejich namnoZeni. Bylo vyzkouseno nékolik metod
a riznych médii a nejlepsi vysledky byly dosazeny anaerobni kultivaci v DMEM médiu
obohaceném o 10 % inaktivovaného FBS, 100 U/ml penicilin-streptomycin, 2 mM
L-glutamin a 50 mM 2-merkaptoetanol. Podafilo se sice udrzovat larvy tasemnic, pfedevsim
M. corti, dlouhodobé bez velké ztraty viability, bylo vSak pozorovano jen malo délicich se

larev a dochazelo jen k minimalnimu narlstu jejich poctu.
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4.4.2. Vliv ES produkt( tasemnic na viabilitu B16F10 bunék

Nejdrive byly B16F10 buriky kultivovany v pfitomnosti kondiciovaného média posbiraného
od dva dny kultivovanych larev M. corti a T. crassiceps. Koncentrace proteini v médiu byla
u T. crassiceps 13 ug/mil, a v pripadé M. corti 11 pg/ml. Pfed aplikaci k B16F10 burikam bylo
médium obohaceno o 10 % FBS. Pro méreni viability bylo pouZito nefedéné médium
kultivovanych tasemnic a nafedéné v poméru 1:1 a 1:3 s Cerstvym médiem pro kultivaci
B16F10 bunék. Viabilita byla méfena 48 a 72 hodin od pridani kondiciovanych médii
(Obr. 8).
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Obr. 8: Viabilita B16F10 bunék kultivovanych v pfitomnosti médii kondiciovanych
tasemnicemi. Mc — médium kondiciované larvami M. corti obsahujici ES produkty
o koncentraci 11 pg/ml; Tc — médium kondiciované larvami T. crassiceps obsahujici ES
produkty o koncentraci 13 pg/ml; DMEM — médium pro kultivaci B16F10 bunék; 100 %
reprezentuje viabilitu bunék kultivovanych v DMEM médiu pro kultivaci B16F10 bunék;
pomeéry vyjadruji fedéni kondiciovanych médii ku DMEM médiu pro kultivaci B16F10 bunék.
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Aby byl vyloucen vliv nizkomolekuldrnich metabolitl tasemnic ¢i sniZzeného
mnozstvi Zivin v kondiciovaném médiu tasemnic na viabilitu melanomovych bunék, byly
v nasledujicich méreni pouzity koncentrované ES produkty tasemnic vétsi nez 10 kDa. Ty

byly aplikovany k B16F10 burikdam v koncentracich 30, 15 a 5 pg/ml (Obr. 9).
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Obr. 9: Viabilita B16F10 bunék kultivovanych v pfitomnosti koncentrovanych ES produktt
tasemnic. McESP — koncentrované ES produkty larev M. corti vétsi nez 10 kDa;
TcESP — koncentrované ES produkty larev T. crassiceps vétsi nez 10 kDa; DMEM — médium
pro kultivaci B16F10 bunék; 100 % reprezentuje viabilitu bunék kultivovanych v DMEM
médiu pro kultivaci BI6F10 bunék

Pti aplikaci kondiciovanych médii i koncentrovanych ES produktl ziskanych kultivaci
larev M. corti a T. crassiceps k B16F10 burikdm doslo ke sniZeni jejich viability, efekt vsak
byl viditelny aZ 72 hodin po aplikaci ES produktd. SniZzeni viability B16F10 bunék aZz o 50 %

bylo zaznamendno po aplikaci ES produktd T. crassiceps o koncentraci 30 pg/ml.
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4.4.3. Vliv ES produktd tasemnic na invazivitu a migracni schopnost B16F10 bunék

Vliv ES produktl tasemnic na invazivitu B16F10 bunék byl plivodné analyzovan pomoci 3D
migracniho testu sferoidli v kolagenové matrix. Tento pokus vsak nemohl byt vyhodnocen,
jelikoz melanomové bunky tvofici sferoidy nevykazovaly schopnost migrace v kolagenové

matrix (Obr. 10).

