UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Prirodovédecka fakulta

Katedra parazitologie

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

Linda Vi¢kova

Patologické procesy v jatrech pri schistosomoze

Pathogenic effect of schistosomes on the liver tissue

Bakalatska prace

Skolitel: prof. RNDr. Petr Horak, PhD.

Praha 2013



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci vypracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace neni ani jeji podstatnd cast nebyla ptfedlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 22. srpna 2013
Linda VI¢kova

Podékovani

Predné dékuji svému $koliteli prof. RNDr. Petru Horakovi, PhD. za rady, kritiku a vénovany
¢as. Dale patii velké diky mé rodiné za podporu po celou dobu studia, rodiné Holikové za trpélivost
pii nejhorSim bakalaiském stresovani, LukaSovi, Terezii, Oderské spoleCnosti, Agaté, Danielovi,
Tomasovi a dal§im za diskuze o bakalatce i o jinych vécech a za, byt’ skromnéjsi, zazitky letosnich

prazdnin.



Abstrakt

Motolice rodu Schistosoma jsou paraziti¢ti Cervi se slozitym Zivotnim cyklem, ktefi se
v dospélosti vyskytuji v krevnich cévach lidi i zvifat. Samotni Cervi mohou v hostiteli piezivat
i desitky let a nepusobit vaznéjsi problémy, produkuji vSak velké mnozstvi vajicek, ktera se ne vzdy
dostanou z téla ven, nebot’ jsou krevnim tokem roznesena po téle, kde mohou uviznout v kapilarach.
V ptipadé S. mansoni a S. japonicum dochazi k putovani vajicek portalnim obéhem do jater a uviznuti
Vv jaternich sinusoidach. Vaji¢ka schistosom jsou v sinusoidach cizorodym materidlem, ktery navic
brani prutoku krve. Dochazi také k produkci antigenniho materialu vajickem, polarizaci Th2 imunitni
odpoveédi a tvorbé granulomti kolem vajic¢ek. Imunitni odpoveéd’ hostitelského organismu na vajicko je
zpusobena jak rozeznanim cizorodého materialu z povrchu vajecné skotapky, tak vlivem antigent,
které vajicko produkuje pti vyvoji miracidia. Kapilary jsou ucpany a zni¢eny, vznikaji fibrotické 1éze
a portalni hypertenze, ktera ptisobi dalsi vazné komplikace. Studium vajic¢ek a jejich sekre¢ni aktivity

je podstatné pro vyvoj lé¢iv proti této chorobe.

Klic¢ova slova: motolice, helminti, schistosomy, vajicka, jatra, patogenita, imunitni reakce

Abstract

The genus Schistosoma represents parasitic worms with a complex life cycle. Adult flukes occur
within human and animals vesssels. They can live in the host for several decades without causing any
severe disturbance, but they produce plenty of eggs, some of which do not pass the intestinal wall
to be voided to the outer enviroment via faeces. These eggs are also carried by the blood flow
and entrapped in small capillaries which they cannot pass through. The eggs of S. mansoni
and S. japonicum are transported via portal system to the liver where they become entrapped in liver
sinusoids. Schistosome eggs represent a foreign material in liver sinusoids and hamper the blood flow.
The eggs also produce some soluble antigenic material. As a consequence polarisation of Th2 immune
response develops and formaton of the periovular granuloma is initiated. The immune response
of the host organism to the entrapped eggs is caused by both the foreign material from the eggshells
and the antigens produced by the maturing eggs. Capillaries are obstructed and destroyed. Fibrotic
lesions are formed and this in turn leads to portal hypertension which causes further severe
complications. Study of the eggs and their secretion activity are important for the development

of the treatment against the schistosomiasis disease.
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Uvod

Schistosomoza, ve starSich zdrojich také bilharzioza, je obecné oznaceni chronické choroby
zpusobované helminty rodu Schistosoma. Napadené mohou byt ruzné organy a tkané, a podle toho
seruzni ptiznaky a obtize. Ze socioekonomického hlediska jde o celosvétové nevyznamnéjsi
helmintézu a po malarii druhou nejvyznamnéjs$i ndkazu parazity vibec. Uvadi se, Ze je na svéte
nakaZeno zhruba 200 miliont osob (Crompton, 1999; Chitsulo et al., 2000) z tropt a subtropt
predevsim z oblasti rozvojovych zemi subsaharské Afriky, ale také z oblasti Jizni Ameriky a vychodni
Asie. Rizikovymi misty, kde se i cestovatel mize nakazit schistosomozou, jsou ptirodni sladkovodni
nadrze tropt a subtropt s vyskytem plzi piislusnych rodd, kteti jsou mezihostiteli schistosom.

Nejznaméjs$imi a nejrozsifenéjSimi lidskymi krevnic¢kami, jak se schistosomy v ¢estiné nazyvaji
diky jejich vyskytu v cévach, jsou Schistosoma mansoni, S. japonicum, S. mekongi a S. intercalatum
vyvolavajici stfevni formu nakazy, a dale S. haematobium, ktera ptisobi mo¢ovou formu onemocnéni.
Hlavnim patogennim agens nejsou dospélci, nybrz vajicka.

V bakalarské praci se zabyvame schistosomami Zzijicimi v cévach kolem stiev, konkrétné
S. mansoni a S. japonicum. Schistosoma mansoni je pfevazné parazitem lidi, zatimco S. japonicum je
zoonodza infikujici divoka i doméaci zvirata, a také Cloveéka. Vajicka téchto dvou druhti schistosom
uviznutd v sinusoidach jater a presinusoidalnim prostoru piisobi v pacientech nejvétsi potize. Vajicka
mohou byt krevnim fecistém zanesena i do jinych tkani: sleziny, ledvin, plic, srdce, d€lohy ¢i nervové
soustavy, o tom vsak jiz pfedlozena prace pojednavat nebude.

Cilem bakalatské prace je (1) popsat vyvoj vajicka schistosom a jakym zplsobem pilisobi
komplikace v definitivnim hostiteli, (2) popsat imunitni mechanismy definitivniho hostitele uplatiujici
se pri chronické schistosomdze v jatrech, (3) uvést konkrétni piiklady patologii a ptidruzenych

komplikaci.



1 Vajicka jako hlavni patogenni agens pri schistosomoéze

1.1 Zivotni cyklus motolic rodu Schistosoma

Schistosomy maji dvouhostitelsky zivotni cyklus. Vajicka S. mansoni jsou 114 az 180 pm
dlouha a 45-70 um Siroka s charakteristickym trnem umisténym lateralng, u S. japonicum jsou vajicka
kulat&jsi, méfi 70-100 um na délku a 55-64 pum na $ifku a maji méné vyrazny trn. Vajicka se spolu
s vykaly dostavaji do vodniho prostfedi, kde se z nich brzy lihne obrvena larva zvand miracidium,
které okamzité zacne aktivn€ hledat mezihostitele, druhové specifického tropického sladkovodniho
plze rodu Biomphalaria (S. mansoni) ¢i Oncomelania (S. japonicum). Po priniku do svalnaté nohy
plze shazuje miracidium obrveny epitel a transformuje se na matefskou sporocystu (1. generace), ktera
se asexualné mnozi, produkuje dcefiné sporocysty (2. generace) zijici ve vnitfnich organech plze,
pievazné v hepatopankreatu, a ty pak produkuji mnozstvi protahlych cerkarii, které télo plze cyklicky
opousti opét do vodniho prostredi.

