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Abstrakt

Paraziticti helminti produkuji exkre¢né/sekrecni produkty (ESP), které ovliviiuji imunitni
systém hostitele, aby zabranily poskozeni nebo vylouceni parazita. V poslednich desetileti jsou
pro jejich imunomodulaéni potencidl jednotlivé molekuly ESP pfedmétem vyzkumu 1écby
autoimunitnich a chronickych zanétlivych onemocnéni. Mezi onemocnéni, které jsou v tomto
kontextu zkoumana, patii ulcerdzni kolitida, roztrousena sklerdza, diabetes 1.typu, revmatoidni
artritida a alergické astma. Z plejady helmintii a jejich imunomodula¢nich molekul stoji za
zminku Acanthocheilonema viteae (Av17), Ancylostoma caninum (NIF), Ascaris lumbricoides
(Al-CPI), Brugia Malayi (BMCys), Clonorchis sinensis (CsStefin-1), Fasciola hepatica
(FhHDM-1), Heligmosomoides polygyrus (HpTGM), Schistosoma japonicum (SjCystatin) a
Schistosoma mansoni (omega-1). K hlavnim ucinklim téchto molekul na imunitni systém
hostitele se fadi ovlivnéni funkce dendritickych bunék a makrofagli, ovlivnéni produkce
cytokinl a snizeni Thl imunitni odpovédi, coz vétSinou vede k zmirnéni pfiznakd nemoci.
Podle soucasného stavu poznani zatim neni jisté, jak budou molekuly fungovat pii 1écbé
pacientli a jestli budou mit stejny uc¢inek i1 pfi dlouhodobém podavani. Navzdory tomu diky
vyzkumu jejich vyuziti pfi 1é€bé autoimunitnich a chronickych onemocnéni vznikd fada

slibnych kandidatt na 1éCiva.

Kli¢ova slova: helminti, imunomodula¢ni molekuly, autoimunitni onemocnéni, alergicka

onemocnéni, terapie, profylaxe



Abstract

Parasitic helminths produce excretion/secretion products (ESP) that affect the host’s immune
system to prevent damage or exclusion of the parasite. In recent decades, individual ESP
molecules have been the focus of research for the treatment of autoimmune and chronic
inflammatory diseases due to their immunomodulatory potential. Diseases that have been
investigated in this context include ulcerative colitis, multiple sclerosis, type 1 diabetes,
rheumatoid arthritis and allergic asthma. Among the pleiad of helminths and their
immunomodulatory molecules, it is worth mentioning Acanthocheilonema viteae (Av17),
Ancylostoma caninum (NIF), Ascaris lumbricoides (Al-CPl), Brugia malayi (BMCys),
Clonorchis sinensis (CsStefin-1), Fasciola hepatica (FhnHDM-1), Heligmosomoides polygyrus
(HpTGM), Schistosoma japonicum (SjCystatin) and Schistosoma mansoni (Omega-1). The
main effects of these molecules on the host immune system include affecting the function of
dendritic cells and macrophages, influencing cytokine production and reducing the Thl
immune response, which usually leads to alleviation of disease symptoms. Based on the current
state of knowledge, it is not yet certain how the molecules will work in treating patients and
whether they will have the same effect when administered in the long term. Despite this,
research into their use in the treatment of autoimmune and chronic diseases is yielding a number

of promising drug candidates.
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therapy, prophylaxis



Seznam zkratek

Al-CPI
APC
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BCR
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MHC
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SjCystatin

Ancylostoma caninum cysteine protease inhibitor
antigen prezentujici buiika

Ascaris lumbricoides cystatin

bronchoalveolarni tekutina

B bunéény receptor

Brugia malayi cystatin

hoveézi sérovy albumin

kolagen indukovana artritida

centralni nervova soustava

Clonorchis sinensis stefin-1

dendriticka bunka

dextran sodium sulfat

experimentalni autoimunitni encefalomyelitida
Fasciola hepatica helminth defense molecule 1
exkreéné/sekrecni produkty Heligmosomoides polygyrus
Heligmosomoides polygyrus alarmin release inhibitor
Heligmosomoides polygyrus binds alarmin receptor and inhibits
Heligmosomoides polygyrus TGF-p mimic
idiopatické stfevni zanéty

pfirozené lymfoidni bunky typu II

hlavni histokompatibilitni komplex

myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein
neutrofil inhibujici faktor

neobézni diabetické

ovalbumin

molekularni vzor rozpoznavany patogenem
fosforylcholin

proteinkinaza C

myelinovy proteolipidovy protein

kyselina retinova

vajeCny antigen

Schistosoma japonicum cystatin



SMA
TGF-B
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TLR
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malé molekularni analogy
transformujici ristovy faktor beta
T pomocné bunky
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T regulacni bunky



T VOO 1
P ) 1T 111174 1T 1 TSRS 2
2.1 ULCerOZnT KOIIEIAA .....eeiiieeiiiecieeee ettt ettt e st e e snt e s abe e saseesnneesnneens 2
2.2 ROZLrOUSENA SKICTOZA ... .coiuiieieiieiiee ettt ettt et et e et e e eeneeeneeens 3
2.3 DIHADELES L Y PU. ittt sttt sttt e 4
2.4 Revmatoidni artritida.......cceeiieiieiieieeie ettt et 5
I T N o) 4 To) (S ] 3 1 T SRR 5
R O 4] 11 1RSSR 7
T8 N USSP 7
0 £\ (0 £ I OSSP 8
T T ) (PSSP 9
K 1S 155 11 OSSPSR 9
3.5 N 107451 1111 PSSR 9
G ES-02.....e ettt h e ettt ettt ettt e teeatesheeeatesatesaeen 10
T 2 11 5 10 21 SR 12
6 HP-TGM ...ttt ettt ettt ettt et et ettt eae e eht e he e bt e bt et e b 14
7 HPARI A HPBARI ...ttt ettt e e st e sseesseeseenes 17
T\ 1 OO OO OO USROS 18
L 0 ) 11 T T RSP UURR 19
TO  ZLAVET ...ttt ettt h et h e bt bbbt et et ettt eaees 21



1 Uvod

V poslednich sto letech je pozorovan velmi silny narist prevalence autoimunitnich a
alergickych onemocnéni. Epidemiologické vysledky ukazuji, ze jednim z mnoha faktord ovliviiuyjicich
vyskyt téchto onemocnéni jsou infekce helminty (Aravindhan et al., 2010; Fleming & Cook, 2006;
Zaccone et al., 2006). Tyto vysledky jsou v souladu s ,,0ld friends* hypotézou, ktera popisuje dlouhé
vzajemné evolucni adaptace mezi parazity a lidmi majici zdsadni vliv na fungovani lidského imunitniho
systému. Pokud jsou parazité odstranéni z lidskych populaci, které jsou na né ptizpisobeny, vznika
nerovnovaha v lidském imunitnim systému a zvySuje se nachylnost k imunitou zprostfedkovanym
onemocnénim (Lund et al., 2016; Rook, 2010). Dalsi dilezitou hypotézou je hygienicka hypotéza
formulovéna Strachanem roku 1989, ktera vysvétluje ptivod alergickych onemocnéni (Strachan, 1989).
Od té doby prosla mnohymi Gpravami a stala se z ni komplexni hypotéza zahrnujici imunologické,
mikrobiologické a evolu¢ni aspekty, a objasnuje dopad postmoderniho zivotniho stylu na ¢lovéka, ktery
se prvotné vyvijel v tésné blizkosti pfirodniho prostredi (Pfefferle et al., 2021). Tato hypotéza tika, Ze
nedostatek b&znych alergenti zvysil vyskyt alergii a autoimunitnich onemocnéni v zemich, kde jsou
kvalitni hygienické podminky (Okada et al., 2010). Podpofena je n¢kolika epidemiologickymi studiemi,
které ukazuji, ze v rozvojovych zemich, kde je vyskyt helmintd stidle pomérné vysoky, je vyskyt
alergickych a autoimunitnich onemocnéni vyrazné€ nizsi v porovnani s vyspeélymi zemémi (Fleming &

Cook, 2006; Okada et al., 2010; Panda et al., 2013; Rook, 2012; Yazdanbakhsh et al., 2001).

Infekce helminty jsou zkoumané jako potencidlni terapie autoimunitnich a chronickych
onemocnéni, ale pouziti Zivych parazitd neni idealni. Nakaza helminty je spojena s nevyhodami jako je
napiiklad nutnost Casté kolonizace, mozny pfenos terapeutickych helminti do prostfedi a vznik
vedlejsich u¢inkl zplisobenych migraci parazita tkanémi a moznou kontaminaci dalSimi patogeny
(Bager et al., 2011; Kruiningen & West, 2005). Proto je kladen velky diiraz na bezpe¢néjsi i ptipadné

ucinnéjsi alternativni lécbu pomoci imunomodulac¢nich molekul produkovanych helminty.

Cilem prace je shrnuti zakladnich poznatki o vybranych molekulach helmintd a jejich efektu na
autoimunitni a chronické zanétliva onemocnéni. Pro svou praci jsem si vybrala dostate¢né prostudované

molekuly, které byly zaroven testované na zvifecich modelech danych onemocnéni.



2 Onemocnéni

Tato kapitola je souhrnem autoimunitnich a chronickych onemocnéni, u nichz byl zkoumén vliv
imunomodula¢nich molekul produkovanych helminty na pribéh nemoci. Kromé& symptomid a
patogenezi souvisejicich s imunitou jsou u kazdé nemoci popsany experimentalni modely, které se

vyuzivaji ve vyzkumu daného onemocnéni.

Experimenty, pfi kterych byl zkouman vliv imunomodula¢nich molekul helminta na modelové
onemocnéni, probihaly dvojim zptisobem. Bud’ se jednalo o preventivni model, kdy byla molekula
podana pied vyvolanim onemocnéni, a tim padem se zkoumalo, zda by tato molekula mohla fungovat
jako profylakticka 1écba. Nebo se jednalo o terapeuticky model, kdy byla molekula podana jiz po

vyvolani onemocnéni.

2.1 Ulcero6zni kolitida

Ulcerdzni kolitida se spoleéné s Crohnovou chorobou fadi mezi idiopatické stievni zanéty
(inflammatory bowel disease; IBD). Jedna se o zanétlivé onemocnéni stifevni sliznice, které muze byt
akutni nebo chronické (Ordas et al., 2012). Vyskyt ulcerézni kolitidy je vyssi v industrializovanych
rozvinutych zemich, vice ve méstech oproti venkovskym oblastem, coz naznacuje, Ze rozhodujici vliv
na vznik onemocnéni maji enviromentalni faktory, ale také to mize byt ovlivnéno lepsi dostupnosti
zdravotni péce a lepSimi Iékarskymi zaznamy (Bernstein et al., 2006; Lopez-Serrano et al., 2010; Ordas
et al., 2012). Zajimavosti je, Ze velmi vyznamnym faktorem ovliviiujici onemocnéni je koufeni. Bylo
prokazano, ze koutfeni ma protektivni ucinek proti kolitidé v porovnani s nekutaky, a také ze u kuraki
byva pribch onemocnéni mirnéjsi (Beaugerie et al., 2001; Mahid et al., 2006). Mezi projevy kolitidy

fadime bolesti bficha, vodnaty prijem, krev ve stolici, tenesmus, horecky, ztratu vdhy a unavu.