DMEM McESP 30 pg/ml TcESP 30 pg/ml
N
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Obr. 10: 3D migracni test B16F10 sferoidti v kolagenové matrix. McESP — koncentrované
ES produkty larev M. corti vétsi nez 10 kDa; TcESP — koncentrované ES produkty larev
T. crassiceps vétsi nez 10 kDa; DMEM — médium pro kultivaci B16F10 bunék

41



Vliv ES produktl tasemnic na schopnost migrace B16F10 bunék byl proto zkouman
také pomoci ,Scratch” testu, pfi kterém byla pozorovdna schopnost bunék zaplnit ryhu,
ktera byla vytvofena do 2D vrstvy bunék adherovanych na dné 24 jamkové desticky.
Kontroly byly kultivovdny pouze v médiu pro kultivaci B16F10 bunék, k ostatnim byly
pridany ES produkty larev M. corti ¢i T crassiceps o koncentraci 30 ug/ml (Obr. 11). B16F10
buriky kultivované v pfitomnosti ES produktl M. corti i T. crassiceps zaplnily ryhu béhem
72 hodin, zatimco kontroly az po 84 hodinach. ES produkty obou druhd tasemnic tedy
pozitivné stimulovaly migraci melanomovych bunék. Pokus by bylo vhodné zopakovat

s riznymi koncentracemi ES produkta.
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DMEM MCESP 30 pg/ml TcESP 30 pg/ml
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48 h

Obr. 11: Rychlost zapliovani ryhy B16F10 burikami kultivovanymi v pfitomnosti ES
produktt larev tasemnic. McESP — koncentrované ES produkty M. corti vétsi nez 10 kDa;

TCcESP — koncentrované ES produkty T. crassiceps vétsi nez 10 kDa; DMEM — médium pro
kultivaci B16F10 bunék
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4.5. Vliv infekce M. corti na populace makrofagi v peritoneu mysi

Vliv infekce M. corti na populace imunitnich bunék v peritoneu mysi byl charakterizovan
pomoci pratokové cytometrie. Sledovany byly dvé populace makrofagl, a to
F4/80MCD11bM nazyvané téz ,velké peritonedlni makrofagy” a F4/80°“CD11b* oznaované
jako ,malé peritonedlni makrofagy”, a dale také granulocyty. ICR mysi byly
intraperitonedlné infikovany standardni davkou 600 tetrathyridii, kontrolni skupiné mysi
byl intraperitonedlné aplikovan fyziologicky roztok. 14 dpi byly imunitni bunky izolovany
pomoci peritonealni lavaze. Populace bunék byly definovany pomoci gatovaci strategie

znazornéné na Obr. 12.
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Obr. 12: Gatovaci strategie pouzita pro analyzu makrofagli a granulocytl v peritoneu.
Podle velikosti a granularity (SSC/FSC) byla vymezena oblast odpovidajici burikam (a),
z které byly vylouceny dublety (FSC-H/FSC-A) (b) a nasledné mrtvé burky (c). V Zivych
bunkach byly oznaceny CD45 pozitivni buriky (d) a z nich pak CD115 pozitivni (e). V téchto
byly nasledné pomoci F4/80 a CD11b rozliSeny dvé populace makrofagli, a to
F4/80MCD11bM a F4/80'°“CD11b* (f). Odliseni populaci bylo podpofeno rozdilnou expresi
dalSich markerd MHC Il a CD 86. V ramci CD45+ bunék byly opét pomoci F4/80 a CD11b
oznaceny granulocyty (g). Zmérenim nebarveného vzorku byly vylouceny pfipadné
artefakty zplsobené autofluorescenci (h).
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Podafilo se detekovat dvé populace makrofagl v peritoneu ICR mysi. Po infekci

larvami M. corti dodlo kvice ne? desetindsobnému nérGstu poétu F4/80MCD11bM

makrofagl oproti kontrolni skupiné (Obr. 13) a zaroven doSlo kvyraznému posunu

v zastoupeni imunitnich bunék v peritoneu. U nakaZenych mysi predstavovaly majoritni