Cerkarie vyckavaji ve vode v polohach typickych pro druh, a kdyz se pobliz objevi ¢lovek (nebo
jiny teplokrevny Zzivoc€ich), reaguji na zménu zastinéni a teploty a snazi se vyhledat hostitele.
Podnétem k pevnému ptichyceni na kazi hostitele jsou pro cerkarii hlavné hostitelem produkované
mastné kyseliny ¢i jejich derivaty, cerkarie S. mansoni reaguje na ceramidy a diacylglyceroly na
povrchu hostitele (Haas et al., 1994). Mastné kyseliny, kyselina linolova a linoleova jsou pro cerkarii
stimuly pro penetraci pokozky (Shiff et al., 1972). Pomoci sekretli jednobunéénych penetraénich zlaz
(jedné hlavové, dvou part preacetabularnich a tfi par postacetabularnich) a aktivniho pohybu
se cerkarie zavrtaji do klize, nejjednoduseji vlasovym folikulem. Dilezitym produktem penetracnich
7laz cerkarii S. mansoni je cerkariova elastaza (McKerrow & Salter, 2002), tedy serinova proteaza
Stépici kolagen, elastin, keratin ¢i laminin (Salter et al., 2000; McKerrow & Salter, 2002). Dale
produkuji penetracni zlazy cysteinové peptidazy degradujici keratin, elastin, kolagen a fibronektin
(Dalton 1997, Dvoiak2008), ¢i eikosanoidy pusobicich dilataci cév a tlumici imunitni odpovéd
(Nevhutalu et al., 1993) a dalsi latky. Pfi penetraci odvrhuji cerkarie vidli¢naté ocasky, pomérné
rychle se transformuji na schistosomuly, které se do dvou dni po penetraci dostanou do krevniho nebo
lymfatického obé&hu, kterym ziejmé orientované cestuji pies pravé srdce do plic. Prvni schistosomuly
se dostanou do plic uz za dva dny po nakaze (Rheinberg et al., 1998). V plicnim alveolu (Dean
& Mangold, 1992; Rheinberg et al., 1998) schistosomula po osm dni roste a prodluzuje. Po osmi
dnech se juvenil vraci do krevniho fecisté a je zanesena do vratnicové neboli portalni zily vedouci krev
do jater. Cela tato cesta trva 5 az 8 tydnu.

V portdlni zile pak schistosomy dortstaji do velikosti 7 — 20 mm a pohlavné dospivaji.
Schistosomy jsou na rozdil od ostatnich motolic gonochoristé s vyraznym pohlavnim dimorfismem,
v portalni zile se paruji — samice se ulozi do canalis ganaecophorus samce, kde dochazi k pareni,
apoté pocelkem 5 az 8 tydnech od nakazy kladou samice stovky az tisice vajicek v zavislosti

na druhu. Tato vajicka se pomoci vyluCovanych proteolytickych enzymi a latek podporujicich
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zanétlivou odpoveéd hostitelského organismu dostanou sténou cévy i stieva do lumenu stieva
a odtamtud putuji s vykaly do vody. To se vSak stane jen zhruba s polovinou vajicek (Wynn et al.,
2004), druha polovina bud’ nedostane ze stény stieva, nebo je unesena proudem krve a miize uviznout
v tenkych kapilarach tkani po celém téle, zejména V jatrech. To vyvolava prevazujici Th2 imunitni
reakci, ktera spolecné s dalSimi faktory vede ke tvorbé granulomd, fibroznich 1ézi a progresivnimu

poskozeni napadenych organt.

1.2 Vyvaoj vajicka

Vajicka jsou kladena jest¢ nevyvinuta s relativn€¢ jednoduchou organizaci — obsah sestava
ze zygoty a vitelinnich bunék (Obr. 1 — 0) a je chranén vaje¢nou skofapkou — K jejich zrani dochazi
az mimo télo ¢erva do jednoho tydne po nakladeni a je k nému potieba také zivin a rastovych faktort
Z vnéjsku.

Cerstvé nakladené vajicko je obecné mensi nez zralé vajicko a obsahuje kromé 40 — 45 mengich
vitelinnich bunék (Jurberg et al., 2009) s mnozstvim mitochondrii, lipidovych kapének, vacku
a granularnich, nejspis glykogenovych inkluzi také ryhujici se embryo (Obr. 1 — 1), jehoz bunky
vykazuji znamky proteosyntézy (Ashton et al., 2001; Jurberg et al., 2009) a déli se. Vaje¢ny obal sice
jiz ma vytvotenou rigidni porovitou skofapku, ale jesté nedisponuje podskoiapkovym komplexem,
ktery se vytvofi az béhem zrani (Ashton et al., 2001). Vitelinni bunky se nachazi v tésném kontaktu
S vnitinim povrchem skotapky (Ashton et al., 2001).

Vaje¢na skorapka se na rozdil od ostatnich vrstev komplexu vajeénych obalti miracidia tvori
jesté v téle samice, konkrétné v ootypu. Shluk vitelinnich bunék v uréity okamzik produkuje
prekurzory budouci skotfapky. Tyto prekurzorové proteiny obklopi vitelinni buniky a jednu buiku
zarode¢nou a vlivem tyrozinaz dojde K jejich spojeni do rigidniho utvaru — skotapky (deWalick et al.,
2011) s charakteristickym lateralnim trnem. Poté je vaji¢ko nakladeno do kapilary hostitele.

V raném stadiu vyvoje jiz nakladeného vaji¢ka nejprve dojde ke tvorbé Zloutkového syncytia
z vitelinnich bun€k a odd¢leni nékolika makromer od ryhujiciho se embrya (sterecoblastuly), které
adheruji k vajeéné skofapce (Obr. 1 — 2). Posléze daji vzniknout vnéjsi podskoiapkové vrstvé (Jurberg
et al., 2009). Embryo stale nabyva na objemu a protahuje se (Obr. 1 — 3). Adherované makromery
se zacinaji diferencovat a vsouvat se mezi skofapku a zloutek a postupné se méni v souvislou vrstvu
cytoplasmy o tloustce 200 — 300 pm a kompletné uzaviraji vajeny obsah — vznikd vnéjsi
podskotapkova vrstva neboli Reynoldova vrstva (Ashton et al., 2001; Jurberg et al., 2009).

Nékteré periferni buiiky embrya ziejmé tvoifi mezi vyvijejicim se miracidiem a vnéjsi
podskotakovou vrstvou tenka syncytialni vnitini podskotfapkova vrstva (Obr. 1 — 4), dfive také zvany
von Lichtenberglv obal (Neill et al., 1988; Ashton et al., 2001). V prubéhu vyvoje se tento obal
oddéluje od embrya, ztlustuje a zcela obklopi vajecny obsah (Jurberg et al., 2009). Tato vnitini

podskotapkova vrstva obsahuje mnozstvi ribozomt a rozsahly komplex drsného endoplazmatického



retikula, coz poukazuje na proteosyntetickou aktivitu (Ashton et al., 2001). Soucasné s tvorbou
vnitinich podskofapkovych vrstev se zacinaji se tvotit organy miracidia (Jurberg et al., 2009).

Vnéjsi podskotapkova vrstva fuzuje se Zloutkem, ktery je postupné vytlaCovan rostoucim
embryem na okraj, az zlstane jen v malém mnozstvi na polech (Jurberg et al., 2009). Vngjsi
podskotapkova vrstva se stava tenkou, granularni strukturou, wnitini podskofapkova vrstva ma
syncytialni charakter (Jurberg et al., 2009). Dochazi k dal§imu vyvoji organi a tkani budouciho
miracidia (Obr. 1 — 5, 6, 7). Z podskofapkovych vrstev jsou produkovany proteiny sekretované
vajickem do hostitele a zahrnujici také glykoproteiny IPSE/alfa-1, kappa-5 ¢i omega-1(Schramm et
al., 2006; Mathieson et al., 2011), které jsou antigenni povahy. Vyvinuté miracidium (Obr. 1 — 8)
priléha svymi ciliemi pomérné tésn¢ k vnitinimu obalu miracidia a nachazi se v mnozstvi volného

elektrodenzniho materialu (Ashton et al., 2001).