Pti kolitidé dochazi k naruseni tésnych spoji, coz vede k zvysené propustnosti stievniho epitelu
a zvySenému vstfebavani antigenti z lumen stfeva. V lamina propria se makrofagy a dendritické buiiky
meéni z tolerogenniho stavu na aktivovany, dochazi k aktivaci NF-kB drahy, ¢imZ se zvysi produkce
prozanétlivych cytokintt TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-12 a IL-23 (Ordas et al., 2012). Po zpracovani antigend
je dendritické buniky a makrofagy prezentuji CD4* T bunkam a podporuji tak jejich diferenciaci v Th2
bunky produkujici IL-4. V lamina propria je také zvysené mnozstvi NK T-lymfocytd, které¢ produkuji
IL-13 (Ordas et al., 2012). IL-13 je klicovy cytokin piisobici pfimo na epitelidlni buiiky a iniciuje
apoptdzu, ¢cimz podporuje niceni stievniho epitelu (Heller et al., 2005, 2008).

Jednim z modeld ulcerdzni kolitidy je kolitida indukovana dextran sodium sulfatem (DSS), kdy
se DSS pfidava v rizném mnozstvi do pitné vody poddvané¢ mysim (PerSe & Cerar, 2012). Dextran
sodium sulfat je chemicka latka zpisobujici poskozeni slizni¢niho epitelu a funkce slizni¢ni bariéry
(Chassaing et al., 2014). Vyhodami daného modelu je moznost ovlivnéni, zda bude onemocnéni akutni,
chronické nebo recidivujici v zavislosti na mnozstvi a frekvenci podaného DSS (Perse & Cerar, 2012).
Jedné se o jednoduchy a levny model, u kterého bylo prokazano, ze mtize byt pouzit pro relevantni

prevod vysledktl z mysi na ulcerdzni kolitidu u lidi, a proto se jedna o nejcastéjsi vyuzivany model pro
2



studium ulcer6zni kolitidy (Melgar et al., 2008; PerSe & Cerar, 2012). Akutni DSS-indukovana kolitida
se projevuje ubytkem mucinu, ponienim epitelu, nekr6zou vedouci k ubytku epitelidlnich bunék a
infiltraci neutrofily v lamina propria a submukoéze. Mezi projevy chronické DSS-indukované kolitidy
patii poniceni struktury krypt a zvétSeni mezer mezi kryptami a muscularis mucosae, zvyseni mnozstvi
lymfocytl ve sliznici a infiltrace leukocyty (PerSe & Cerar, 2012). Mezi symptomy DSS indukované
kolitidy patii ztrata t€lesné hmotnosti, prijem a rektalni krvaceni, pfipominajici symptomy lidské
ulcerézni kolitidy (Okayasu et al.,, 1990; Wirtz et al., 2007). Je tedy zfejmé, Ze klinické a
histopatologické projevy DSS-indukované kolitidy jsou do velké miry totozné s projevy ulcerdézni

kolitidy.

2.2 Roztrousena skler6za

Roztrousend skleréza je autoimunitni zénétlivé onemocnéni vznikajici v disledku infiltrace
centralni nervové soustavy (CNS) autoreaktivnimi T-lymfocyty z periferniho imunitniho systému,
demyelinizace a neurodegenerace $edé a bilé hmoty v mozku a miSe (Lassmann et al., 2007). Riziko
vzniku onemocnéni je ¢astecné dano genetickymi faktory spojenymi s fungovanim imunitniho systému
a faktory prostiedi, ale definitni pfi¢ina vzniku roztrousené skler6zy neni znama (Ascherio & Munger,
2007; Gourraud et al., 2012). U vétSiny pacientli zacind onemocnéni relaps-remitentni formou, ktera se
imunosupresivni terapie jsou U¢inné pouze u pacientl s relaps-remitentni formou, ale ne u téch
s progresivni formou onemocnéni (Wiendl & Hohlfeld, 2009). Roztrosena skler6za ma velké mnozstvi
symptomtl, které se s pribéhem onemocnéni progresivné zhorSuji. Patii mezi n€ Unava, ovlivnéni
motoriky (napf. slabost, problémy s koordinaci pohybi a kfece), problémy s feci a polykanim, ovlivnéni
zraku (napf. rozmazané vidéni, dvojité vidéni a ztrata zraku), ovlivnéni kognitivnich funkci (napf. ztrata
paméti a problémy s udrzenim pozornosti), deprese, uzkosti a narusena funkce mocového méchyie a

stiev.

Relaps-remitentni forma roztrousené sklerozy je spojena s vyskytem loziskovych plaki v bilé
hmoté, kortikalni demyelinizaci a difiznim postizenim bilé a Sedé hmoté (Lucchinetti et al., 2011).
Progresivni forma je spojena s aktivaci mikroglii, axonalnim poskozenim a vznikem atrofie mozku
(Mahad et al., 2015). Tyto zmény jsou pozorovany i z po¢atku onemocnéni, ale s vyvojem onemocnéni
se jejich zavaznost zhorSuje (Mahad et al., 2015). Odhad celkovych ztrat axonti u pacientd s chronickou

roztrou$enou sklerézou dosahuje 60-70 % (Bjartmar et al., 2000; Mews et al., 1998).

Pfi roztrousené sklerdze vznikaji na mozku léze, v kterych probihaji imunopatologické procesy.
Léze jsou infiltrovany B bunikami, T bunikami a makrofagy. CD4* T lymfocyty se nachdzeji v okoli cév,
jsou aktivovany pomoci antigenti nachazejicich se na dendritickych butikach a mikrogliich a produkuji
cytokiny, ¢imz lakaji do 1ézi makrofagy. CD8* T lymfocyty napadaji neurony a oligodendrocyty
(Hemmer et al., 2006). B lymfocyty produkuji IgG protilatky, které se vazou na povrch neuroni a

oligodendrocyty. Tyto protilatky pak mohou vazat komplement, a tim zah4jit komplementovou kaskadu



nebo fagocytozu zprostiedkovanou makrofagy (Hemmer et al., 2006). Aktivované makrofagy produkuji

zanétlivé a toxické molekuly (napt. NO), které ni¢i neurony a oligodendrocyty (Hemmer et al., 2006).

Modelem pro studium roztrousené sklerdzy je experimentalni autoimunitni encefalomyelitida
(EAE), coz je zanétlivé onemocnéni mozku zplsobené T buikami s riznymi stupni axonalniho
poskozeni a demyelinizace (Zamvil & Steinman, 1990). B bunky a protilatky nejsou pottebné pro vznik
EAE (Linington et al., 1988). Hlavnim rozdilem od roztrouSené sklerdzy je to, Ze k rozvoji EAE je
potieba vnéjsi imunizace MOG peptidem (Bruno Gran et al., 2007). Dalsi dulezitou odlisnosti EAE od
roztrousené skler6zy jsou rozdily v imunologii onemocnéni — u EAE jsou za vznik zanétu zodpoveédné

Th1 bunky a za demyelinizaci B buiiky produkujici protilatky, zatimco u roztrousené sklerdzy zptisobuji

zanét Th17 bunky a demyelinizace je zptisobena cytotoxickymi T bunkami (Hart, 2019).

EAE je jediny dostupny model pro studium roztrousené sklerdzy a neni ten nejidealnéjsi, coz je
dano rozdily v imunitni reakci (Farooqi et al., 2010). Velkou slabinou modelu je také to, Ze nereplikuje
dobie onemocnéni u lidi, jelikoz je EAE jednordzové onemocnéni, zatimco lidské onemocnéni je

chronické.

2.3 Diabetes I. typu

Diabetes prvniho typu je autoimunitni onemocnéni, béhem kterého jsou poskozovany 3 buiky
pankreatu, které produkuji insulin. Poskozeni zptsobuji CD4" a CD8" T lymfocyty a makrofagy
infiltrujici Langerhansovy ostrivky (Foulis et al., 1991). V roce 2019 byl celosvétovy nartist incidence
9 % a predpoklada se, Ze rocni incidence se zvedne o 3 % (Saeedi et al., 2019). Tyto zmény jsou az moc
rychlé na to, aby byly zptsobené zménami v genetickém materialu, a proto je rychly nariist ziejmé dan
vlivem Zzivotniho prostiedi (Saeedi et al., 2019). Mezi symptomy diabetes 1. typu patii hlad, nevolnost,

ztrata télesné hmotnosti, vyCerpani a rozmazané vidéni.

Patogeneze onemocnéni je dana komplexem interakci mezi pankreatickymi  buiikami a
bunkami vrozeného a adaptivniho imunitniho systému (Hull et al., 2017). Predpoklada se, Zze vyvoj
diabetes je zahajen prezentaci f bunécnych peptidl antigen prezentujicim buitkam (antigen presenting
cell; APC). APC nesou tyto autoantigeny a migruji do pankreatickych lymfatickych uzlin. Zde reaguji
s autoreaktivnimi CD4" T lymfocyty, které aktivuji autoreaktivni CD8* T lymfocyty (DiMeglio et al.,
2018). Aktivni CD8* T lymfocyty se vraceji do ostrivkd a nic¢i B buiiky. Poskozeni B bunék je dale
podpoteno uvoliiovanim prozanétlivych cytokint a reaktivnich forem kysliku z makrofagt, neutrofilt a
NK (natural killer) bun¢k. Cely tento proces je zesilen poruchami regulacnich T bunék (Treg), které

nejsou schopné potlacit autoimunitu (DiMeglio et al., 2018).

Ke studiu diabetes 1. typu se vyuzivaji non-obese diabetic (NOD) mysi, pfedevsim samicky,
protoZe u nich zac¢ina vyvoj diabetes dfive nez u samcti (Anderson et al., 2005). Bunky vrozené imunity,
konkrétn¢ dendritické buiiky, makrofagy a neutrofily, mohou infiltrovat slinivku NOD mysi jiz ve véku
3 tydnt (Bouma et al., 2005; Diana et al., 2013; Jansen et al., 1994; Pearson et al., 2016). K infiltraci
CD4" a CD8" T lymfocyti dochazi od véku 4-6 tydnt a oba typy bunék jsou potieba pro vyvoj
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onemocnéni (Pearson et al., 2016; Serreze et al., 1994; Wicker et al., 1994). NOD mysi vykazuji tbytek
hmotnosti, infiltraci Langerhansonovych ostravka leukocyty a pfitomnost glukdzy v krvi, a proto se

jedna o vhodny model ke studiu diabetes 1. typu (Makino et al., 1980).

2.4 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida je chronické zanétlivé autoimunitni onemocnéni, na jehoz vzniku se podili
jak genetické tak enviromentalni rizikové faktory a pro vznik onemocnéni jich je potieba vétsi mnoZzstvi
(Smolen et al., 2018). Symptomy revmatoidni artritidy jsou bolest a otoky kloubti, ztuhlost kloubti
predevs§im v rannich hodinach, omezeni pohybu, vy¢erpani a ztrata t¢lesné hmotnosti. Po delsi dob¢ je
onemocnéni spojeno se systémovymi poruchami, véetné kardiovaskularnich, plicnich, koznich,

kosternich a psychickych (McInnes & Schett, 2011).

Béhem revmatoidni artritidy dochazi k nékolika imunopatologickym dé&jim. Prvnim z nich je
produkce autoprotilatek, konkrétné revmatoidniho faktoru a protilatek proti cyklickym citrulinovanym
peptidim, které se v téle bézné vyskytuji, a tyto autoprotilatky aktivuji buiiky imunitniho systému,
podporuji zanét a poskozeni kloubni tkané (Mclnnes & Schett, 2011). Dale pak dochézi k aktivaci bun¢k
vrozen¢ho imunitniho systému, konkrétn¢ makrofagti a neutrofild, produkujicich prozanétlivé cytokiny
TNF-a, IL-1 a IL-6, které dale podporuji zanét a poskozeni tkan¢ v kloubech. Aktivovany jsou také
bunky adaptivniho imunitniho systému. T lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny a aktivuji dalsi
buiiky imunitniho systému. B lymfocyty produkuji autoprotilatky a podporuji tak zadnét (Mclnnes &
Schett, 2011). T a B buiiky, které se dostanou do synovialni membrany, zvysi proliferaci synovialnich
fibroblastli a ty za¢nou produkovat zvySené mnozstvi cytokinii a chemokinli podporujici zanét,
poskozeni chrupavky a rozpad kosti. Jednim z téchto cytokinti je RANKL, ktery podporuje diferenciaci
osteoklastli vedouci k poniceni kosti (McInnes & Schett, 2011).