&ast granulocyty a F4/80MCD11b" makrofagy, zatimco u neinfikovanych mysi pak jiné typy

leukocytt (Obr. 14). V pfipadé granulocyti se pravdépodobné jedna o eosinofily; jelikoZ byl

vsak panel markerU navrzen pro identifikaci makrofag(, nelze to s jistotou urcit. Pokus byl

zopakovan také na C57BL/6J mysich infikovanych M. corti, avSak nepodafilo se izolovat

dostatek imunitnich bunék a pokus bude muset byt zopakovan.
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5. Diskuze

5.1. Zavedeni novych laboratornich modelu

Prvnim z UkolG této diplomové prace bylo zavést vhodny model pro zkoumani vlivu
tkanovych/dutinovych helmintl na nadorova onemocnéni. Vhodnymi kandidaty byly
vytipovany tasemnice druhu Mesocestoides corti a Taenia crassiceps, a to pro jejich
schopnost asexudlniho mnozeni v mysich a nizké nebezpecdi infekce pro ¢lovéka. Jelikoz se
larvy obou tasemnic p¥irozené vyskytuji v Cesku v drobnych hlodavcich, bylo prvotnim

planem ziskat vlastni izoldty z pfirody.

Podafilo se ziskat dva izoldty tasemnic rodu Mesocestoides z Microtus arvalis
a Apodemus flavicollis, které se vsak v laboratornich mysich asexudlné nemnozily. Tyto
izolaty byly nasledné pomoci sekvenace uréeny jako Mesocestoides literratus. Pozorovana
absence asexudlniho rozmnoZovani potvrzuje predpoklad, Ze tato schopnost je urodu

Mesocestoides nejspiSe unikatni pro druh M. corti (Kawamoto et al., 1986).

Po nelspésném pokusu o ziskani a vyuZiti vlastniho izolatu se ze Svycarska podafilo
ziskat izolat larev M. corti. Ten byl izolovan ze Sciurus vulgaris a ukazal se jako vhodny
model, jelikoZ infekci BALB/c mysi 600 larvami bylo moZno po mésici ziskat az 4 000 larev,
coz zajistovalo dostatek materidlu pro nasledujici pokusy. Asexualni rozmnoZovani
tetrathyridii probihalo podélnym délenim zacinajicim namnoZenim pfisavek na skolexu.
Bylo také pozorovano az ctyifnasobné zmnozeni skolextl na jednom tetrathyridiu, coz
pravdépodobné prispiva k rapidnimu mnozeni larev. Po intraperitonealni aplikaci nékteré
larvy penetrovaly do jater, kde v ramci obranné reakce hostitele dochazelo k zvysené
tvorbé kolagenu a enkapsulaci tetrathyridii. Pfes znaéné poskozeni jater a jejich fibrotizaci
pfi dlouhodobych infekcich nevykazovaly mysi infikované M. corti zddné napadné zmény
zdravotniho stavu. Zfejmé vlivem nedostatku kapacity jater se tetrathyridia po 14 dpi
zacinala ve vysSSim poctu objevovat opét v peritonealni dutiné, kde dochazelo k jejich
rapidnimu mnoZeni. VySe zminéna pozorovani odpovidaji informacim jinych autora (Specht
& Voge, 1965). V nékterych pfipadech byla tetrathyridia nalezena i v plicich, avsak tato

lokalizace nebyva v literature pfilis ¢asto zmifnovana (Todd et al., 1978).
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Podarilo se také ziskat izolaty larev T. crassiceps, které byly rovnéZ zarazeny do
experimentll. Mezi belgickym izoldtem nezndmého plvodu a francouzskym izolatem
z Lemur catta nebyly pozorovany velké rozdily v morfologii ani rychlosti mnozeni v hostiteli.
Pozdéji byl ziskan také izolat z Microtus arvalis odchyceného na Rudé, ktery se vSak od
predeslych dvou morfologicky pomérné lisi, rychlost mnozeni je vSak srovnatelnd. Pro
experimenty byl pouZit belgicky izolat, z dlouhodobého hlediska by vsak bylo moznda dobré
zvazit pouziti nového izolatu z Rudy, jelikoz pti dlouhodobém pasazovani maze dochazet
k mutacim, jako naptiklad u kmene ORF, ktery ztratil schopnost tvofit skolex (Willms

& Zurabian, 2010).