$i [ pluripotentni bunky ~ epidermalni prekurzory
zloutek P epidermis
vnéjsi vrstva Mlapikalni zlaza
B vnitini vrstva lateralni zlaza

5 Mneuraini prekurzory [lprotonefridie
N Bineurony

Obr. 1: Schéma vyvoje vajicka S. mansoni; vb — vitelinni buiiky, z — zygota, em — embryo, nh —

neuralni hmota, epi — epitel, gb — germinalni bunky. (Jurberg et al., 2009)

1.3 Stavba obalu zralého vajicka

Vajecna skotapka je nepropustna vytvrzena vrstva s pory (Race et al., 1969) tvoiena proteiny
vazanymi piicnou vazbou. Nejhojnéji zastoupenym proteinem typickym pro skofapku je p14, ktery byl
také charakterizovan jako prvni (Bobek et al., 1986). Gen pro tento protein (F10) je nejcastéjsim
transkriptem v samicich schistosom (Ojopi et al., 2007), exprimuje se pouze v ootypu dospélych samic
uvnitt vajicka tvoriciho vajeénou skofapku a nachazi se ve vSech vitelinnich buiikach. Tento protein
ma na svém fetézci hojn¢ zastoupené aminokyseliny glycin a tyrosin (deWalick et al., 2011). U mén¢

Castého proteinu p48 prevazuji tyrosin a lysin (deWalick et al., 2011). Proces, jehoz vysledkem je
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pfi¢nd vazba, je znam jako chinonové vytvrzeni (deWalick et al., 2011) a dochazi pii ném
za ptitomnosti tyrozinaz k tvorb&é chinonovych vazeb. Vaje¢na skofapka je syntetizovana jesté v téle
samice z pl4, p48 a ruznych dalsich proteini a glykoproteind. Spole¢né tvoii tyto proteiny velmi
rigidni proteinovou strukturu s nepravidelnou texturou na vngjsi strané (Race et al., 1969).

Do skotapky jsou inkorporovany také obvykle intracelularni proteiny. Prokazana byla
pritomnost intracelularnich strukturnich proteintt aktinu a tubulinu a také znamych antigend
schistosom p40 (Stadecker & Hernandez, 1998), Hsp70 (Cass et al., 2007) a glykolytickych enzymu
(deWalick et al., 2011), u nichz byl dfive spor, zda jsou ¢i nejsou sekre¢nimi produkty vajicka. Byla
prokdzana také pritomnost dalSich antigent, napiiklad fosfoenolpyruvat karboxykinazy (PEPCK)
(Asahi et al., 2000) a thioredoxin peroxidazy (TPx) (Williams et al., 2001). Tyto proteiny indukuji
buné¢nou (Asahi et al., 1999; Williams et al., 2001) ¢i protilatkovou odpovéd’ (Mutapi et al., 2005)
V hostiteli pravé diky tomu, Ze jsou obvykle intraceluldrni. Tato odpoveéd’ vede k primarni zanétlivé
odpovédi diky Thl polarizaci, kterd je velmi brzy potlacena a nahrazena Th2 imunitni odpovedi
a vznikem granulomu.

Vajicka schistosom obsahuji a sekretuji glykoproteiny nesouci imunogenni glykany, které jsou
detekovatelné v moc¢i nemocnych (Robijn et al., 2007). Na glykoproteinech jsou navazany fetézce
oligosacharid neboli glykant. Analyzy ukazaly ptitomnost glykanovych epitopi LDN a Lewis X
na povrchu vajeéné skotapky (deWalick et al., 2011), které jsou znamé svou imunogenicitou. Lewis X
je soucasti povrchu lidskych bunék, kde se ucastni bunétné signalizace. Schistosomy jej vyuzivaji
jako molekularni mimikry a k regulaci imunitni odpovédi hostitele (Wuhrer et al., 2000). Epitop
Lewis X vyvolava silnou protilatkovou odpoveéd’ IgM a nizsi IgG a IgA (Nyame et al., 1997), LDN
a jeho derivaty vyvolavaji pfevazné odpovéd IgM a IgG (van Remoortere et al., 2001).

Vnéjsi podskorapkova vrstva se vyviji tésné pod skotfapkou. Zrala vnéjsi podskorapkova vrstva
dosahne tloustky 500 — 600 nm a ma charakter syncytia S cytoplazmou obsahujici vacky
a mikroagregaty endoplazmatického retikula, ktera je rozdélena na jasné ohrani¢ené tseky. Pfitomnost
jasn¢ identifikovatelnych jader v cytoplazmé vné&jSi vrstvy naznacuje bunéény puvod, dobie patrné
jsou také mitochondrie, které znac¢i metabolickou aktivitu v této oblasti. Na proteosyntetickou aktivitu
zase poukazuje ptitomnost drsného endoplazmatického retikula. Podle vyskytu agregati granularniho
materialu se da predpokladat, ze zrald vnéjsi podskotfapkova vrstva slouzi k transportu zivin dovnitf
a sekreci vajec¢nych antigenti (Ashton et al., 2001; Jurberg et al., 2009).

Vnitini vrstva ma také charakter syncytia a piimo ptiléha k vnéjsi podskotapkové vrstve. Tvori
bariéru proti prosté pasivni diftizi mezi extracelularnimi tekutinami hostitele a vlastnim vyvijejicim se
miracidiem, z ¢ehoz vyplyva, Ze zprostiedkovava aktivni, mozna selektivni transport do vajicka a ven
(Neill et al., 1988). Tento vnitini obal obsahuje mnozstvi ribozomt a rozsahly komplex drsného

endoplazmatického retikula, coz poukazuje na proteosyntetickou aktivitu (Ashton et al., 2001).



1.4 Vaje¢na sekrece

Zralé vajicko sekretuje proteiny, jez reakci imunitniho systému pomahaji pii prichodu tkanémi
(Doenhoff et al., 1978). Z vajicek se pory ve vajeéné skofapce uvoliiuji do vnéjsiho prostiedi rtizné
glykoproteiny, které souhrnné nazyvame rozpustnymi antigeny vajicka (soluble egg antigens, SEA)
(Cass et al., 2007). D¢gje se tak az po n€kolika dnech od nakladeni, jak potvrzuje nepfitomnost
glykoproteinti IPSE/alfa-1 a omega-1 ve vajeéné skofapce (deWalick et al., 2011). Obecné jsou
antigeny latkami, které jsou rozpoznavany imunitnim systémem, ktery na né néjak zareaguje s cilem je
zni€it nebo zneSkodnit. Zdrojem SEA je ziejmé oblast mezi skofapkou a embryem — diferenciace
vnéj§i a vnitini podskofapkové vrstvy je vyvojové spojena se sekreci antigentt a imunolokalizaci
vajicka v tkani (Ashton et al., 2001). SEA podporuji vznik zanétu kolem uviznutého vajicka a tvorbu
granulomu (Boros & Lukacs, 1992), coz je hlavnim divodem jejich tvorby (Ashton et al., 2001).
Vyvolavaji totiz T bunécnou odpoveéd’ ve tkani, coz ve stievech na rozdil od jater napomaha prichodu
vajiCka stfevni sténou a koneénému vylouéeni (Doenhoff et al., 1978; Ashton et al., 2001).
U S. mansoni byly popsany tii glykoproteiny, které hraji roli v imunitni odpovédi hostitele na vajic¢ko:
IPSE/alfa-1 je hlavnim aktivatorem bazofili, které jsou stimulovany Kkuvolnéni IL-4, IL-13
a histaminu, a tedy napomahaji iniciaci Th2 odpovédi (Schramm et al., 2003; Schramm et al., 2006;
Schramm et al., 2007), kappa-5 je rozpoznavan IgE na povrchu bazofilech, které po navazani
degranuluji (Schramm et al., 2009; Meevissen et al., 2011), a omega-1 (Fitzsimmons et al., 2005) je

hepatotoxicky glykoprotein, ktery spousti Th2 imunitni odpovéd’ organismu (Everts et al., 2009).