Nejcastéji vyuzivanym modelem pro studium patogennich mechanismtl, vyvoje a testovani 1éCiv
proti revmatoidni artritidé je kolagen-indukovana artritida (collagen-induced arthritis; CIA). CIA je
vyvolana u mysi imunizaci kolagenem typu II. (Brand et al., 2007). CIA se 1i$i od revmatoidni artritidy
tim, ze u CIA neni pfitomen revmatoidni faktor, ktery se vyuziva jako marker pro diagnostiku
revmatoidni artritidy. Spolecné znaky revmatoidni artritidy a CIA jsou synovialni hyperplazie, infiltrace
mononuklearnimi bunkami a degradace chrupavky, a proto se jedna o vhodny model (Boissier et al.,

1987; Holmdabhl et al., 1986).

2.5 Alergické astma
Alergické astma je zanétlivé onemocnéni plic charakteristické omezenim priutoku vzduchu,
nepiiméfenou imunitni odpovédi a zanétem dychacich cest (Wills-Karp, 1999). Mezi hlavni symptomy
onemocnéni patii bolesti na hrudniku, kasel, potiZze s dychanim, zrychlené dychani, dusnost, sipavé

dychani a vyCerpanost (Lambrecht & Hammad, 2015).



Imunitni odpovéd’ je spusténa reakci Th2 lymfocyti na alergen. Endotel je stimulovan
prosttednictvim Th2 cytokinu IL-13 k expresi VCAM-1 (vascular cell adhesion protein 1), a diky vazbé
na VLA-4 (very late antigen-4) je umoznéna migrace eozinofill skrz endotel (Moser et al., 1992, 1993).
Eosinofily jsou hlavnim bunéénym typem podilejicim se na patogenezi alergického astmatu. Uvoliluji
cytokiny a chemokiny, které prispivaji k zanétu, sekreci hlenu a zazeni dychacich cest (Wills-Karp,
1999). Jedinci trpici astmatem maji vys$si hodnoty IgE oproti zdravym jedincim. Na patogenezi se také
podileji mastocyty a basofily produkujici zanétlivé molekuly (napi. histamin a leukotrien), které
zpusobuji kontrakce hladkého svalstva, produkci hlenu a zvySuji propustnost cév (Wills-Karp, 1999).
Dalsimi charakteristickymi znaky je zvétSeni tloustky submukozy a zvyseni poctu poharkovych bunck

(Beasley et al., 1989).

Pro studium astma se vyuziva model alergického astmatu indukovany ovalbuminem (OVA).
Imunitni systém reaguje na OVA jakozto na Skodlivou latku, coz aktivuje CD4" T lymfocyty a spousti
produkeci prozanétlivych cytokinti (Casaro et al., 2019). Mysi oSetfené OVA vykazuji klasické znaky
alergického astmatu jako jsou vysoké hodnoty IgE, zvySena produkce hlenu, zanét a nepfiméfenou
odpoveéd dychacich cest, a tak se jedna o vhodny model (Casaro et al., 2019; Kim et al., 2019). Alergicky
zanét muze byt kromé¢ OVA také zplsoben vystavenim alergenu Alternaria alternata a extraktu
z roztocl (Chauché et al., 2022). Oproti tomu je astma zpiisobeno velkou Skalou faktort, jako jsou

napfiklad virové infekce, alergeny a znecisténé ovzdusi (Lambrecht & Hammad, 2015).

Pfi studiu vlivu imunomodulac¢nich molekul na alergické astma se vyuzivaji dva modely. Pii
preventivnim modelu je imunomodula¢ni molekula podana mysi jest¢ pred vystavenim alergenu a
spusténim alergické reakce. Jedna se tedy o model vhodny ke studiu profylaktické lécby. Druhym
modelem je ,prechallenge model, kdy je nejprve provedena senzibilizace, poté je podana
imunomodula¢ni molekula a teprve pak je mysi podan alergen. Hlavnim rozdilem je tedy nac¢asovani

podani molekuly vzhledem k vystaveni alergenu.

Vyse zminéné zvifeci modely jsou vhodné pro studium lidskych onemocnéni, jelikoZ jsou témer
vSechny symptomy totozné se symptomy u lidskych onemocnéni, a jedna se o jediné zndmé modely.
Zaroven to ale nejsou nejidealn€jsi modely, protoze se cCasto lisi v imunologickych procesech

zpusobujici a doprovazejici onemocnéni.



3 Cystatiny

Cystatiny jsou reverzibilni, pevn¢ se vazajici inhibitory tvofici pevny komplex s cysteinovou
protedzou, ¢imz blokuji jeji aktivni centrum (Nicklin, Barrett, 1984). Cysteinové protedzy se nachazeji
ve vSech organismech a podileji se na riiznych biologickych procesech vcetné katabolismu proteint,

zpracovani antigent a zdnétu (Hartmann et al., 1997).

Cystatiny produkované hlisticemi maji velké mnozstvi specifickych imunomodulac¢nich funkci
v zavislosti na konkrétnim parazitovi a plisobi soubézné na rizné imunitni mechanismy hostitele
(Hartmann, Lucius, 2003). Prvni popsany cystatin parazitarniho ptivodu byl onchocystatin filarie
Onchocerca volvulus (Lustigman et al., 1992). Dal§im popsanym byl cystatin filarie Acanthocheilonema
ucinky (Hartmann et al., 1997; Hartmann, Lucius, 2003; Schonemeyer et al., 2001). Mezi dalsi filarie