Ndsledné byla navazana spoluprdce s laboratofi doc. Jana Brabka. Jako model pro
nadorové onemocnéni byla vybrdna mysi melanomova linie B16F10, jelikoz ¢asto tvori
metastdze v plicich a jatrech, které jsou predilekénim mistem vyskytu larev M. corti u mysi,
a byla tedy predpokladana jejich kolokalizace. Zaroveri byla tato linie nadorovych bunék
pouzita v experimentech s jinymi druhy helmintl zkoumajicich jejich vliv na nadorova
onemocnéni (Kang et al., 2013). Vyhodou bylo také kontrastni zbarveni nadoru vidi jinym
tkanim v dusledku tvorby melaninu, coZz mohlo byt vyuZito pfi makroskopickém hodnoceni
vyskytu melanomu a také pfi histologické vizualizaci metastazujicich bunék ve vybranych

organech.

5.2. Vliv infekce larvami tasemnic na rust nadort a metastazovani

melanomové linie B16F10

V prvotnich pokusech, kdy byly BALB/c mysim nadorové buriky aplikovany intravendzné do
ocasni zily, dochazelo jak u zvifat infikovanych larvami M. corti, tak u kontrolni skupiny
k tvorbé melanom(l na bazi ocasu. Autofi experimentd, pti kterych byly mysim aplikovany
nadorové buriky linie B16F10 stejnym zpUsobem, se vSak o podobném vzniku melanom{
v této lokalizaci nezminuji (Kang et al., 2013). Tyto melanomy vznikly nejspise nedokonalou
injekéni aplikaci bunék. Pri makroskopickém vysetreni plic a jater byly nalezeny melanomy
jen v plicich mysi infikovanych M. corti. Pouze u téchto mysi byly také nalezeny
metastdazujici bunky v histologickych fezech plic. Tyto vysledky naznacuiji, Ze infekce larvami
M. corti podporuje metastazovani a rist melanomd u mysi. Podobny narlst poctu

metastazi byl pozorovan v jatrech mysi infikovanych E. granulosus, kterym byly aplikovany
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buriky karcinomu prsu. Tento efekt je pfipisovan potlaceni Thl imunitni odpovédi v jatrech
zplUsobené chronickou infekci E. granulosus (Turhan et al., 2015). V tomto experimentu
vSak byly nadorové buriky aplikovany 91 dni po infekci tasemnici, v nasem pfipadé byly
aplikovany jiz 14 dni po infekci. Ackoliv neni znamo, kdy dochazi pti infekci M. corti
k prechodu z pocatecni Thl imunitni odpovédi na Th2, je u T. crassiceps tento prechod
popisovan po druhém az tfetim tydnu infekce (Terrazas et al., 1998). Neni tedy jisté, zda je
po 14 dnech po infekci M. corti potlacena Th1l odpovéd, jez by méla za ndsledek navozeni
prostifedi vhodného pro metastazovani nddorovych bunék. Nedafilo se vSak, ani pres
modifikaci zpUsobu injekce bunék do ocasni Zily, standardizovat mnoZstvi aplikovanych
bunék, pficemz se ¢asto podafilo do Zily vpravit jen zlomek melanomovych bunék. Zaroven
bylo neobvyklé, Ze nedoslo k tvorbé metastdzi u kontrolni skupiny, jelikoz by mysi kmene
BALB/c mély byt na melanomovou linii B16F10 velmi vnimavé (Foerster et al., 2018). Proto

bylo od tohoto typu aplikace melanomovych bunék upusténo.