Tab. 1: Souhrn hlavnich antigenti vajicek schistosom

Antigen Charakteristika, lokalizace Odpovéd’ imunitniho systému

nejhojnéji zastoupené stavebni
pl4 a p48 ) _ Th1 bunécna odpoveéd
proteiny vajecné skotapky

40
P do skotapky vajicka produkce IFN-y a IL-2)

chaperon, hlavni antigen na povrchu _
Hsp70 _ ) protilatkova odpoveéd’ IgG
skorapky vaji¢ka S. mansoni

fosfoenolpyruvat u S. mansoni inkorporovan do
produkce IFN-y, IL-2 a malého
karboxykinaza skotapky vajicka
mnozstvi IL-5)
] ) u S. mansoni inkorporovan do Thl i Th2 bunécna odpoveéd’ (stimulace
thioredoxin
_ skotapky vajicka, ptivodem z produkce IFN-y, IL-2, malého
peroxidaza
podskotéapkové vrstvy mnozstvi IL-5, aktivace makrofagt)
(F-)LDN(-F) glykanovy epitop na povrchu skotapky | protilatky IgM, 1gG

chaperon, u S. mansoni inkorporovan | silna Th1 buné¢na odpovéd’ (stimulace

silna Th1 bunééna odpoveéd (stimulace




protilatky IgM, 1gG, IgA, indukce

Lewis X, LeX glykanovy epitop na povrchu skotapky

sekrece IL-10

indukce bazofild k uvolnéni IL-4, IL-
IPSE/alfa-2 soucast SEA, z podskotfapkové vrstvy

13 a Th2 bun¢k, produkce IL-10
kappa-6 soucast SEA, z podskotapkové vrstvy rozpoznavan IgE, degranulace bazofilt

hepatotoxicky, spousti Th2 imunitni
omega-2 soucast SEA, z podskotapkové vrstvy

odpovéd’ pomoci dendritickych bunek




2 Jatra jako cilovy organ patogenniho piisobeni schistosom

Jatra maji v téle nezastupitelnou roli. Probihd v nich fada dé&ji véetné metabolismu Zzivin
a detoxifikace krve. Portalni zila, soucast funkéniho obé&hu jater, pfivadi do jater krev ke zpracovani
latek vstiebanych ze stfeva, ale také zaludku, sleziny, pankreatu a Zlu¢niku.

Morfologicka jednotka jater — jaterni lali¢ek — je tvofen tramci jaternich bunék (hepatocyty)
ve dvou tadach paprscité orientovanych nejcastéji v penta- ¢i hexagonalni struktute. Do portalniho
pole v kontaktu tfech lalicki smétuje zluCovy kanalek a z n&j odstupuji do stredu lalticku terminalni
vétve jaterni tepny a portalni zily, stfed lalicku pak tvofi centralni zila. V sinusoidach se z portalni
zily a jaternich tepen michd krev spolu s Zivinami, kyslikem a dalSimi latkami. Tyto latky jsou

zpracovany, odpad se vylouci do Zlucovych kanalki a krev pokracuje do téla centralni Zilou.

2.1 Sinusoidy

Jaterni  sinusoidy tvoii sitt pfivodnych a odvodnych fenestrovanych kapilar
tvofenych endotelovymi bunkami, za¢inaji na periferii lalicku a pokracuji mezi tramci hepatocytd
S bohatou enzymatickou vybavou. Hepatocyty zpracovavaji rozpusténé latky z krve a také tvoii Zluc,
ktera je odvadéna Zluc¢ovymi kanalky. Sinusoidy vedou krev z terminalnich vétvi portalni Zily a jaterni
tepny do zily centralni. Jaterni sinusoidy jsou obklopeny hvézdicovitymi buitkami nachdzejicimi se
v Disseho prostoru, které v Klidovém stadiu skladuji vitamin A a ovliviiuji portalni tlak pomoci
kontraktilnich protein. V sinusoidich se vyskytuji jaterni makrofagy zvané¢ Kupfferovy buiky
zastavajici funkci imunitniho dozoru. V jatrech a portalnim systému se nachdzi také mnozstvi
roztrousenych lymfocytt, které se mohou rychle Gcastnit imunitni reakce v této oblasti. Jsou jimi
burniky ptirozené imunity (NK) s cytolytickou aktivitou i buiiky adaptivni imunity (T a B-buiky).
Dendritické buiiky jsou v jatrech zastoupeny hojné v klidovém stadiu, po aktivaci migruji pies

Disseho prostor lymfou do lymfatickych uzlin, kde aktivuji T buriky.

portalni Zilka
Zlu€ovy kanalek

Kupfferova burika

sinusoida
Iportélni SR maam

hvézdicovita
Disseho prostor bunka

jaterni tepénka hepatocyt burka endotelu
Obr. 2: Stavba jaterni sinusoidy, Sipky znazornuji smér toku krve, resp. zlu¢i (Frevert

a Engelmann 2005, upraveno)



2.2 Jaterni buiiky podilejici se na patogenezi pri schistosomdéze

2.2.1 Buiiky endotelu sinusoid

Bunky endotelu sinusoid (BES) jsou ploché fenestrované bunky bez bazalni laminy tvofici
bariéru (avSak pomérné snadno prostupnou) mezi krvi a hepatocyty. BES funguji jako filtr z lumenu
sinusoidy do Disseho prostoru (Malarkey et al., 2005). P#i schistosoméze hraji pravdépodobné roli
v angiogenezi (Andrade & Santana, 2010) spojené s tvorbou granulomd (Shariati et al., 2011). Jejich
funkce byla zkoumana hlavné na kultufe bunék izolované z pupecnikové zily. Kdyz jsou BES
aktivovany vlivem SEA produkovanych vaji¢ky schistosom, zaénou exprimovat vice VEGF (Loeffler
et al., 2002), proliferovat a migrovat, ¢imz tvoii nové kapilarni struktury (Freedman & Ottesen, 1988;
Kanse et al., 2005). Angiogeneze je dulezita v ranych stadiich tvorby granulomu, postupem ¢asu se ale
tvorba novych kapilar v misté tvorby granulomu snizuje a star$i granulomy jsou avaskularni, nicméné
maji kapilarni sit’ kolem sebe (Baptista & Andrade, 2005).

BES jsou ptitomny spolu s Kupfferovymi buiikami také pii imunitni odpovédi (Connolly et al.,
2010). Pomoci MHC Il mohou BES vystavovat fragmenty antigeni a aktivovat tak T bunky
k polarizaci Th2 imunitni odpovédi. BES napomahaji odstranit nezadouci mensi rozpustny material
pomoci pinocytdozy. Exprimuji také rizné adhezivni molekuly, diky kterym jsou schopné
zprostiedkovat adhezi imunitni bunék a jejich interakci s hepatocyty (Knolle & Limmer, 2003; Warren
et al., 2006).

2.2.2 Kupfferovy buiiky

Kupfferovy buiiky (KB) jsou tkanové makrofagy nachazejici se v lumenu jaternich sinusoid
jako bunky adherované na endotel. KB exprimuji fadu receptoru. Fc receptory, scavenger (uklizeci),
Toll-like a také mnozstvi receptorti pro cytokiny a rustové faktory. Jsou velmi aktivni pti pohlcovani
toxinl a vychytavani a fagocytéze cizorodych latek, které se do sinusoid dostanou pievazné z traviciho
traktu, a antigen poté prezentuji na svém povrchu. Mohou také projit do Disseho prostoru
a fagocytovat apopticky hepatocyt.