produkujici cystatiny patii naptiklad Brugia malayi a Litomosoides sigmodontis podporujici tvorbu

~~~~~

cytokind (Dainichi et al., 2001; Newlands et al., 2001).

V této kapitole se budu konkrétné zabyvat cystatiny Av17 (cystatin produkovany
Acanthocheilonema viteae), BMCys (Brugia malayi cystatin), AI-CPI (Ascaris lumbricoides cystein
protease inhibitor) a CsStefin-1 (cystatin produkovany Clonorchis sinensis). Tyto molekuly maji vliv
na alergicky zanét dychacich cest a DSS-indukovanou kolitidu. Dale se pak budu zabyvat SjCystatinem
(Schistosoma japonicum cystatin), ktery ovliviiuje vyvoj CIA. Nejedna se o kompletni vycet vSech

cystatini produkovanych helminty, pouze o vyb&r zkoumany v kontextu autoimunitnich onemocnéni.

3.1 Avl7

K experimentim tykajicim se alergického zanétu dychacich cest pouzili v experimentu
Schnoeller et al., 2008 dva modely — preventivni model, ve kterém byl rekombinantni Av17 (rAv17)
podan béhem indukce alergické reakce, a ,,prechallenge* model, ve kterém byl rAv17 podan po indukci
alergické reakce. Behem experimentli vyuzili metodu bronchoalveolarni lavaze a mnozstvi bunék bylo
zkoumano ze ziskané bronchoalveolarni tekutiny (bronchoalveolar lavage fluid; BALF). Cilem
experimenttl bylo zjistit, jakym zptisobem dochazi k inhibici astma, zda je IL-10 odpovédny za snizeni

patologie a které buniky IL-10 produkuji.

Astmatické mysi oSetiené rAv17 vykazovaly mnohem vys§i hodnoty IL-10 oproti kontrolnim
skupinam. Ke zjisténi, zda je inhibice alergické odpovédi zavisla na IL-10, pouzili anti-IL-10 receptor
protilatky. Zablokovanim IL-10 receptoru u astmatickych mysi s rAv17 byl kompletné obnoven pocet
bunék v BALF, ktery byl srovnatelny s poctem bunck u kontrolnich skupin astmatickych mysi
(Schnoeller et al., 2008). Z toho mtizeme odvodit, Ze je IL-10 kli¢ovou molekulou pro imunomodulaci

zprosttedkovanou rAv17. JelikoZ jsou makrofagy i Treg buiniky zdrojem IL-10, Schnoeller et al., 2008
7



také zkoumali, kterd z té€chto buné¢k je primarné zodpovédna za produkei IL-10 pii oSetfeni rAv17, a
vyuzili k tomu selektivni odstranéni téchto bunek. Po odstranéni makrofagti produkce IL-10 vyrazné
klesla u astmatickych mysi oSetfenych rAv17, zatimco u Treg bun€k nebyl tento pokles pozorovan. Je
tedy ziejmé, ze jsou makrofagy hlavnim zdrojem IL-10 a podileji se na imunomodulaci astmatu

zprostiedkované rAv17 (Schnoeller et al., 2008).

Pouziti rAv17 také vedlo k inhibici infiltrace eozinofilti do plic, které tim padem neprodukovaly
tolik molekul (napiiklad IL-4, IL-5 a IL-13) podilejici se na poskozeni plic (Rothenberg, Hogan, 2006;
Trivedi, Lloyd, 2007; Schnoeller et al., 2008). U obou modelt byla také snizena produkce Th2 cytokinu
IL-4 (Schnoeller et al., 2008). Doslo rovnéz k snizeni IgE u preventivniho modelu, zatimco u

prechallenge modelu nebyla redukce IgE tak vyrazna (Schnoeller et al., 2008).

Vysledky této studie tedy ukazuji, Ze oSetieni astmatickych mysi pomoci rAv17 béhem indukce
alergické reakce nebo po ni ptisobilo proti mechanismiim odpovédnym za alergické astma. rAv17
vyrazné snizil nabor eozinofilt do plic, snizil produkci IgE a také IL-4. IL-10 je kli¢ovou molekulou
v imunomodulaci zprostitedkované rAvl7 a zvySeni produkce IL-10 makrofagy je hlavnim

mechanismem imunomodulace astmatu prostfednictvim tohoto cystatinu (Schnoeller et al., 2008).

Schnoeller et al., 2008 také zkoumali efekty Av17 na DSS indukovanou kolitidu, protoze chtéli
zjistit, zda ma Av17 ucinek pouze na Th2 zprostfedkovanou imunopatologii nebo i na jiné typy zanéti.
Zjistili, Ze po podani Av17 byl index zanétu stieva vyrazné snizen. Mysi s kolitidou oSetfené Av17
vykazovaly snizené poskozeni epitelu a nizsi ubytek poharkovych bunék ve srovnani s kontrolni
skupinou kolitickych mysi. Av17 tedy potlacuje DSS indukovanou kolitidu. Schnoeller et al., 2008
navrhuji, ze zvysSend produkce IL-10 makrofaga se pravdépodobné podili na regulaci imunitnich reakci
u akutni DSS indukované kolitidy. Je dalezité zminit, ze ve studii Schnoeller et al., 2008 nebylo, na
rozdil od astmatu, experimentiim s DSS indukovanou kolitidou vénovano takové mnoZzstvi pozornosti a
nebyly zkoumany konkrétni bunky, které Av17 ovlivituje. Zato se vénovali po¢tu poharkovych bunék,

které opomnéli pii zkoumani astmatu.

3.2 BMCys

Dalsim cystatinem, jehoz vliv na DSS indukovanou kolitidu byl zkouman, je BMCys. Khatri et
al., 2015 ve své studii pouzili rekombinantni BMCys (rBMCys), po jehoZ podani se neprojevil ubytek
hmotnosti a nedoslo k vyraznému zkraceni stfeva ve srovnani s kontrolni skupinou kolitickych mysi.
Vysledkem pozorovani bylo téZ to, ze pozitivni efekt rBMCys na onemocnéni je zavisly na mnozstvi
pouzité davky (Khatri et al., 2015). Zjistili rovnéz, ze tBMCys zajistil zachovani strukturalni celistvosti
tlustého stieva a snizil tak zavaznost histopatologického poskozeni. Pii kolitidé je zvySené mnozstvi
cytokini INF-y, TNF-a, IL-5, IL-6, IL-17, a pravé u téchto cytokini doslo k vyraznému snizeni
naméfeného v séru mysi oSetienych rBMCys. Zarovenn byla pozorovéna zvySend exprese IL-10 u
splenocytt (Khatri et al., 2015). V této studii se na rozdil od Schnoeller et al., 2008 nezamétovali na to,

které konkrétni bunky IL-10 produkuji. Zavérem této studie je, ze 1écba DSS indukované kolitidy
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pomoci rBMCys zmirnila celkovou zavaznost onemocnéni, konkrétné mensi ubytek hmotnosti, snizeni
edému sliznice a poSkozeni tlustého stfeva, snizeni produkce Th1 a Th17 cytokint spojenych s kolitidou

a zvysSeni mnozstvi IL-10 (Khatri et al., 2015).

3.3 AI-CPI

Coronado et al., 2017 ve svém experimentu aplikovali rekombinantni Al-CPI (rAl-CPI) s cilem
zjistit jeho efekt na DSS indukovanou kolitidu. Béhem pokusu doSlo ke znatelnému zlepSeni
zdravotniho stavu kolitickych mysi osetfenych rAl-CPI. V porovnani s kontrolni skupinou nemocnych
my$i mén¢ hubly, mély méné stfevnich potizi a méné krve ve stolici. Krome toho 1é¢ba rAl-CPI vedla
k menS§imu zkraceni stiev ve srovnani s kontrolni skupinou nemocnych mysi. Histologické rozbory
sttevni tkan¢ ukazaly snizeni zanétu a zaroven vyznamné obnoveni stfevni tkan¢ spolecné s obnovou

epitelu a snizenim bunécné infiltrace (Coronado et al., 2017). U kolitickych mysi oSetfenych rAl-CPI

rrrrr

rrrrr

Ptesny mechanismus, ktery je zdkladem téchto ucinka stale neni dopodrobna prozkouman (Coronado et

al., 2017).

3.4 CsStefin-1

Bylo prokazano, ze CsStefin-1 ma také pozitivni vliv na 1é¢bu DSS indukované kolitidy (Jang
et al., 2011). Pfi pouziti rekombinantniho CsStefinu-1 (rCsStefin) u mysi s DSS indukovanou kolitidou
nebyla ztrata hmotnosti tak vyrazna jako u kontrolni skupiny, nedoslo ke zkraceni stfeva, vétSina
sttevniho epitelu ziistala neporusena a byla zvySena produkce IL-10 makrofagy (Jang et al., 2011).
V daném experimentu také naméfili snizenou produkci TNF-o, coZ je hlavni cytokin podilejici se na
patogenezi IBD a nejcastéji vyuzivanou terapii jsou protilatky proti TNF-a (Fiorino et al., 2011; Jang et
al., 2011). Vysledky studie od Jang et al., 2011 jsou podobné s vysledky ptedchozich studii a CsStefin-
1 je také schopny potlacit DSS indukovanou kolitidu.

3.5 SjCystatin

Liu et al., 2016 se ve své studii zaméfili na to, jestli rekombinantni SjCystatin (rSjCystatin)
dokaze zamezit destrukci chrupavky a zanétu kloubt, a zda ma rozdilny ucinek pii preventivnim a
terapeutickém modelu 1éCby. Pii preventivni davce rSjCystatinu byly vyskyt artritidy a klinické skore
znaéné snizeno. U preventivniho modelu doslo k sniZeni infiltrace zanétlivymi bunkami v kloubu,
synovialni hyperplazie a destrukci kosti u mysi s CIA oproti terapeutickému modelu (Liu et al., 2016).
U preventivniho modelu byl pozorovan snizeny pocet splenocytti a lymfocyti ve slezin€, zatimco u
terapeutického modelu byly pocty splenocyti a lymfocyth srovnatelné s kontrolni skupinou. U
preventivni aplikace rSjCystatinu doslo ve sleziné k zvyseni podilu Th2 bun¢k a k poklesu Thl a Th17

U preventivniho modelu byla zvysena produkce IL-4 a IL-10 a sniZzena produkce IFN-y, TNF-a, IL-6 a
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IL-17, jejichz zvySena produkce je typickd pro CIA (Liu et al., 2016). Vysledkem této studie je zjisténi,
ze podani rSjCystatinu pfed zahdjenim CIA vyznamné zmirnilo strukturalni patologii kloubti u
nemocnych mys$i. Hlavnim imunomodula¢nich mechanismem je potlaceni Thl a Th17 imunitni
odpovédi a podpora Th2 imunitni odpovédi. I piesto, ze vysledky této studie u preventivniho modelu
jsou pozitivni a dochazi k potla¢eni onemocnéni, u terapeutického modelu tomu tak neni. Aplikace
rSjCystatinu pii jiz vyvinuté artritidé nesnizuje degradaci chrupavky, protoze rSjCystatin neovlivnil
diferenciaci T bunék, infiltraci zanétlivych bunék a synovialni hyperplazii (Liu et al.,, 2016). Pro
praktické vyuziti pti 1écbé artritidy by tedy bylo potieba, aby samotné onemocnéni bylo diagnostikovano

jesteé pred vyvinutim.

Parazitarnich cystatinli je velké mnozstvi a v této kapitole byl zminén pouze zlomek, ktery je
relevantni pro zaméfeni této prace. Hlavnim zjisténim je, Ze u vSech vySe zminénych cytokinl se
vyskytuje zvySena produkce IL-10, ktery miize inhibovat uvoliiovani prozanétlivych cytokini a expresi
MHC 1I. tfidy (Neurath, 2014). rAv17 je schopen redukovat alergické onemocnéni dychacich cest jak
v preventivnim, tak terapeutickém modelu, z ¢ehoz miizeme usoudit, Ze je velmi vhodnym kandidatem
pro vyvoj léciva. Jak je vidét rAv17, iBMCys, rAl-CPI a rCsStefin maji podobné ucinky na DSS-
indukovanou kolitidu, stim ze zvySeni produkce IL-10 je pravdépodobné hlavnim mechanismem
imunomodulace témito cystatiny, a mizeme fict, ze se jednd o dobré kandidaty pro vyvoj léciva
(Coronado et al., 2017; Jang et al., 2011; Khatri et al., 2015; Schnoeller et al., 2008; Ziegler et al., 2015).
Vysledky téchto studii maji vyznam pro vyvoj novych terapii pro zanétliva onemocnéni jako je astma a
kolitida. Oproti tomu rSjCystatin byl schopen potlacit CIA pouze u preventivniho modelu, a tim padem