V nasledujicich pokusech byly melanomové bunky aplikovany mysim injekéné do
peritonealni dutiny, aby bylo zajisténo vpraveni kompletniho definovaného mnozstvi
nadorovych bunék. Efekt infekce tasemnicemi na melanomové buriky vsak byl v tomto
pfipadé opacny. V pfipadé kmene BALB/c i ICR nebyly ani u jedné z mysi infikovanych
T. crassicep nalezeny zadné makroskopické melanomy ani metastazujici buriky v plicich ci
jatrech. Stejny vysledek byl i u mysi infikovanych larvami M. corti. Vyjimkou byl jediny
melanom ve vazivovém Utvaru; z dlivodu jeho lokalizace je mozné, Ze vznikl neumysinou
aplikaci ¢asti melanomovych bunék do mocového méchyre ICR mysi. U kontrolnich mysi
byla peritonedlni dutina vyplnéna lozisky melanomovych bunék, kterd obklopovala i jatra,
a v plicich byly vytvoreny makroskopické melanomy. Histologické fezy odhalily

metastazujici melanomové buriky v jatrech a plicich mysi kontrolni skupiny.

V pripadé kmene C57BL/6J doslo u vétsiny mysi infikovanych M. corti k tvorbé
drobnych melanom( v bfisni dutiné a jatrech, avsak ne v plicich. Na histologickych rfezech
jater byly nalezeny melanomové buriky, které vsak byly vétsinou lokalizované na okraji, a ne
volné rozeseté ve tkani jako v pripadé neinfikovanych mysi. Toto naznacuje, Ze infekce jater
larvami M. corti zabranuje volné diseminaci metastazujicich bunék do tkané. V pfripadé

infekce T. crassiceps bylo mnoistvi a velikost melanom( v peritonedlni dutiné vétsi.
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Melanomy se nachazely také v jatrech a plicich, coZ znaci slabsi protinddorovy efekt pfi

infekci T. crassiceps nez M. corti, ale stale signifikantni v porovnani s kontrolami.

Existuje nékolik teorii, které se snazi vysvétlit, pro¢ infekce nékterymi druhy
helmintl dokdZzou potlacit rozvoj nadorovych onemocnéni. Prvni je, Ze helminti produkuji
latky, jez mohou pfimo ovliviiovat viabilitu a déleni nadorovych bunék. Prikladem takové
latky je napriklad EgKI-1 sekretovany larvami E. granulosus (Ranasinghe et al., 2018). To by
mohlo vysvétlovat, proc byl efekt potlaceni vzniku melanomU pozorovan pouze v pfipadé,
Ze byly nddorové bunky aplikovany do peritonedlni dutiny, kde byly v pfimém kontaktu
s larvami tasemnic. Tento efekt vSak nebyl stejny u rlznych kmen(l mysi. Jelikoz maji
pouzité kmeny ponékud odlisné imunologické pozadi (Foerster et al., 2018), zdala se
pravdépodobnéjsi dalsi z teorii, kterd predpoklada, ze helminti ¢i jimi produkované latky
stimuluji imunitni systém hostitele. Takto stimulovany imunitni systém poté vytvari
prostfedi nevhodné pro rozvoj nadorového onemocnéni, nebot zfejmé dojde k aktivaci
imunitnich bunék, které mohou nicit buriky naddorové. Mohlo se ovsem jednat i o kombinaci
téchto dvou efektl, proto se nasledujici pokusy zabyvaly jak vlivem produktl larev
tasemnic na B16F10 bunky in vitro, tak vlivem infekce tasemnici na imunitni systém

hostitele.

5.3. Vliv ES produktti larev tasemnic na melanomové bunky in vitro

Vyhodou larev M. corti a T. crassiceps je moznost jejich dlouhodobé kultivace in vitro. Pro
Ucel sbéru ES produktl byly larvy kultivovany v DMEM médiu bez aditiv, aby byl vyloucen
jejich vliv na B16F10 buriky pfi kultivacnich pokusech. Pti dlouhodobé kultivaci v Cistém
médiu vSak dochazelo k zvySenému Uhynu tasemnic a byla u nich pozorovana snizend
schopnost asexualniho mnozeni v mySich. U takto kultivovanych tasemnic také dochazi
pomérné rychle k snizovani produkce ES produktl (Vendelovd et al., 2016). Z téchto

dlvodu byly larvy v ¢istém médiu kultivovany maximalné 2 tydny.