Jako makrofagy mohou byt KB aktivovany na klasicky aktivované makrofagy, které se pak
ucastni zanétlivé odpoveédi (napf. proti bakteriim), nebo na alternativné aktivované makrofagy.
Alternativné jsou makrofagy aktivovany ptisobenim cytokina IL-4, IL-13, stimulaci imunokomplexy
Podileji se na Th2 imunitni odpovédi uplatiyjici se pii boji s infekcemi zptisobenymi helminty, kdy
pomoci produkce cytokinu IL-10 reguluji imunitni odpovéd’ hostitele, a tim i imunopatologii.
K patogenezi naopak piispivaji tim, Ze pomoci povrchového proteinu Fizz-1 a produkci TGF-f
stimuluji hvézdicovité jaterni bunky k transdiferenciaci na myofibroblasty (Liu et al., 2004)
produkujici kolagen a dalsi slozky ECM. IL-4 a IL-13 indukuji vychytavani L-argninu

z extracelularniho prostoru, ktery je v buince degradovan, coz vede k produkci prolinu, slozky



kolagenu (Wynn et al., 2004). Ve schistosomdze se KB uplatiiuji pti boji proti uviznutym vajickim

V jaterni sinusoidé¢, a to indukci tvorby granulomt a fibrézy.

2.2.3 Hvézdicovité jaterni buiiky

Hvézdicovité jaterni bunky (HJB) jsou hlavnim zdrojem kolagenu a ECM pii schistosomoze
(Booth et al., 2004). Nékdy jsou oznacovany také jako stelatni (z angl.. hepatic stellate cell) nebo
Itovy bunky. Nachdzi se v subendotelovém Disseho prostoru. Jde o specialni buitky obsahujici
kontraktilni proteiny, které mohou byt aktivovany endotelinem a podili se na kontrakci sinusoidy a tim
regulaci krevniho toku jatry (Reynaert et al., 2002). V klidovém stadiu skladuji HIB vitamin A a tuk
(Blomhoff & Wake, 1991; Friedman, 2003). Pii zaznamenani poskozeni okolni tkané ztraceji HIB
tukové kapénky a schopnost skladovat vitamin A, proliferuji, cytokin IL-13 indukuje HJB
k transdiferenciaci na myofibroblasty (Friedman, 2000) a k produkci rustového faktoru pojivové tkané
(connective tissue growth factor), coz stimuluje kolagenni produkci. Aktivované HJB exprimuji také
desmin a leptin. Leptin zvySuje schopnost bunék prudukovat kolagen (Tang et al., 2002). Disseho
prostor je ,ucpan” hromadici se ECM, to zamezuje pfisunu rozpusténych latek k hepatocytim
(Friedman, 2003). Buniky v tésné blizkosti vajiCka jsou pod antifibrotickym vlivem vajicka
zpusobenym produkci SEA, a tak dochazi k fibrotickym zméndm uvnité granulomu az po smrti
miracidia. Aktivované myofibroblasty produkuji kolagen I, 111, IV, laminin a vlakna aktinu (Andrade
et al., 1999; Singh et al., 2004). HJB jsou zifejmé hlavnim zdrojem jaterniho kolagenu s hlavni roli pti
parazitem indukované fibroze (Anthony et al., 2010) a remodelaci tkané (Booth et al., 2004).

Aktivované HJB také exprimuji membranové proteiny Gcastnici se prezentace antigenu (Vinas
et al., 2003), napt. exprimuji membranové receptory IgG a po navazani IgG stimuluji proliferaci
a diferenciaci dalsich HIB (Shen et al., 2005).
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3 Imunitni odpovéd’ organismu pri schistosoméze

Reakce organismu na napadeni motolicemi rodu Schistosoma probihd z imunologického
hlediska ve dvou jasngji odliSitelnych fazich, akutni a chronické, a uplatiiuji se zde hlavné dva typy
imunitnich odpovédi, a to ¢astecné antagonistické Thl a Th2 nazvané podle pfitomnych subpopulaci
pomocnych T bunék. Nize se zminime také o dals$i subpopulaci T bunék, tzv. Treg, které pii

schistosomoéze ptispivaji k regulaci granulomat6zni odpovédi.

3.1 Th2 typ imunitni odpovédi

Jedna se o typ imunitni reakce, ktera je vyuzivana pro boj s extracelularnimi parazity a pfti které
dochazi diky spolupraci s B-lymfocyty Kk protilatkové odpovédi. Kli¢ové jsou efektorové Th2 buriky.
SEA jsou vychytavany lidskymi dendritickymi burikami (dendritic cell, DC) pomoci C-lektint
(van Liempt et al., 2007) a prezentovany na MHC II (major histocompatibility complex) na povrchu
DC v lymfatickych uzlinach nezralym prekurzorovym T buiikdm. Za pfitomnosti dalSich adhezivnich
molekul, kostimula¢nich proteint, interleukinu 4 a interleukinu 2 (IL-4 a IL-2) a TCR (T buné&cny
receptor rozpoznavajici antigenni peptidy navazané na MHC) dochazi ke zméné v efektorovou Th2
buiiku, a déle k jejimu déleni. Zralé efektorové Th2 lymfocyty pak dodédvaji potfebné signaly B-
bunikam prostiednictvim sekretovanych (IL-4, IL-5, IL-6) nebo membranové vazanych (CD40L)
cytokintl, a stimuluji tim vznik klon B-lymfocytl vazajicich se na danou antigenni strukturu i dalSich
antigen prezentujicich bunék (antigen presenting cell, APC). B-buiiky se po setkani s antigenem
diferencuji v plazmatické buniky produkujici mnozstvi solubilnich (IgA, IgE, 1gG) a povrchovych (IgD
a IgM) protilatek (imunoglobulini). Ty slouzi k opsonizaci (pouze v ptipadé solubilnich)
a neutralizaci patogena a aktivuji komplement. (Schramm & Haas, 2010)

U infikovanych mysi s Th2 polarizovanou odpovédi dochazelo k rozvoji velkych granulomu
bohatych na eozinofily (Hoffmann et al., 2001). Charakteristicky dochazi také k fibrogenezi s masivni
pozitivni regulaci prekurzort kolagenu (prokolageni) a ke zvySeni exprese IL-13 (Hoffmann et al.,
2001; Sandler et al., 2003). Vysledkem signalizace Th2 cytokint IL-4, IL-13 a IL-21 jsou alternativné
aktivované makrofagy (Sandler et al., 2003; Burke et al., 2009). Alternativné aktivované makrofagy
(aktivované za pritomnosti Th2 cytokinu IL-4 a IL-13) na rozdil od klasicky aktivovanych
(aktivované Th1l buiikami) postradaji schopnost prezentace antigenu a produkce NO (Edwards et al.,
2006), zato podporuji fibrogenezi z fibroblastt (Song et al., 2000). Maji také inhibi¢ni Géinek na
proliferaci T lymfocyttd (Schebesch et al., 1997). Jejich funkci je tedy hojeni, nikoliv zabijeni

patogenti.

3.2 Chronicka schistosomoza

Pii pfiliva prvnich vajicek do jater se imunitni odpovéd ,pfepne” z Thl odpovédi na
Th2 odpovéd, pro kterou je typicka zvySena exprese cytokind IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13 (Pearce et al.,
1991; Oswald et al., 2001; Bartley et al., 2006). Kolem 8. tydne po vstupu schistosom do hostitele
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Th2 odpovéd’ vrcholi a nasledné je utlumovana (Pearce et al., 1991; Wynn et al., 2004). V chronické
fazi choroby dochazi ke tvorbé granulomu a rozvoji fibrozy v jaterni tkani.