je dulezité se zamyslet, jestli se jedna o vhodného kandidata pro vyvoj 1é¢iva a do jaké miry by se musela
zlepsit diagnostika onemocnéni. Jak je jiz vySe zminéno, mezi dalsi cystatiny, které ovliviiuji fungovani
makrofagil patfi onchocystatin a cystatin filarie Acanthocheilonema viteae, a je mozné, ze by mohly
fungovat podobné¢ jako Av17 a CsStefin. Je to ukazkou toho, jak moc velky potencial tyto

imunomodulaéni molekuly maji a jak malo pozornosti se jim vénuje ve vyzkumu.

4 ES-62

ES-62 je jedna znejlépe definovanych imunomodulacnich molekul hlistic. Je produkovéan
larvami L4 a dospélci filarie Acanthocheilonema viteae. Homology miizeme nalézt u dalSich filarii
parazitujicich u lidi, naptiklad Brugia malayi a Onchocerca volvulus (Harnett et al., 2003). Jedna se o
tetramericky glykoprotein sloZzeny z monomeri o velikosti 62 kDa (odtud 62 v nazvu) (Harnett et al.,
2003). ES-62 obsahuje fosforylcholin (phosphorylcholine; PC) patiici mezi molekularni vzory
asociované s patogeny (pathogen-associated molecular pattern; PAMP), které umoziuji rozpoznani

parazita hostitelem a zaroven spousti imunitni odpovéd” hostitele (Harnett et al., 2010).
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Bunikami, které ES-62 ovlivilje, jsou B a T lymfocyty. V pfipadé¢ B lymfocytd indukuje
proteolyzu PKC -a, -B a -V A, které patii mezi enzymy nezbytné pro proliferaci B bunék a v dusledku
toho neni B bunéénéa odpovéd’ adekvatni (Deehan et al., 1997, 1998). Omezena proliferace zptsobena
ES-62 byla popsana i u T lymfocytt, kde dochazi k naruseni vazby T bunécného receptoru na
fosfolipazu D, PKC a PI 3-K (Harnett et al., 1998). U T lymfocyti kromé nizsi proliferaci pozorovali
také mensi pocet bunék migrujicich do B bunéénych folikulti v lymfatickych uzlinach (Marshall et al.,
2005). Podle téchto vysledki se predpokladalo, ze ES-62 ovlivituje funkci B a T lymfocytd kvtli obratu
imunitni odpovédi k Th2 fenotypu, coz bylo vyvraceno studii Marshall et al., 2008. Th2 bunécna
polarizace je zavisla na vlivu ES-62 na APC jako jsou makrofagy a dendritické bunky (Goodridge et al.,
2005; Whelan et al., 2000).

Th2 bunééna polarizace pomoci ES-62 je ddna modulaci aktivace Toll-like receptorti (TLR) a
MyDS88-dependentni drahy (Goodridge et al., 2005; Whelan et al., 2000). Za normalnich podminek TLR
rozpoznavaji PAMPs a indukuji signaliza¢ni kaskadu vedouci k aktivaci MAP kinaz a transkripéniho
faktoru NF-kB a to nasledné vede k produkci prozanétlivych cytokind IL-6, IL-12 a TNF-a (Kawai &
Akira, 2010). ES-62 je rozpoznan TLR4 a po vazb¢ na receptor dochazi k snizeni exprese MyDS88,
v disledku toho nedojde k translokaci NF-«xB do jadra a produkce prozanétlivych cytokint IL-6, IL-12
a TNF-a je snizena (Goodridge et al., 2005; Pineda, Lumb, et al., 2014). Timto zptisobem ES-62

moduluje antigen prezentujici buiiky a navozuje Th2 imunitni odpovéd'.

Corbet et al., 2021 se ve své studii zabyvali potlacenim CIA pomoci ES-62 a tim, jaké
mechanismy se na tom podileji. Ochrana pied CIA je spojena se schopnosti ES-62 zménit patogenni
populace synovidlnich fibroblastl, které nici kosti, na populaci bunék s neSkodnym fenotypem, a
ovlivnit autoimunitni reakce vyvolané IL-17 a IL-1p, které by jinak zptisobovaly patogenitu v kloubu
(Corbet et al., 2021; Nakae et al., 2003; Sharma et al., 2016). Soucasti procesu ochrany je vyse zminéné
rozpoznani ES-62 pomoci TLR4 vedouci k downregulaci MyD88 signalizace, potlateni T bunécné
produkce 1L-17 a obnové mnozstvi B regulacnich bunék (Doonan et al., 2019; Pineda et al., 2012;

Pineda, Rodgers, et al., 2014; Rodgers et al., 2014).

ES-62 také zabranuje osteoklastogenezi, ktera je projevem CIA a revmatoidni artritidy (Doonan
et al., 2018). ES-62 ovliviiuje populace progenitorovych bunck, zabraiuje fuzi a zrani osteoklastt, a to

i v pozdéj$im stadiu onemocnéni, a tak zabratnuje odbouravani kostni hmoty (Doonan et al., 2018).

Imunomodulacni schopnost ES-62 je do ur€ité miry zavisla na PC. To bylo doloZeno studiemi,
ve kterych byl pozorovan pouze PC navazany na hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin; BSA),
coz je neutralni bilkovina, nebo ovalbumin (OVA), coz je alergen (Harnett et al., 2008; W. Harnett &
Harnett, 1999). Vysledkem bylo, ze PC navazany na BSA nebo OVA napodoboval funk¢ni vlastnosti
ES-62, napiiklad ovlivnéni funkce B bun¢k a zrani antigen prezentujicich bun¢k in vitro (Harnett et al.,
2008; W. Harnett & Harnett, 1999). Ke zkoumani, zda samotné PC je schopné inhibovat zanét
zpusobeny CIA, byly mysi oSetfeny ES-62, PC navazanym na OVA (PC-OVA) a rES-62, coz je
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rekombinantni ES-62 bez PC (Harnett et al., 2008). Pti pouziti rES-62, ES-62 nebo OVA-PC nebyl
ovlivnén primérny pocet populaci bunék lymfatickych uzlin a bunék sleziny. Splenocyty méné
reagovaly na stimulaci skrz BCR receptor u mysi oSetfenych rES-62 nebo ES-62. Harnett et al., 2008
ve svych experimentech také zkusili oSetiit CIA mys$i OVA-PC teprve az v moment, kdy byly
pozorovany klinické piiznaky, a zjistili, Ze doslo k omezeni vyvoje zanétu (Harnett et al., 2008). Pti
pouziti OVA-PC byla tedy zavaznost zanétu snizena, coz potvrzuje fakt, Ze OVA-PC je schopny
velmi kli¢ovou slozku ES-62. Zaroven ale neni ES-62 pln¢ nahraditelna PC, protoZe ne vSechny efekty

ES-62 jsou zavislé na PC, napiiklad signalizace skrz BCR (Harnett et al., 2008).

Podle PC z ES-62 byly vytvofené malé¢ molekulové analogy (small molecule analoge, SMA).
Konkrétné SMA 11a a SMA 12b byly schopné mimikovat ochranu kosti a protizanétlivé efekty ES-62
a uspésné branily vzniku a vyvoji poskozeni kloubidl u CIA (Al-Riyami et al., 2013; Lumb et al., 2017;
Rzepecka et al., 2015). SMA by tedy mohly byt vhodnymi kandidaty misto ES-62. Jejich vyhodou je
mala velikost, zlepSené cileni na konkrétni bunky imunitniho systému a levné&jsi vyroba (Lumb et al.,

2017).

ES-62 je molekula, ktera ovliviiuje proliferaci B a T bunék, antigen prezentujici bunky a
vyvolava Th2 imunitni odpovéd’. Je vSak tfeba zdlraznit, Ze imunomodula¢ni schopnosti ES-62 jsou
zavislé na navazaném PC. Kromé toho, ES-62 ma také vliv na autoimunitni reakce vyvolané IL-17.
Tento vliv je velmi dualezity, protoze ES-62 je schopny pfeprogramovat synovialni fibroblasty a omezit

osteoklastogenezi, coz vede k potlaceni zavaznosti artritidy.

S FhHDM-1

Fasciola hepatica helminth defense molecule 1 (FhHDM-1) je peptid, ktery je hojné produkovan a
sekretovan zvitecim a lidskym parazitem Fasciola hepatica béhem vyvoje v savéim hostiteli (Robinson
et al., 2011; A. Tanaka et al., 2018). Migrace helminta skrz jatra hostitele vede k poskozeni tkani a
molekuly sekretované parazitem mohou vyvolat buné¢nou smrt hepatocytll (Andrews, 1999; Baska et
al., 2013; Rojas-Caraballo et al., 2015; Wesolowska et al., 2012). Mrtvé bunky hostitele spousti
zanétlivou imunitni odpoveéd’, kterd miize poskodit parazita. F. hepatica proto produkuje FnHDM-1,
ktera je klicova pro zastaveni prozanétlivych imunitnich reakei hostitele s migrujicimi parazity, aby
zanét neposkodil parazita (Alvarado et al., 2017). Tato teorie je podpoiena i tim, ze FhRHDM-1 je

produkovana piedevsim jaternim stadiem parazita (Robinson et al., 2012).

Mezi hlavni imunomodula¢ni funkce FRHDM-1 patii inhibice lysozomalniho okyseleni a inhibice
sestaveni NLRP3 inflamazomu, coz nasledné ovliviiuje fungovani makrofagl a reguluje jejich roli v
prozanétlivé odpovédi (Alvarado et al., 2015; Lund et al., 2016; Robinson et al., 2012; A. Tanaka et al.,
2018).

12



FhHDM-1 se vaze na makrofagy a je internalizovana do endolysozomii (Robinson et al., 2012).
V endolysozomech je rozstépena lysozomalnim katepsinem L a C-termindlni fragment FhHDM-1
inhibuje funkci v-ATPazy (Alvarado et al., 2015; Robinson et al., 2012) coz zabrani okyseleni
endolysozomu a nedojde k aktivaci lysozomalniho katepsinu B (Alvarado et al., 2017). Po destabilizaci
endolysozomalni membrany je inaktivni katepsin B uvolnén do cytoplasmy, neni schopny aktivovat
NLRP3 inflamazom, a tak je sniZzena sekrece IL-1 makrofagy (Alvarado et al., 2017). Derivaty
FhHDM-1, které neméni lyzozomalni pH, neinhibuji sekreci IL-1P , takze vliv FRHDM-1 na produkeci
IL-1PB je nepiimy pies kontrolu pH v lysozomu. V nepfitomnosti IL-1B nemtlize dojit k vytvoteni Th1l
prozanétlivé odpovédi, protoze je IL-1B nezbytny pro diferenciaci Thl bungk, a tim padem ptevazuje
Th2 imunitni odpoveéd’ (Alvarado et al., 2017). Inhibice funkce makrofagi je dostate¢na pro ochranu

mys$i pfed poruchami imunity zpisobenymi auto-reaktivnimi T-lymfocyty, viz dale (Lund et al., 2016).

Vzhledem k tomu, ze FhRHDM-1 ovliviiuje funkci makrofagi, je logické, Ze se jeho terapeuticky
potencial testoval v modelech diabetes I. typu, EAE a artritidy, pro jejichz zahajeni a progres jsou

makrofagy dulezité (Calderon et al., 2008; Dungan et al., 2014).

FhHDM-1 zabranuje vyvoji diabetes 1. typu. Dikazem toho jsou experimenty, pfi kterych byly
samic¢ky NOD mysi oSetfeny FhnHDM-1 ve véku 4 tydnti (Lund et al., 2016). Polovina mysi osetfenych
FhHDM-1 byla chranéna pted rozvojem diabetes I. typu a zdstaly normoglykemické do véku 30 tydnt
(konec experimentu). Pii vySetfeni fezl slinivky z 13 tydennich mysi oSetfenych FhnHDM-1 se ukéazalo
snizeni zadnétu Langerhansovych ostriivkli ve srovnani s fezy z kontrolni skupiny mysi bez FiHDM-1

(Lund et al., 2016).

V ptipadé EAE md FhHDM-1 podobné protektivni u€inky jako u NOD mys$i. Podani proteinu
mySim zmirnilo klinické symptomy EAE vcetné€ snizeni poctd relapst u jednotlivych mysi. Sedmdesat
dni po indukci EAE a Sedesat dni od posledni injekce FRHDM-1 vice nez 50 % oSetfenych mysi prozilo
pouze jeden zachvat a 20 % mysi zlstalo zcela bez pfiznakd onemocnéni (Lund et al., 2016). U EAE
ubytek perifernich makrofagii nebo snizeni produkce TNF myeloidnimi bunikami nestacily k ovlivnéni
vyvoje autoantigenné specifickych Thl bun¢k, ale zabranily infiltraci lymfocytt do parenchymu CNS,
a tim padem FhHDM-1 inhiboval demyelinizaci a onemocnéni (Kruglov et al., 2011; Lund et al., 2016).
Podobné jako u diabetes muizeme fict, ze za zmirnéni vyvoje EAE je zodpovédna snizena prozanétliva