V rdmci snahy o sniZzeni mnozstvi mysi potfebnych pro udrzovani populace larev
tasemnic byl také podniknut pokus o jejich dlouhodobou kultivaci za Géelem mnozeni. Zivé
tasemnice se sice podafrilo udrZovat v upraveném médiu a anoxickém prostredi az 8 tydnd,
nedochdzelo vsak k mnoZeni larev. Byla sice popsdana metoda kultivace pro mnozeni larev

M. corti v pritomnosti bunék potkaniho hepatomu (Vendelova et al.,, 2016), ale tato
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metoda byla z ddvodu rizika kontaminace nevhodn3d, jelikoZz hlavnim Gcelem kultivace

tasemnic bylo ziskani ES produkt( jejich larev.

Zda samotné ES produkty tasemnic mohou mit vliv nddorové buriky bylo nejdfive
zkoumano meéfenim viability B16F10 bunék kultivovanych v médiich ziskanych po
dvoudenni kultivaci larev. Takto kondiciovana média obou tasemnic dokdzala sniZit viabilitu
B16F10 bunék. Aby byl vyloucen vliv nizkomolekularnich metabolitd tasemnic, napfiklad
laktatu vznikajiciho pfi kultivaci M. corti (Kohler & Hanselmann, 1974), ¢i snizeného
mnozstvi Zivin v kondiciovanych médiich tasemnic na viabilitu B16F10 bunék, byly
v ndsledujicich pokusech pouZity koncentrované ES produkty tasemnic vétsi nez 10 kDa.
Kultivace B16F10 bunék v pfitomnosti kyseliny mlééné, kterd se od laktatu lisi
pouze pfitomnosti jednoho protonu, totiz mdzZe ovliviiovat jejich viabilitu (Matsuo et al.,
2019). Také kultivace B16F10 bunék v pfitomnosti koncentrovanych ES produktd vsak vedla
ke snizeni jejich viability. Z vysledkd vyplyvd, Ze samotné ES produkty tasemnic by mohly
také pfrispivat k pozorovanému protinadorovému efektu u mysi infikovanych M. corti
a T. crassiceps. Snizeni viability nddorovych bunék in vitro pfi kultivaci v pfitomnosti ES

produktl tasemnic bylo zaznamenano i u dalSich helmint( (Vasilev et al., 2015).

Jelikoz byla pozorovana redukce solidnich metastazi u mysi infikovanych
tasemnicemi a také nizsi pocet diseminovanych metastazujicich bunék v jaterni tkani mysi
infikovanych M. corti, bylo predpokladano, Ze by larvy tasemnic mohly inhibovat migraci
melanomovych bunék. Proto byl testovan vliv jejich ES produktl na schopnost migrace
bunék B16F10 in vitro. Jako prvni byla vybrana metoda 3D kultivace sferoidd B16F10 bunék
v kolagenové matrix, jelikoz nejlépe simuluje pfirozené prostiedi tkané. Melanomové
jejich dhynem, jelikoz je na snimcich patrné pfibyvani melaninu. Experiment bude potreba

zopakovat v upraveném provedeni, napfiklad pouzitim jiné matrix.