Cytokin IL-10 hraje vyznamnou roli pii pfechodu z Thl odpovédi na Th2 odpovéd’ a brani
rozvoji vaznéjsi patologie. V Casnych stadiich granulomatézni odpovédi potlacuje IL-10 produkci
prozanétlivych Thl cytokint, jako jsou IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a (Hesse et al., 2004; Wynn et al.,
2004), a to pravdépodobné regulaci exprese IL-12/IL-2R, coz dale zmirniuje expresi IFN-y piispivajici
ke tvorbé granulomd (Rezende et al., 1997). IL-10 je podstatny také pro regulaci Th2 odpovédi
(Hoffmann et al., 2000; Sadler et al., 2003).

IL-4 fidi rozvoj granulomatozni odpovédi (Fallon et al., 2000), je zodpovédny za velikost
granulomi, indukuje proliferaci Th2 lymfocyti produkujicich cytokiny a je dulezity pro iniciaci
produkce IL-5 a IL-13 bunkami asociujicimi s granulomy (Fallon et al., 2000; Sugimoto et al., 2005).
Samotny IL-4 se na rozvoji fibrozy podili pouze tim, ze zvySuje efekt IL-13, ktery ma naopak
ve fibrogenezi dulezitou roli. Spoleéné vsak maji IL-4 a IL-13 vliv na proliferaci hvézdicovitych
bunék produkujicich kolagen (Sugimoto et al., 2005).

IL-5 je potiebny pro pfiliv eozinofilti, které jsou hlavnim zdrojem Th2 cytokint v granulomu,
véetné IL-13, tzn. IL-5 nepiimo piispiva k polarizaci imunitni odpovédi (Rumbley et al., 1999;
Reiman et al., 2006) i fibrogenezi. Exprese IL-5 je regulovana IL-2 (Cheever et al., 1993).

Rozvoj Th2 odpoveédi po usazeni vajicek v jatrech indukuje také zvySeni poctu alternativné
aktivovanych makrofagti v granulomech (Gordon, 2003). Ustanoveni Th2 odpovédi bohaté
na eozinofily a indukce alternativné aktivovanych makrofagi vyznamné podporuji cytokiny IL-4 a IL-
13 (Fallon et al., 2000), coz jsou hlavni stimuly pro vyvoj jaterni fibrozy, které jsou produkovany
bazofily vlivem glykoproteinu IPSE/alfa-1 (Schramm et al., 2006). IPSE/alfa-1 spolu s dal§imi
proteiny produkovan vajickem. Zaroven dochazi k degranulaci bazofild v okoli vaji¢ka ¢i vypusténi
histaminu (Schramm et al., 2003). Alternativné aktivované makrofagy ziejmé piispivaji k fibroze tim,
ze stimuluji Th2 bunky k produkci IL-13, coz je cytokin podporujici v myofibroblastech syntézu
kolagenu a fibrogenezi. U alternativné aktivovanych makrofagii dochazi k hydrolyze L-argininu, a to
vlivem enzymu arginazy posilenym pusobenim IL-4, IL-10 a IL-13. Hydrolyza vede ke vzniku
mocoviny a L-ornithinu, ktery je mimo jiné také prekurzorem kolagenu. Navic mlze i povrchova
molekula Fizz-1 alternativné aktivovanych makrofagth indukovat aktivaci myofibroblasti
z hvézdicovitych bungk (Liu et al., 2004; Wilson et al., 2007; Burke et al., 2009) a zvySovat expresi
svalového aktinu a kolagenu I. Ackoliv je tvorba granulomi a fibréza hlavnimi pfi¢inami morbidity
a mortality pfi visceralni schistosomoéze, zda se, Ze se jedna o proces ochranujici hostitele pied jeste
veétsim poskozenim a Casn€jsi smrti. Mnohem vétsi poskozeni v mensSim Casovém horizontu totiz
zpusobuje nikoliv Th2 odpovéd’, ale zanétliva Thl odpoveéd’ vedouci k apoptdze (Fallon et al., 2000),
které u Th2 odpovédi zabranuje také povrchova molekula Fizz-1alternativné aktivovanych makrofagu.
Jelikoz je vajicko obaleno materidlem, zamezuje se tak opakovanému vystavovani tkan¢ antigenim

uvolnujicim se z vajicek (Henri et al., 2002).
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Fibréza je podporovana cytokiny produkovanymi buiikami pfi Th2 odpovédi, tedy IL-4, IL-5
a IL-13 (Cheever et al., 1994; Reiman et al., 2006). Vétsina poznatkl ohledné schistosomdzy pochazi

z pokust na zvifecich modelech, piedev§sim na mysich; regulace jaterni fibrézy u lidi ale mtize byt

vvvvvv
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Obr. 3: Hlavni komponenty a cytokiny ucastnici se granulomatézni odpovédi proti vajickiim

schistosom v jatrech (Burke et al., 2009)

3.3 Regulace imunitni odpovédi hostitelem

Aby bylo zabranéno nadmérné chronické morbidit¢ a bylo podpofeno pieziti hostitele, je
potieba Thl a Th2 odpovéd regulovat.

Pti prechodu z Thl odpovédi na Th2 odpovéd s nastupem kladeni vaji¢ek hraje roli IL-10.
Tlumi aktivitu klasicky aktivovanych makrofagti v Th1 odpovédi (Mosser, 2003) nebo brani nadmérné
Th2 odpovédi (Sadler et al., 2003).

Vyznamnym regulaénim mechanismem jsou také Treg (regulacni T buiky). Jde o specialni
subpopulaci T bunék, které bézné v organismu potlacuji aktivaci autoreaktivnich bunék a vznik
autoimunitnich onemocnéni. Pii napadeni organismu kontroluji rozsah imunitni odpovédi viaci
patogenu, v pfipadé schistosomozy reguluji rozsah granulofibrotické odpovédi. Imunitni reakce
reguluji pomoci produkce cytokinti IL-10 a TGF-p (Hesse et al., 2004; Taylor et al., 2006). Treg
mizeme rozdélit na dvé hlavni skupiny, pfirozené (nTreg) a indukovatelné (iTreg).

Pfirozené Treg jsou po vyvoji vthymu a aktivaci APC atrahovany do mista zanétu
na periferiich, kam migruji krevni cestou. Pfispivaji k regulaci patologie plisobené schistosomami, a to
jak potlacenim Thl odpovédi, tak pfedchazenim rozvoje nadmérné Th2 odpovédi béhem vyvoje

granulomi a fibrozy (Hesse et al., 2004; Taylor et al., 2006).
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Indukovatelné Treg se po stimulaci antigenem vyvijeji mimo thymus v perifernich tkanich,
v nasem priipadé v lymfatickych uzlinach mezenteria, odkud se nasledné rozsituji do jater a sleziny
(Singh et al., 2005). Nejsilngjsimi stimuly pro aktivaci efektorovych bunék a atrahovani Treg bunék
jsou pravdépodobné SEA (soluble egg antigens), tedy molekuly pochazejici z parazitd. iTreg zahrnuji
bunky produkujici IL-10, TNF-B a IL-5, ale neprodukuji témét zadné IL-2 a IL-4.

K zachovani imunologické stability slouzi také mnozstvi neimunitnich mechanismi, napf.
signaly z Kupfferovych bunék ¢i hepatocytt, které komunikuji s imunitnim systémem a upravuji tak

rozsah imunitni odpovédi, coz vede k udrzeni imunologické homeostazy.
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4 Patologické projevy pri chronické schistosomoze

Patologie pii schistosoméze je dusledkem uviznuti vajicek schistosom v jatrech a dalSich
organech. Dochdzi ke granulomat6zni odpovédi, nasledné pak dochézi k portalni hypertenzi, jaterni
fibroze a dal$im potizim.