aktivita makrofagt zptisobenda FhHDM-1.

Lund et al., 2016 ve svém experiment zkoumali, zda FhRHDM-1 u modelu EAE snizuje specifickou
T bunécnou odpovéd’. V experimentu odebrali lymfatické uzliny ze dvou skupin EAE mysi, jedna
osettena FhRHDM-1 a druh4 oSetfena PBS, v moment, kdy se u skupiny osetfené PBS projevily prvni
pfiznaky onemocnéni a zméfili PLP specifickou T bunéénou odpovéd. U EAE mysi s PBS oproti
FhHDM-1 nebyla pozorovana zadnd zména v mnozstvi prozanétlivych cytokinti (IFNy, TNF aIL-17) a
nedoslo ke zvysSeni mnozstvi IL-4, IL-5 a IL-10, coz potvrzuje, ze ochrana pfed onemocnénim

zprosttedkovana FhHDM-1 neni dana inhibici autoantigen-specifickych zanétlivych T bunc¢k nebo
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prechodem k Th2 imunitni odpovédi, ale souvisi se snizenim prozanétlivého ptsobeni makrofagt (Lund
et al., 2016). Vysledkem tedy je, Ze 1écba FRHDM-1 u modelu EAE nesnizuje specifickou T bunécnou

odpovéd’ v reakcei na autoantigen PLP (myelinovy proteolipidovy protein).

Pti zkoumani, zda FKNHDM-1 ovliviiuje vyvoj artritidy, vyuzil Khan et al., 2020 synteticky peptid
odpovidajici 34aa C-terminalni doméné¢ FhHDM-1 (C-FhHDM-1). C-FhHDM-1 inhibuje diferenciaci
osteoklastlli z makrofaglim, ktera je zavisla na signalizaci pites RANKL/RANKL (Khan et al., 2020). Ta
reguluje tvorbu, aktivaci a preziti osteoklastti pfi modelaci a remodelaci kostni tkan€ za normalnich
podminek a pii patologickych stavech je spojena se zvysenim kostniho obratu (Boyce & Xing, 2008).
Diferenciace osteoklastd je spjata se zvySenym lysozomalnim okyselenim. C-FhHDM-1 inhibuje
lyzozomalni okyseleni, a to pravdépodobné nasledn¢ potlacuje resorpéni schopnosti osteoklasti (Khan
et al., 2020). V neposledni fadé C-FhHDM-1 inhibuje produkci RANKL osteoblasty, coZ je zptsobeno
potlacenim produkce IL-1B (Khan et al., 2020). C-FhHDM-1 zaroven inhibuje CIA indukovanou
FhHDM-1 zlepsuje klinické skére u mysiho modelu artritidy indukované CIA, chrani pfed ponic¢enim

chrupavky, zachovava kostni hmotu a stavbu kloubti (Khan et al., 2020).

Schopnost FRHDM-1 tlumit prozanétlivou Thl odpoveéd’ pfispiva ke schopnosti helminta zabranit
vyvoji autoimunitnich onemocnéni, jako je diabetes 1. typu, roztrousena skleréza a revmatoidni artritida
(Alvarado et al., 2017). FRHDM-1 chrani celistvost hostitelské tkané a zabranuje rozvoji dysregulacnich
prozanétlivych reakci, které iniciuji autoimunitni onemocneéni, a diky tomu ho mizeme povazovat za
potencionalni nové lé¢ivo odvozené od parazitii vyuzitelné pro lidska autoimunitni onemocnéni (Lund
et al., 2016). Je ale dulezité brat na védomi, v jaky moment byl FhiHDM-1 v experimentech podan,
abychom mohli rozliSit, zda je vhodny k lé¢bé daného onemocnéni nebo pouze jako prevence.
Ptikladem je experiment s EAE mySmi, u kterych byla nemoc indukovéna 10 dni pfed prvnim podanim
FhHDM-1, ale prvni symptomy EAE byly pozorovatelné cca po 14 dnech od indukce. Nabizi se tedy
otazka, zda by byla FnHDM-1 schopné zmirnit onemocnéni pfi podani az po projeveni symptomd.
Pokud ne, muselo by prvotné dojit ke zlepSeni diagnostiky nemoci, aby mohla byt identifikovatelna pred

prvnimi ptiznaky, a rovnou se mohlo zacit s 1é¢bou.

6 Hp-TGM

Heligmosomoides polygyrus TGF-B mimic (Hp-TGM) je soucasti exkrecné/sekrecnich
produktl Heligmosomoides polygyrus (H. polygyrus excretory/secretory products; HES) (Johnston et
al., 2017). H. polygyrus zije v travicim traktu hlodavct (Johnston et al., 2017). Parazit ma nejvetsi
produkci Hp-TGM, kdyzZ je v dospélém stadiu a nachazi se ve stievech hostitele (White et al., 2021). A.
polygyrus je schopen u svého hostitele zvétsit populaci Treg bunék tim, ze sekretuje produkty aktivujici
TGF-p signalizaci (Johnston et al., 2017). Hp-TGM je tvofen péti doménami, které se vazou na TPRI a

TPBRII receptory, s tim ze se Hp-TGM vaze na podobné strukturni motivy na danych receptorech jako
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transforming growth factor-beta (TGF-B) (Mukundan et al., 2022). Produkci Hp-TGM muzeme tedy
zafadit mezi molekuldrni mimikry, coz naznacuje konvergentni evoluci imunosupresivnich mediatora
parazita a hostitele. Zajimavé je, ze Hp-TGM neni homologni se savéim TGF-f nebo s jinymi zastupci

TGF-B rodiny, ale patii do nadrodiny ,,complement control proteinti (Johnston et al., 2017).

Sav¢i TGF-B ovliviiuje mnohé nepostradatelné biologické funkce v rlstu, vyvoji a regulaci
imunitniho systému. Imunitni homeostazi a zanét kontroluje TGF-p prostiednictvim regulace ptemény
naivnich CD4* T bunék na Foxp3* Treg bunky (Sanjabi et al., 2017). Dysregulace TGF-f drahy se podili
na patogenezi n¢kolika lidskych onemocnéni veetné napiiklad zanétlivych onemocnéni sttev (lhara et
al., 2017).

Mezi Foxp3™ Treg buiikami indukovanymi TGF-B a Hp-TGM jsou ur¢ité rozdily. Foxp3™ Treg
buiiky indukované Hp-TGM mély mnohem vétsi stabilitu v pfitomnosti zanétlivych cytokinG in vitro
oproti Treg buiikam indukovanymi TGF- (Cook et al., 2021). Dalsim rozdilem je, ze podle studie Cook
et al., 2021 je potieba pétkrat vétsi koncentrace Hp-TGM k indukci Foxp3™ Treg bunék nez u indukce
pomoci TGF-B, coz ale neni v souladu s vysledky studie Coakley et al., 2017 na mySich T bunkéch.
Oproti TGF-, byl Hp-TGM schopny indukovat siln€jsi expresi CTLA-4, coz je dulezity receptor pro
fungovani Treg bunék (Cook et al., 2021; Yamaguchi et al., 2013). Hp-TGM indukované Foxp3* Treg
buiky mély mnohem vyrazné&jsi supresivni ucinek oproti buinkdm indukovanym TGF-f (Cook et al.,

2021).

Hp-TGM indukuje kanonickou signalizaci skrz TGF-f drahu, indukuje epigenetické zmény na
Foxp3 lokusu CD4" T bun¢k a indukuje Foxp3* Treg bunky in vitro a in vivo, které jsou schopné potlacit
T bunécnou odpoveéd’ (Cook et al., 2021; Johnston et al., 2017; White et al., 2021).

Ve studii Cook et al., 2021 indukovali Foxp3* Treg buiiky pomoci Hp-TGM jak z naivnich, tak
pamétovych lidskych CD4* T bunék, k ¢emuz dochézi prostiednictvim TPRI a SMAD2/3 signalizace.
Pti indukci z naivnich bun¢k mély Foxp3* Treg bunky vyssi expresi CD25 a CTLA-4, nesekretovaly
efektorové cytokiny a byly schopné potlacit T bunéénou proliferaci. Pti indukci Foxp3™ Treg bunék

z pamétovych Thl bunek pomoci Hp-TGM, mély buniky snizenou sekreci I[FN-y (Cook et al., 2021).

Hp-TGM byl vyuzit ve studiich spojenych s EAE, DSS indukovanou kolitidou a mysim
modelem alergického astma (Chauché et al., 2022; Smyth et al., 2021; White et al., 2020).

Ve studii White et al., 2020 zkoumali, zda jsou rozdily mezi infekci H. polygyrus nebo pouzitim
HES a Hp-TGM na vyvoj a pribéh EAE. Zaroven je také zajimalo, zda je potlaceni onemocnéni dano
predevsim vyvolanim Th2 imunitni odpovédi nebo indukci Treg bunc¢k. Pii infekci zivym parazitem ve
stejny moment, kdy probéhla indukce EAE, doslo k vyvolani Th2 imunitni odpovédi, produkci 1L-4,
potlaceni IL-17A, mirnému nardstu Treg bunck, zpozdéni nastupu a snizeni zavaznosti EAE (White et
al., 2020). Pokud prob¢hla infekce parazitem 4 tydny po indukci EAE, tedy v dob¢ klinicky manifestni

patologie, nebyly mysi vyrazné chranény pfed onemocnénim. Pti pouziti HES a Hp-TGM doslo pouze
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k mirnému zpozdéni nastupu onemocnéni a mirné redukei IL-17A (White et al., 2020). Pii podani HES
a Hp-TGM pfi indukci onemocnéni nebo v pribéhu onemocnéni nebyla pozorovana zadnd zména
v poctu Treg bunck (White et al., 2020). Vysledkem tedy je, Ze pouziti HES a Hp-TGM hraje pouze
malou roli v potlaceni EAE, zatimco infekce H. polygyrus, zplisobena zarovenn v moment indukce EAE,
onemocnéni a jeho zadvaznost potlacila. Tento vysledek miize byt ovlivnén nizkou davkou HES a Hp-
TGM, kterou ve studii podavali my$im (2pg/mys/den) oproti jiny studiim s jinymi parazitickymi
molekulami, ve kterych byla velikost davky 250 ug/mys ob den (Kuijk et al., 2012; Pe6n et al., 2017;
Quinn et al., 2019; White et al., 2020).

Infekce H. polygyrus tedy chrani mysi pfed rozvojem EAE prostiednictvim vyvolani Th2
imunitni odpovedi spiSe nez pomoci indukce Treg bunék, a pro potlaceni EAE je kliCové spravné
nacasovani infekce (White et al., 2020). Dilezité také je, ze infekce potlacuje produkci IL-17A, ktery
snizuje regulaci proteint tésnych spojl, coz vede ke zvySeni permeability hematoencefalitické bariéry
a umoziuje infiltraci imunitnich bunék do CNS (Setiadi et al., 2019). Piedpoklada se také, ze IL-17A
rekrutuje aktivni neutrofily a monocyty do CNS, coz usnadiuje dal$i poskozeni a demyelinizaci, které
nadale zhorSuji piiznaky EAE (McGinley et al., 2020). Vysledek studie White et al., 2020 je tedy
pomérné piekvapivy, protoze Hp-TGM a HES nedokazali zajistit stejnou ochranu pfed onemocnénim

jako tomu bylo u infekce Zivym parazitem.

Ke studii efekti na DSS indukovanou kolitidu provedli Smyth et al., 2021 sérii experimentd, pfi
kterych vyuzili jedlou fasu Chlamydomonas reinhardtii k produkci Hp-TGM ve formé, ktera mohla byt
konzumovana. Hp-TGM z tas vyzaduje delsi dobu kultivace nebo vyssi koncentraci pro stejny ucinek
jako Hp-TGM produkovany H. polygyrus (Smyth et al., 2021). Pii peroralnim podani Hp-TGM z tas
myS§im dos§lo k zmenSeni ztraty télesné hmotnosti a zmirnéni symptomt u mysiho modelu DSS
indukované kolitidy. U kontrolni skupiny mysi, kterym nebylo podano Hp-TGM, byly ztraty télesné
hmotnosti mnohem vyrazné&j$i. Po ukonceni podavani DSS nebyly mysi, které nedostavaly Hp-TGM,
schopné pIné obnovit ubytek hmotnosti, zatimco u mysi s Hp-TGM doslo k navraceni do ptivodniho

stavu (Smyth et al., 2021).

DSS zptasobuje poskozeni slizni¢ni bariéry, coz muze vést k infekci komenzalnimi bakteriemi,
které stimuluji imunitni systém k produkci a sekreci zanétlivych cytokint (Smyth et al., 2021). Jednim
z disledkt stfevniho zanétu je zvétSeni mezenterialnich lymfatickych uzlin, které bylo pozorovano u
mys$i osetienych DSS. Mysi, které byly osetifeny Hp-TGM z tas, vykazovaly vétsi pocet Foxp3™ bun¢k
v Peyerovych placich, v mezenterialnich lymfatickych uzlinach a tenkém a tlustém stfeve, coz ovlivnilo