Jako ndhrada byl vybran ,Scratch” test, pfi kterém byla sledovana rychlost, jakou
dokazou B16F10 bunky migrovat a zacelit ryhu vytvofenou do vrstvy adherovanych bunék.
Oproti ocekavani mély ES produkty obou tasemnic pozitivni efekt na migraci
a u melanomovych bunék kultivovanych v jejich pfitomnosti doslo k zaceleni ryhy rychleji,
nez u bunék v Cistém médiu. Tento migracni test byl proveden také u nékolika nadorovych

linii kultivovanych v pfitomnosti EgKI-1 izolovaného z E. granulosus, u vsech linii vsak byl
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popsan inhibi¢ni efekt na jejich migraci (Ranasinghe et al., 2018). Je tedy pravdépodobné,
Zze samotné ES produkty nemaji inhibi¢ni vliv na migraci B16F10 bunék a pozorovany

antimetastaticky efekt je zplsoben nécim jinym, pravdépodobné imunitni odpovédi mysi.
5.4. Vliv infekce M. corti na imunitni bunky peritonea mysi

PfestozZe dokazaly ES produkty larev tasemnic sniZovat viabilitu B16F10 bunék in vitro, bylo
pravdépodobnéjsi, Ze se na protinadorovém efektu podileji také imunitni buniky. JelikoZ byl
tento efekt pozorovdn pouze pfi peritonedlni aplikaci melanomovych bunék, zaméroval se
dalsi pokus na imunitni buriky v peritoneu mysi. Peritonedlni lavazi byly izolovany imunitni
buriky ve 14 dpi, aby byl zaznamenan stav jejich populaci v dobé, kdy byly pfi infekénich
pokusech aplikovdny melanomové burky. ProtoZe byl protinadorovy efekt nejsilnéjsi
v pfipadé infekce M. corti, byla vybrana tato tasemnice v kombinaci s ICR mySmi, které se
ukazaly jako méné vnimavé na tuto melanomovou linii. JelikoZ bylo jiz popsano, Ze infekce
M. corti u mysi vyvolava zvySenou eosinofilii v peritoneu a tyto aktivované eosinofily
mohou indukovat apoptdzu u nddorovych bunék (Costain et al., 2001), byl pokus zaméren
na makrofagy jako dalsi efektorové bunky. Jejich zvySené populace jsou sice vétSinou
spojovany spise s rozvojem nadorovych onemocnéni, a to predevsim tumor asociované
makrofagy (TAM) (Chen et al., 2019), avSak pfi spravné stimulaci mohou také
zprostredkovavat protinddorovou odpovéd (Beatty et al., 2011). Stimulace makrofagu
k cytostatickému efektu byla pozorovana také pfiinfekci mysi T. spiralis (Wing et al., 1979).
Konkrétnim vybranym typem byly takzvané “malé peritonedini makrofagy” (small
peritoneal macrophages — SPM) a ,velké peritonealni makrofagy” (large peritoneal
macrophages — LPS) nazyvané téz GATA6 makrofagy. Tyto GATA6 makrofagy predstavuji
specialni populaci makrofagu, ktera na rozdil od ostatnich nevznikd po migraci monocytu
z krve, ale jejich stala populace je udrzovana v peritoneu a v pfipadé potreby dojde k jejich
rychlému namnoZeni (Bou Ghosn et al., 2010). Tento typ makrofagl je zapojen do hojicich
procesl napfiklad pfi sterilnim poskozeni jater, kdy dochazi k jejich rychlému namnozeni
a aktivni migraci do jater v misté poskozeni (Wang & Kubes, 2016). Jelikoz pfti infekci
M. corti dochdzi u mysi kznacnému poskozeni jater v dlsledku fibrotizace, byl
predpokladan mozny nartst GATA6 populace. Vysadou téchto makrofagl je schopnost
produkce transkripéniho faktoru GATA6, ktery je vétSinou spojovan s proliferaci