Po nékolika mésicich od ndkazy a projevl akutni schistosomozy mtize dochazet k orgdnove
specifickym projeviim onemocnéni spojenym s zivotem cervil v portalnim systému a kladenim

vajicek. Timto zaCina chronicka faze choroby.

4.1 Gastrointestinalni schistosomdza

Gastrointestinalni neboli stievni schistosomoza plisobena S. mansoni a S. japonicum se v ¢asné
fazi projevuje ztratou chuti k jidlu, vracejici se bolesti v oblasti btficha a lehce zvySenou teplotou.
S ptimési hlenu. Tyto pfiznaky jsou zplsobeny granulomatézni odpovédi na vajicka schistosom
ve stievni sliznici, kterd vede v pozdéjsi fazi k pseudopolypdze, tvorbé viidkll zvanych bilharziomy,
ataké dochazi k lokalnimu krvaceni a anémii (Boros, 1989; Friedman et al., 2005). Krvaceni
v pribéhu choroby vedouci k anémii mtze byt v dospélost sdruzeno se ztratou vitality a u déti
S ristovymi retardacemi a poruchami chovani (Gryseels et al., 2006). Pravé anémie byla nejcast&jsim

pruvodnim jevem u nakazeného endemického obyvatelstva (King et al., 2005).

4.2 Jaterni schistosomodza

Vajicka, ktera nejsou schopna projit sttevni sliznici do lumenu stfeva, mohou byt proudem krve
zanesena portalnim obéhem do tenkych kapilar (sinusoid) jater, kde uviznou. Rozsah napadeni mize
byt riizny, od pritomnosti nékolika malo granulomi rozptylenych v jaterni tkani az po portalni fibrézu
s chronickou granulomatézni odpovédi a vaznymi obstruktivnimi cévnimi 1ézemi.

VIiv na patogenezi ma mnozstvi dospélych ¢ervii produkujicich vajicka, a to také s pfihlédnutim
k druhu — S. japonicum produkuje 10 x vice vaji¢ek denné nez S. mansoni. NejspiSe ji také ovliviuji
i dalsi faktory jako genetické pozadi hostitele nebo pifidruzené infekce, napiiklad hepatitida B a C
(Kamal & Khalifa, 2006). Pfi mens$im mnozstvi ¢ervill jsou jatra vystavena men$imu poétu vajicek,
a tak je mozné ustanovit rovnovahu mezi imunitni odpovédi na nové deponovana vajicka a resorpci
starSich 1ézi s malou nebo zadnou klinickou manifestaci. To se vétsinou déje v endemickych oblastech,

kde muzZe byt az 90 % vSech nakaZenych pouze s lehkym prabéhem choroby (Boros, 1989).

4.2.1 Granulomy

Pokud uvizne vajicko v jaterni sinusoidé, je brzy opouzdieno eozinofily, neutrofily (Burke et
al., 2009), a pozd¢ji také fibroblasty a kolagennimi vlakny. Dochazi ke tvorbé tzv. periovularniho
granulomu. Jak granulom roste, dojde K protrzeni kapilary a ptipadnému pieskupeni okolniho

jaterniho parenchymu, imérné k tomu dochazi k portalni hypertenzi.
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Piestoze jsou procesy nasledujici po uviznuti vajicka v kapilafe a tvorbé granulomu piic¢inou
morbidity a v nékterych ptipadech i smrti hostitele, neni v ,,zajmu‘ parazita svého hostitele zniéit.
Stejn¢ tak hostitelova imunita je fizena tak, aby co nejrychleji znicila patogena, ale zaroven co
nejmén¢ poskodila organismus. Dlouhodoba zanétliva odpovéd” by obzvlast pii mnozstvi
deponovanych vajicek denné¢ (v tadu stovek) pulsobila velké Skody v tkani vlivem apoptozy.
Pro rozvoj granulomat6zni odpovedi a pieziti hostitele je klicovy spravny vybér T bunécné odpovédi.
Hlavni ¢ast antigenni produkce vajicka SEA vyvolava CD4+ T bunécnou odpovéd’, ktera je prevazne
Th2 polarizovana. Soucasné dochazi k produkei cytokinu IL-10, ktery hraje tstfedni roli v regulaci
tvorby granulomu a nasledné fibrozy (Rezende et al., 1997). B-bunky, souc¢ast Th2 imunitni odpovédi,
jsou pro patologii indukovanou vajicky schistosom zapotiebi v rané fazi infekce, ne tak jiz pro tvorbu
granulomu v pozd¢jsi fazi infekce (Jankovic et al., 1998; Ji et al., 2008).

Granulomatézni odpoveéd’ kolem vajicek schistosom mizeme rozdelit do péti patologickych
stadii (Burke et al., 2009): slabé reaktivni, exsudativni (vypotkovy), exsudativné produktivni,
produktivni a involuc¢ni stadium.

Ackoliv by se diky jiz nepozorovatelnym fragmentim kapilar a zluCovych kanalki
na histologickych preparatech mohlo zdat, ze se granulomy tvofi v jaternim parenchymu, neni tomu
tak. Prvni léze se zaCinaji tvofit vétSinou v jaterni sinusoidé a prvni poskozenou linii bunék jsou
v granulomech bohaté obsazené¢ endotelové buiiky. Slabé reaktivni stadium je charakteristické
pozvolnou akumulaci neutrofilii a eozinofilii okolo cerstvé uviznutého vajicka, coz vede ke tvorbé
neutrofilového abscesu, tedy velkého granulomu s nekrotickym stiedem, ktery je typicky pro
exsudativni (vypotkové) stadium. Proliferaci endotelu a zvySeni produkce VEGF (vascular endothelial
growth factor) s roli v angiogenezi indukuji SEA (Freedman & Ottesen, 1988; Loeffler et al., 2002).
V cévni proliferaci indukované uviznutym vaji¢kem se uplatiiuji jak buiiky endotelu, tak hvézdicovité
jaterni bunky se schopnosti transformovat se na myofibroblasty dtlezité pfi remodelaci cév syntézou
ECM (extracelularni matrix) (Baptista & Andrade, 2005). Jak granulomy ,,dozravaji* do exsudativné
produktivniho stadia, za¢inaji se na periferii objevovat makrofagy a epiteloidni buitky a postupné
nahrazuji oblast s leukocyty. Na periferii se objevuji také fibrocyty a tvofi vné&jsi ,,obal“ kolem
makrofagi a epiteloidnich bunék. Béhem produktivniho stadia zadinaji byt fibrocyty a kolagenni
vldkna napadnéjsi a lymfocyty, makrofagy, plasmatické builky a eozinofily tvofi dal$i ,,obal®
na periferii 1éze. Fibrocyty a kolagenni vldkna se posléze stanou prevladajici slozkou granulomu,
kdezto pocet ostatnich bunek se snizuje (Hurst et al., 2000). Na periferii granulomu byla naméfena
vysoka exprese a-aktinu hladkého svalstva (a-smooth muscle actin, aSMA) (Bartley et al., 2006).
Vajicko zacind béhem produktivniho stadia degenerovat a rozpadat se. Pfi degeneraci vajicka jsou
granulomy jiz zna¢n¢ redukované a mohou vykazovat znamy hyalinizace kolagennich vlaken (vazivo
se meéni v bezstrukturni, hyalinni hmotu), vajic¢ko je typicky rozpadlé a mize zacit kalcifikovat (Hurst

et al., 2000). Kolem pozd¢ji deponovanych vajicek se postupem casu tvofi stale mensi fibrotické
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granulomy, u kterych na periferii pfevladdaji makrofagy nad eozinofily. Dochazi k destrukci okoli
usazen¢ho vajicka.