velikost uzlin, které se nezvétSily (Smyth et al., 2021).

Z téchto vysledkd mizeme fict, ze fasou produkovany Hp-TGM efektivné chranil mysi pted
sttevnimi potizemi a ztratou hmotnosti. Mezi vyhody tohoto pfistupu (tj. peroralniho podani Hp-TGM
produkovaného v fasach) patii pfimé plsobeni na zanicené sliznici a ekonomickd vyhodnost

v porovnani s anti-TNF terapii, ktera je Casto vyuzivéana pii 1&cbé IBD (Smyth et al., 2021).
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Chauché et al., 2022 ve svych experimentech zkoumali, zda je Hp-TGM schopny zmirnit
alergicky zanét dychacich cest zplisobeny vystavenim mysi alergenu Alternaria alternata, extraktu z
roztoc a OVA. U modelu s 4. alternata doslo k silnému potlaceni eozinofilie po 24 hodinach od
vystaveni alergenu. Podobny efekt byl pozorovan u modelu s extraktem z roztoct a OVA. U testovanych
populaci nemél Hp-TGM vliv na pocet Th2 bunék a mél pouze mirny efekt na Foxp3™ T buiky.
Vysledkem studie Chauché et al., 2022 tedy je, Ze podani Hp-TGM u modelt alergického astmatu
potlacilo eozinofilii dychacich cest, aniz by vyvolalo silnou reakci Treg bunék. Hp-TGM ma tedy velky
terapeuticky potencidl v 1écbe lidskych alergickych onemocnéni dychacich cest, protoze cileni na
eozinofily v plicich se jiz v rdmci jinych klinickych studii ukézalo jako efektivni pfi potlacovani astmatu
(De Groot et al., 2015; Jacobsen et al., 2008; Lambrecht & Hammad, 2015; Landolina & Levi-Schaffer,
2014; Rothenberg & Hogan, 2006) . I piesto je potieba mechanismus a klinické vyuziti prozkoumat vice
do hloubky.

Tato kapitola popisuje Hp-TGM, ktery ma biologické a funkcni vlastnosti jako TGF-B, mezi
které patii vazba na TGF-B receptory (TPRI a TBRII) a indukce Foxp3™ Treg bunék. Vysledky studii
tykajicich se onemocnéni ukazuji, ze Hp-TGM ma velky terapeuticky potencial v 1é¢bé ulcerdzni
kolitidy a alergického astmatu, ale ne roztrouSené sklerdzy. Pro terapeutické vyuziti, je potieba
prozkoumat vice do detailu vazbu domén Hp-TGM na TGF-f receptory a také zda se Hp-TGM nevaze
i na jiné receptory, coZ by mohlo ovlivnit efekt pti 1é€bé onemocnéni. Urcité stoji také za zminku, ze
H. polygyrus je parazit hlodavc, a tim padem jsou jeho efekty pfizptisobeny na jejich imunitni systém.
Je tedy potieba brat v potaz, Ze efekty na lidskd onemocnéni mohou byt odlisna od experimentalnich

mySich modelt a jejich vysledkd, které byly v této kapitole zminény.

7 HpARI a HpBARI

Soucasti HES produkovanych Heligmosomoides polygyrus jsou, krom& Hp-TGM, dalsi dvé
imunomodula¢ni molekuly. Jedna se o ,,heligmosomoides polygyrus alarmin release inhibitor” (HpARI)
a ,.heligmosomoides polygyrus binds alarmin receptor and inhibits* (HpBARI) (Osbourn et al., 2017;
Vacca et al., 2020).

HpARI snizuje zanét a podporuje preziti parazita tim, Zze dvéma zplsoby potlacuje imunitni
reakci v hostiteli. Je schopny se dostat do nekrotickych bunék, protoze maji poskozenou bunécnou
membranu. Zde se vaze na jadernou DNA a vyvazuje IL-33, ¢imz zabraiuje jeho uvoliovani
z poskozenych buné€k (Osbourn et al., 2017). Druhym zptisobem je, Ze se HpARI vaZe na extracelularni
IL-33 a tak zabrafiuje vazb&é na ST2 receptor na piirozenych lymfoidnich buiikach typu II (innate
lymphoid cells type 2; ILC2) (Osbourn et al., 2017). Pii astmatu je diilezita praveé vazba IL-33 na ST2
receptor na ILC2, kterd vede k produkei IL-5 a IL-13, eosinofilii a zvySené sekreci hlenu v dychaci

soustave (Bartemes et al., 2012). Tim, ze HpARI potla¢il Th2 imunitni odpovéd’ indukovanou IL-33,
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zabranil tak rozvoji alergického zanétu dychacich cest. U lidskych bun¢k nebyla vazba HpARI na IL-
33 tak silna, jako u mysich bungk, ale stale byla dostate¢na k zabranéni rozvoje astmatu (Osbourn et al.,

2017).

Vacca et al., 2020 ve své studii popsali HpBARI, ktery se silné vaze na ST2 receptor, blokuje
ho a inhibuje tak imunitni odpovéd’ zptisobenou IL-33, jelikoz se IL-33 na ST2 receptor nemtiZze navazat
(Vacca et al., 2020). Pii podani samotného HpBARI nebo v kombinaci s Alternaria alternata doslo
k silnému sniZeni signalizace pomoci ST2 receptoru s tim, ze HpBARI potlacil rozpoznani ST2
receptoru, ale ne jeho transkripci (Vacca et al., 2020). Podani HpBARI zarovei s A. alternata u OVA
indukovanych mysi vedlo k potlaceni aktivace ILC2 a omezeni eozinofilie v plicich (Vacca et al., 2020).
Miizeme tedy fict, Ze je HpBARI schopen potlacit Th2 imunitni odpovéd’ vyvolanou alergenem A.

alternata.

Vyslednym efektem HpARI a HpBARI je potlaceni Th2 imunitni odpovédi vyvolané IL-33,
potlaceni eozinofilie a sekrece hlenu v dychaci soustavé u alergického zanétu. Kazdd molekula ale
funguje odliSnym zptisobem. HpARI pisobi piimo na IL-33, ale vyvazuje ho jen v nekrotickych
buiikach a zabranuje jeho uvoliiovani z buiiky ven a zaroven se pfimo vaze na extracelularni IL-33 a
zamezuje tak vazbe€ na ST2 receptor na ILC2 (Osbourn et al., 2017). Oproti tomu HpBARI se vaze na
ST2 receptor i neposkozenych buné€k potlacuje jeho rozpoznani, ¢imz nemize dojit k navazani IL-33 na
n¢j. Hlavnim rozdilem tedy je, ze HpBARI funguje i u neposkozenych buné¢k, zatimco HpArl funguje
az v nekrotickych buiikach. Vyhodou cileni na ST2 receptor je, Ze mize byt blokovan jesté pied
poskozenim bun€k a uvolnénim IL-33 (Vacca et al., 2020). Teoreticky by tedy HpBARI m¢l byt

ucinnéjsi pii 1é¢be astmatu, ale je otazkou dal§iho vyzkumu, jestli tomu tak opravdu je.

8 NIF

Neutrophil inhibitory factor (NIF) je glykoprotein produkovany hlistici Ancylostoma caninum
a vaze se na CD11b/CD18 (Moyle et al., 1994; Muchowski et al., 1994). Integrin CD11b/CD18 je
adhezivni receptor nachazejici se na povrchu neutrofilli, eosinofili, bazofili, NK bun¢k, monocytt a
makrofagli a hraje dalezitou roli pii adhezi, migraci a fagocytoze, a podili se na zvySené reaktivité
dychacich cest u alergického astmatu (Albelda et al., 1994; Muchowski et al., 1994; Schnyder-Candrian
et al., 2012; T. Tanaka, 2016). Na téchto funkcich se podili primarn¢ A-doména, na kterou se NIF vaze
s vysokou specifitou a afinitou (Schnyder-Candrian et al., 2012).

Schnyder-Candrian et al., 2012 ve své studii pouzili kontrolni skupinu mysi oSetfenych
fyziologickym roztokem, mysi oSetfené rekombinantnim NIF (rNIF), astmatické mysi a astmatické mysi
osetfené rNIF za ucelem zkoumat migraci eozinofild a ovlivnéni poharkovych bunék. Astmatické mysi,
kterym bylo podano rNIF, mély méné eozinofild v plicich nez kontrolni astmatické mysi. U vzorkl byla
zéroven zkouména produkce IL-4 a IL-5, jejichZ zvySené mnozstvi bylo pozorovano u astmatickych
mySsi. Po podani rNIF byla produkce IL-4 a IL-5 vyrazné redukovana, coz je pravdépodobné ovlivnéno
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mensim poctem eozinofilti. rNIF siln¢ redukoval hyperplazii poharkovych bunék, s tim souvisejici
nadmérnou sekreci mukusu, a také infiltraci peribronchidlnimi eozinofily (Schnyder-Candrian et al.,
2012). Dulezité je, ze u neastmatickych mysi oSetienych pouze rNIF nedosSlo ke zméné v poctu
eozinofilt, zmén€ mnozstvi danych interleukinti a nebyla pozorovana hyperplazie poharkovych bunék,

coz znamena, ze samotny rNIF nezplsobuje zadné patologie (Schnyder-Candrian et al., 2012).

Schnyder-Candrian et al., 2012 v té stejné studii také zkoumali, zda rNIF ovliviluje migraci
eozinofilti a neutrofilt skrz endotel in vitro. Proces migrace eozinofilll je zavisly na CD11b/CDI18 a
podporovan IL-4 a IL-14. Omezeni migrace eozinofild je zptisobeno inhibici sekrece IL-14 pomoci rNIF
a také vazbou rNIF na A-doménu CD11b. Inhibice migrace eozinofild je zavisla na davce rNIF, ¢im
veétsi mnozstvi rNIF bylo podéano, tim vétsi inhibice byla. Oproti tomu inhibice transendotelialni migrace
u neutrofili nebyla ovlivnéna, ani pfi vysSich davkach rNIF. rNIF tedy inhibuje in vitro migraci
eozinofilt, ale ne neutrofilt, skrz endotel (Schnyder-Candrian et al., 2012). Tyto vysledky odpovidaji
pozorovani in vivo, ze rNIF vyrazn¢ snizuje akumulaci eozinofili v peribronchialnim prostoru

(Schnyder-Candrian et al., 2012)

Vysledkem je, ze rNIF ovliviiuje imunitni odpovéd’ hostitele zadsahem do migrace eozinofild,
ovlivnénim zmnozeni poharkovych buné¢k a sekrece mukusu a potlaceni produkce Th2 cytokiniu OVA-

indukovaného zanétu plic. Zadna dalsi navazujici studie na efekty rNIF na astma nebyla provedena.

9 Omega-1
Omega-1 je jedna z molekul hojn€ se vyskytujicich ve vajeném antigenu (soluble egg antigen;
SEA), motolice Schistosoma mansoni (Dunne et al., 1988; Everts et al., 2009). Je to monomerni

glykoprotein a jedna se o aktivni glykosylovanou T2 ribonukleazu (RNéazu) (Dunne et al., 1988; Everts
et al., 2012; Fitzsimmons et al., 2005).

Dendritické bunky hraji velmi dtlezitou roli v iniciaci T bunééné odpovédi, protoze prezentuji
antigeny, poskytuji kostimulacni molekuly CD40, CD80 a CD86 a produkuji IL-4, IL-10 a TGF-B, které¢
podporuji diferenciaci Th2 bun¢k (Murphy & Weaver, 2017). Omega-1 je schopna se navazat
prostfednictvim svych glykanti na manosovy receptor dendritickych bunék a pfes néj se do nich
internalizovat (Everts et al., 2012). V dendritickych bunkéch narusuje proteosyntézu diky své RNazové
aktivité, kdy dochazi k degradaci ribosomalni a messenger RNA, a dojde k podminéni dendritickych
bungk k navozeni Th2 odpoveédi (Everts et al., 2009; Steinfelder et al., 2009). Zajimavé je, ze pokud
jsou Th2 bunky indukovan¢é omega-1, neni potiebna IL-4 signalizace, bez které se fyziologicka indukce
Th2 odpovédi neobejde. Omega-1 sama poskytuje pocatecni spoustéci faktory pro diferenciaci Th2

bunék a zesiluje proces (Everts et al., 2009).

Ve studii Zaccone et al., 2011 naméfily u mysi oSetfenych omega-1 zvysenou produkci Th2
cytokint IL-4 a IL-13, coZ potvrzuje vysledky ze studie Everts et al., 2009, ze omega-1 vyvolava Th2
imunitni odpovéd’. V této studii dale zkoumaly zda, omega-1 zvySuje vyskyt Foxp3* Treg bunék z NOD
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mys$i. Po jednorazovém podani omega-1 byl v lymfatickych uzlinach NOD mysi zvySen pocet Foxp3*