a diferenciaci bunék. Byl u néj vSak zaznamenan také antimetastaticky ucinek (Liu et al.,
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2019). Pomoci pritokové cytometrie byly v peritoneu mysi identifikovany dvé populace
makrofagu, z niz u jedné doslo po infekci M. corti k mnohondsobnému namnozeni. Profil
povrchovych marker( téchto bunék odpovida tomu, ktery je popisovan u GATA6 makrofag
(Bou Ghosn et al., 2010; Rosas et al., 2014). Pro potvrzeni, zda se vSak opravdu jedna
otento typ makrofagl, ktery by teoreticky mohl pfispivat k pozorovanému
protinddorovému efektu produkci GATA6, by bylo nutno pouZit antiGATA6 protilatku.
Oproti makrofagm byl vSak v peritoneu pozorovan vétsi narlst granulocytl, které
pravdépodobné predstavuji eosinofily. Je proto pravdépodobnéjsi, ze pravé eosinofily by
mohly pfispivat k pozorovanému protindadorovému efektu proti intraperitonealné
aplikovanym B16F10 bunkam pfi infekci M. corti (Reichman et al., 2019). Pfedpokladany
efekt by bylo vhodné ovéfit u sledovanych populaci imunitnich bunék aktivovanych

tasemnicemi na B16F10 buriky in vitro, coz bude soucdsti dalSiho vyzkumu.

Otdzkou zlstava, proc¢ doslo kzvySené tvorbé metastazi u mysi infikovanych
M. corti, kterym byly aplikovdny melanomové buriky intravendzné. Je moiné, Ze ve
14 dnech po infekci M. corti je jiz navozena Th2 imunitni odpovéd), ktera je spojovana s nizsi
efektivitou v potlacovani tvorby metastazi. Indukovana Th2 odpovéd u mysi infikovanych
T. crassiceps vsak pravdépodobné napomahd potlaceni vzniku a rozvoji CAC (Leén-Cabrera
etal., 2014). Je mozné, Ze Th2 odpovéd navozena pfi infekcich helminty pfispiva k potlaceni
téch typl nadorovych onemocnéni, jejichZz vznik je spojovan s chronickymi zanéty, jako
napriklad CAC. Naopak dojde-li jiz k vytvoreni nadoru a naslednému metastazovani bunék,
pak muze mit infekce tasemnicemi opacny efekt a podporovat rozvoj nadorového
onemocnéni. Toto vysvétleni je vSak vysoce spekulativni a je potfeba dalSiho vyzkumu pro

objasnéni této problematiky.
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6. Zavér

Vyzkum vlivu helmintl na nadorova onemocnéni za Ucelem jejich mozného terapeutického
vyuZiti je pomérné novym védeckym smérem. Ackoliv byl prokazan protinddorovy efekt
nékterych druhld helmintl, mechanismy zprostfedkovavajici tuto interakci nejsou
objasnény. Cilem této prace bylo zavést v laboratofi nové modely helmintl a provést pilotni
testy, které by urcily jejich pozitivni ¢i negativni vliv na rozvoj vybraného typu nadorovych

bunék.
V rdmci této prace bylo dosazeno téchto vysledk:

e Larvy tasemnic M. cortia T. crassiceps byly Uspésné zavedeny jako nové modely pro
dalsi vyzkum jejich vlivu na nddorova onemocnéni.

e Byl popsan pronadorovy efekt infekce M. corti pfi intravendzni aplikaci
melanomovych bunék B16F10 u BALB/c mysi, zaroven vsak byl prokazan
protinddorovy efekt infekce M. corti a T. crassiceps pti intraperitonealni aplikaci
melanomovych bunék s rozdilnym stupném ucinnosti v riznych kmenech mysi.

e In vitro kultivace B16F10 bunék v pfitomnosti ES produktl larev tasemnic vedla
k snizeni jejich viability, avSak ke zvySeni jejich migrace.

e Infekce M. corti u BALB/c mysi vedla k zméné populaci peritonedlnich imunitnich

bunék, zejména pak k narustu populace makrofagl a granulocytu.

V ramci této diplomové prace byl vibec poprvé popsan vliv tasemnice M. corti na
mysi melanomovou bunécnou linii B16F10 a predstavuje tuto tasemnici jako vhodny model
pro studium vlivu helmintl na nadorova onemocnéni. Spolu s T. crassiceps bude soucasti
dalsiho vyzkumu zabyvajictho se moinym terapeutickym potencidlem ES produkt(

tasemnic pfi Ié¢bé nadorovych onemocnéni.
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