Treg bunék (Zaccone et al., 2011). Zaccone et al., 2011 také zkoumaly, zda je indukce Foxp3* Treg
bunck pomoci omega-1 zévisla na TGF- B a kyselin€ retinové (RA), protoze nékolik studii prokazalo,
ze TGF-B ve spojeni s RA ma schopnost indukovat expresi Foxp3 u CD4* T bun¢k (Andersson et al.,
2008; Partridge et al, 2004). Inhibice TGF-B nebo RA vedla k redukci exprese Foxp3* indukované
omega-1, coz znamena Ze je indukce Foxp3* pomoci omega-1 zavisla na TGF-p a RA (Zaccone et al.,
2011). Vysledkem této studie je potvrzeni, Ze omega-1 navozuje Th2 imunitni odpoveéd’, Ze zvySuje

expresi Foxp3*a ze je tato exprese zavisld na TGF-3 a RA (Zaccone et al., 2011).

Imunomodulaéni funkce omega-1 byly také zkoumany ve studii Hagen et al., 2014 na mysich,
které byly infikovany vajicky se sniZzenou expresi omega-1 (knockdown omega-1). U téchto mysi byl
pozorovan pokles dendritickych bunék a T bunék ve srovnani s kontrolni skupinou oSetienou

neupravenou omega-1 (Hagen et al., 2014), coz potvrzuje vysledky ze studie Zaccone et al., 2011.

Pro vyuziti omega-1, a také dalSich imunomodula¢nich molekul, v terapii onemocnéni je
nezbytné, abychom byli schopni tyto dané molekuly produkovat efektivné a ve velkém mnozstvi.
Wilbers et al., 2017 ve své studii vyuzili N-glykosylacni mechanismus rostliny Nicotiana benthamiana
k syntéze LewisX (LeX) motivu nachazejiciho se na N-glykanech omega-1. Jejich cilem bylo zjistit,
zda LeX motiv ovliviluje imunomodula¢ni vlastnosti omega-1 produkované rostlinou, a zda jsou
imunomodulaéni vlastnosti rostlinné omega-1 shodné s omega-1 produkovanou S. mansoni. Vysledkem
je, ze je N. benthamiana efektivni v produkei rostlinné omega-1 (Wilbers et al., 2017). Bylo potvrzeno,
ze je rostlinnd omega-1 funkéni RNaza, coz odpovida vysledkim studie Everts et al., 2012 a ze
zpusobuje Th2 polarizaci srovnatelnou s omega-1 produkovanou S. mansoni. U omega-1 s LeX motivy
byla naméfena vyssi produkce 1L-4, oproti omega-1 bez LeX motivu, ale nebyl pozorovan zadny rozdil
v mnozstvi Foxp3* Treg bun¢k u téchto dvou modeld (Wilbers et al., 2017). Z toho mizeme vyvodit, ze

LeX motivy omega-1 siln€ zvySuji schopnost Th2 polarizace imunitni odpovédi.

Jak jiz bylo feceno, omega-1 je dominantni molekula, ktera je soucasti SEA, a sdili spolu
spoustu funkénich mechanismti, pomoci kterych ovliviiuji imunitni systém hostitele jako je tfeba
indukce Th2 imunitni odpovédi a zvySeni mnozstvi Foxp3™ Treg bunck. Jsou mezi nimi ale uréité
odliSnosti. SEA ochuzena o omega-1 vykazuje zhorSenou schopnost vyvolani Th2 odpovédi, s ¢imz

souvisi i LeX motivy na omega-1.

I ptesto, Ze ma omega-1 velky potencidl v 1é¢be autoimunitnich onemocnéni, tak neni vyuzivana
v klinickych studiich. V klinickych studiich je preferovana SEA pfed omega-1 z n¢kolika divodu.
Jelikoz je SEA tvofena plejadou rtiznych molekul, méd mnohem Sirsi spektrum imunomodulacnich
uc¢inki nez samotnd omega-1. I pfesto, ze muze byt omega-1 produkovana pomoci Nicotiana

benthamiana, je tento proces zdlouhavy a drahy.
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10 Zavér

Cilem této prace bylo zpracovat a shrnout poznatky o konkrétnich imunomodulacnich
molekulach helmintd a jejich vlivu na autoimunitni a chronicka zanétlivd onemocnéni. Helminti jsou
preferovani ve vyzkumu [écby téchto onemocnéni, jelikoz dlouha koexistence helmintli a ¢loveka vedla
k vytvotfeni komplexnich mechanismi imunologické modulace. A pravé tyto imunomodulacni
vlastnosti helminti mohou byt vyuzity pti [é¢bé autoimunitnich a chronickych onemocnéni. Prevalence
téchto onemocnéni v poslednich desitkach let roste a nejcastéjsi 1éEbou je imunosuprese, ktera je spojena
s fadou vedlejsich uc¢inkd. Proto je kladen diiraz na vyvoj a studium novych terapii, mezi které patii
terapie pomoci imunomodula¢nich molekul helmintii. Molekuly, u kterych byl zkouméan terapeuticky
efekt, jsou zahrnuty v této praci a shrnuty v tabulce €.1. Jedna se o cilenou terapii, protoze se molekuly
mohou zaméfit pfimo na imunitni builky zapojené do onemocnéni a regulovat jejich aktivitu. Dalsi
vyhodou je, Ze narozdil od soucasnych terapii, které se zamétuji primarné na 1éCbu piicin, pouziti
imunomodula¢nich molekul mtze navic potencionalné zménit pribeh a zdvaznost onemocnéni. Tento
zplsob terapie ale méa i své nevyhody, jelikoz vzdjemné interakce mezi parazity, hostiteli a jejich
mikroflorou vyvinuté béhem dlouhé koevoluce nelze nahradit pouzitim jedné nebo nékolika
imunomodula¢nich molekul. Nevyhodou také je, Ze dlouhodobé ucinky pouziti imunomodula¢nich
molekul helmintii pro [é€bu onemocnéni nejsou doposud znamy, jelikoz se mysi nemohou dozit tak

vysokého veéku, abychom mohli néjaké pozorovat.

Experimenty, které byly zminéné v predchozich kapitolach, mély vzdy podobné sestaveni
skupin jedincil — kontrolni skupina zdravych mys$i, zdravé mysi oSetfené imunomodula¢ni molekulou,
nemocné mysi a nemocné mysi oSetfené imunomodula¢ni molekulou. Uspotfadani experimentd, ve
kterych byly tyto molekuly zkouméany, ¢asto vypadalo takto — pouziti molekuly, indukce onemocnéni a
pozorovani — jednalo se tedy o preventivni model. Velkou otazkou je, zda by molekuly fungovaly
stejnym zpasobem, i pokud by byly pouzity u jiz vyvinutého onemocnéni, tedy v terapeutickém modelu.
U nékterych molekul, napt. FhRHDM-1 a Hp-TGM, jsme se dozvédéli, ze pokud byly pouzity az po
indukeci a vyvinuti symptomd, tak jiz nezabrafiovaly onemocnéni. Pokud budeme chtit v budoucnu tyto
molekuly vyuzivat v 1é€bé onemocnéni, je stézejni, aby se zlepSil preventivni screening, ¢imz

podchytime nastup onemocnéni a molekuly podame profylakticky.

Efektivita molekul je také ovlivnéna zptisobem jejich podani. Intranazalni podani je vhodné u
molekul, jejichz mistem plisobeni je dychaci soustava. Nevyhodou je, ze absorpce molekuly nemusi byt
vzdy konzistentni, ¢imz mohou vzniknout vykyvy v davkovani. Peroralni podani je vhodné naopak u
molekul, které maji ptisobit v travici soustavé. Zde je nevyhodou to, ze mize byt molekula degradovana
v travicim traktu a tak je snizena jeji efektivita. Intraperitonealni a intraven6zni podani je pfimé a rychle,

ale jedna se o invazivni metodu, a tim padem zde roste riziko infekce nebo dalsich komplikaci.

Problematika vyuziti téchto molekul je stale v pocatecni fazi. Prekazkami ve vyvoji je naro¢na

izolace molekul z paraziti, jelikoz maji slozité Zivotni cykly a molekuly nemusi byt produkovéany vSemi
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zivotnimi stadii. Jsou tedy zapotiebi vhodné expresni systémy, které by mohly produkovat
rekombinantni molekuly ve velkém mnozstvi. Ideidlni imunomodula¢ni molekula produkovana
helmintem pro pouziti pfi 1é¢bé autoimunitnich onemocnéni by méla mit schopnost ovliviiovat imunitni
odpovéd tak, aby podporovala protizanétlivé cytokiny a potlacovala prozanétlivé cytokiny. Méla by mit
vysokou specifitu pro imunitni bunky, které se podileji na autoimunitni reakci, a zaroven nezptisobovat
zadné vedlejsi Gcinky. Také by méla byt efektivné a levné produkovana, jednoduse skladovana a byt

stabilni po delsi dobu.

Dulezité je také zminit, ze vyzkumy jednotlivych imunomodula¢nich molekul jsou Casto vedeny
totoznymi tymy. Do budoucna by urcité bylo ptihodné, aby se studie provedly znovu u konkurencnich

tymu a vysledky tak mohly byt validovany.

Pro uplné pochopeni potencialnich ptinosi a rizik v 1é€bé autoimunitnich a chronicky
zanétlivych onemocnéni je zapotiebi dalSich studii molekul helmintt k lepSimu poznani mechanismu
fungovani, k optimalizaci davkovani a podavani a k pfipadné kombinaci s jinymi terapiemi pro
maximalni 1é¢ebny ucinek. Kromé toho by mély poznatky ze zvitecich modelt slouzit jako podklady
pro sestaveni klinickych studii u lidi, ale jak jiz bylo zminéno, je potfeba dbat na to, ze modely nejsou

pfesnymi kopiemi onemocnéni u lidi a davat diraz na jejich rozdily.
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Tabulka ¢.1 - souhrnna tabulka imunomodulaénich molekul helmintti zminénych v této praci a jejich efektd na imunitni systém hostitele béhem vybranych onemocnéni

Onemocnéni (model), na kterém byla

Nazev molekuly Parazit Mechanismus uc¢inku molekula testovana
Ascaris lumbricoides cystein Zvysena produkce IL-10 a TGF-
protease inhibitor Ascaris lumbricoides Snizena produkce IL-6, IL-12, TNF-o a INF-y Ulcer6zni kolitida (DSS kolitida)

Zvysena produkce IL-10 makrofagy
Omezeni infiltrace eosinofilt do plic

Snizena produkce IL-4 Ulcerozni kolitida (DSS kolitida)
Av17 Acanthocheilonema viteae Snizeni IgE Astma (OVA indukované astma)
Cvstatin Zvysena produkce IL-10 makrofagy
y y Clonorchis sinensis stefin-1 Clonorchis sinensis Snizené produkce TNF-a Ulcerozni kolitida (DSS kolitida)
Zvysena produkce 1L-10
Snizena produkce IL-5, IL-6, IL-17, TNF-a a
Brugia malayi cystatin Brugia malayi INF-y Ulcer6zni kolitida
Zvyseni poctu Th2 bunék
ZvySena produkce IL-10 a IL-4
Schistosoma japonicum cystatin Schistosoma japonicum Snizena produkce IL-6, IL-17, TNF-a a INF-y Revmatoidni artritida (CIA)
Th2 bunééna polarizace aktivaci TLR a MyD88-
dependentni drahy
Nefunkcénost B a T bunéénych receptort,
snizena proliferace lymfocytd
ES-62 Acanthocheilonema viteae Snizeni produkce IL-6, IL-12 a TNF-a Revmatoidni artritida (CIA)
Snizena sekrece IL-1p makrofagy
Zabranéni acidifikace endolysosomu Revmatoidni artritida (CIA)
Zabranéni aktivace NLRP3 inflamazomu Roztrousena skleroza (EAE)
Fasciola hepatica helminth defense molecule 1 Fasciola hepatica Snizeni produkce IL-6, IL-1 a TNF-a Diabetes I. typu (NOD model)

Ulcerdzni kolitida (DSS kolitida)
Roztrousena skler6za (EAE)
Heligmosomoides polygyrus TGF-$ mimic Heligmosomoides polygyrus Indukce Foxp3+ Treg bunck Astma (OVA indukované astma)
Redukce eosinofilt
Omezeni hyperplazii poharkovych bunék

Neutrophil inhibitory factor Ancylostoma caninum Snizeni produkce IL-4 a IL-5 Astma (OVA indukované astma)
Podminéni dendritickych bunék k navozeni Th2
odpovedi
Omega-1 Schistosoma mansoni Indukce Foxp3+ Treg bunék Diabetes I. typu (NOD model)
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