Postupna modulace granulomatézni odpovédi cytokinem IL-13 a jeho receptorem ke tvorbé
mensich granulomt by mohla byt povazovana za ochranu hostitele, nebot’ ackoliv stale piibyva nové
deponovanych vaji¢ek, sniZzuje se portalni tlak vic¢i nepivodni jaterni hmoté (Andrade, 2009).
Na rozdil od jaterni tkan¢ se granulomy v plicich a stfevni sliznici tvoii stale stejné¢ velké (Silva et al.,
2000). Tyto rozdily by mohla mit na svédomi ucast neuroendokrinniho systému jater pii infekci.
Hvézdicovité jaterni buniky jsou jaternimi neurogliemi, které produkuji a odpovidaji

na neuroptenasece sympatiku, ¢imz podporuji vznik jaterni fibrézy (Oben et al., 2004).

4.2.2 Jaterni portalni fibréza

Infekce S. mansoni mize vést az ke vzniku fibrozy v jatrech. Fibroza je reakci na odumirani
nebo poskozeni hepatocytll vlivem zanétu, obstrukce kapilary, infekce a toxického ptisobeni. Objevuje
se, kdyz bézné hojivé procesy jiz nestaci a za¢ne se hromadit velké mnozstvi ECM. Fibroza je pii
schistosoméze pod imunologickou regulaci a vlivem stejnych cytokini, které se podileji na tvorbé
granulomu, napft. IL-13 a jeho receptoru na makrofazich (Wynn et al., 2004).

Velkou roli pti remodelaci ECM a vaskularnich 1ézi hraji hvézdicovité jaterni buiiky, které jsou
jak kontraktilnimi buiikami, tak regulatory vaskuldrniho vyvoje, nebot’ exprimuje receptor pro VEGF
(Ankoma-Sey et al., 2000), se schopnosti migrace do napadené oblasti a transformace
na myofibroblasty produkujici hlavné kolagen ¢i fibronektin. Aktivuje je cytokin IL-13 produkovany
Th2 polarizovanymi buitkami (Friedman, 2000).

Pti schistosomoze se fibroza projevuje nejdiive jako mala lokalni oblast s chronickou infekci
a uklddanim nadbyte¢ného mmnozstvi ECM v periovularnich granulomech rozesetych v portalnim
systému. Vlivem usazovani vajicek, ktera indukuji tvorbu granulomt, dochazi také k blokaci malych
portalnich fecist: pii infekci S. mansoni Vv centralni ¢asti jater, u S. japonicum hlavné na periferiich
(Manzella et al., 2008). To vede ke vzniku kolateralnich vétvi z vétSich zil portalniho systému
(portokavalni anastomozy) a odklonéni krevniho toku z portalniho systému rovnou do t€lniho obéhu .
Cévni proliferace se odehrava také v ¢asnych periovularnich granulomech (Silva et al., 2006), ale brzy
se postupné odklani na periferii, kde tvoii ,,Jlimec* kolem granulomu, zatimco stied granulomu muize
byt avaskularni. KdyZ je naruSena rovnovaha mezi imunitni odpovédi na nové deponovana vajicka
a resorpci starSich 1ézi, za¢ne se nadbytecna ECM hromadit. Pti fazi nékolika granulomii v pokrocilé
fazi infekce jsou nové vytvoiena mala krevni fe¢i$té napadna ve tkani mezi granulomy (Baptista &
Andrade, 2005). Navzdory vysoké proliferaéni aktivit¢é novych kapilar je jich mnoho zni¢eno
s ptisunem novych vajicek, které v nich opét uviznou, a vétve portalni Zily tak mohou byt ¢aste¢né
nebo zcela blokovany. Dochazi ke vzniku portalni hypertenze a tvorbé dalSich kolateralnich vétvi

z vétsich cév portalniho systému.
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Pokud je histologicky nalezeno malé mnozstvi granulomt ve stfedné velkych nebo velkych
portalnich prostorach srozpoznatelnymi fragmenty artérii a Zzlucovych kanalkli, poukazuje to
narozvinutou jaterni schistosomozu. Jiz probéhla destrukce periportalniho cévniho fecisté, doslo
ke zvySeni jaterniho portalniho tlaku a tvorbé malych, novych cév odstupujicich od stiedné velkych
nebo velkych portalnich cév. Zvyseni portalniho tlaku podporuje ptivod jak krve, tak nakladenych
vajicek, ktera opét uviznou v novych kapilarach. Vlivem toho je stale vétsi oblast zasazena hojivymi
procesy, tedy periportalni fibrozou, kterd se rozviji okolo vétvi portalnich zil. Ve vaznych ptipadech
zpusobuje fibroza hepatosplenomegalii zpocatku beze zmén funkce jater. V souvislosti se zahrazenim

portalnich zil mtze dojit az k hyperplazii a hypertrofii jaterni artérie. (Boros, 1989)

4.3 Komplikace spojené s fibrozou jater

Se vznikem fibrozy (nejen pii schistosomoéze) souvisi fada sdruzenych komplikaci. Tvorby
edémt v jatrech mize vést ke tvorbé vypotku v dutiné btisni (ascites). V dusledku zvyseni portalniho
tlaku se tvoii portokavalni anastomdzy. Ty mohou vajicka dopravit z portalnich zil rovnou do télniho
krevniho obéhu, ptes pravé srdce az do plic, kde mohou uviznuta vajicka prispivat ke vzniku embolie.
Obstrukce plicnich cév mize vést az ke vzniku plicni fibrozy, a tim plicni hypertenze. Portalni
hypertenze je také pticinou vzniku caput medusae (viditelné rozsifené podkoznich cév v oblasti kolem
pupku), hemeroid nebo jicnovych varixi. Jicnové varixy jsou uvadény jako nejvaznéjsi disledek
portalni hypertenze, kdy dojde k rozsiteni portokavalnich spojek a jejich ruptufe v jicnu, ktera
zpusobuje gastrointestinalni krvaceni vétSinou s fatdlnim koncem, nebot’ diky narusené funkci jater jiz
mize byt snizena syntéza koagulacnich faktorti. Z diivodu naruseni jaternich funkci mize dochazet
i k selhani ledvin, nebot’ nedochazi k ucinné detoxifikaci. ZasaZzeni sleziny vajicky vede K jejimu
zvétSeni, a to také s hrozbou krvaceni do dutiny bfisni. ZaneSeni vajicek do délohy mize zplsobit
neplodnost, v centralni nervové soustave se pak projevuje meningoencefalitidou, epilepsii, paraplegii
¢i poskozenim zraku.

Chronicka schistosomoza trva u nakazy S. mansoni 5 az 15 let, zatimco u nakazy S. japonicum
nastupuje chronicka faze diky vétSimu poctu vaji¢ek diive a s v€tsi razanci. Mezi akutni a chronickou
fazi je pfi nakaze S. japonicum jen maly nebo zadny interval (Gryseels et al., 2006).

Diky vyfazeni fagocytarniho systému v jatrech pfi ucpani sinusoidy s Kupfferovymi bunkami
mize byt zavér chronické schistosomozy navic komplikovan koinfekcemi, napt. virem hepatitidy C,

virem hepatitidy B (Kamal & Khalifa, 2006).
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Zavér

Pii nakaze hostitele motolicemi S. mansoni a S. japonicum pusobi nejpodstatnéjsi komplikace
vajicka, kterd jsou nakladena v portlni Zile a krevnim tokem zanesena do sinusoid jater, kde uviznou.
Vajicka se po dobu sedmi tydn od nakladeni vyviji, dochéazi ke tvorbé podskotapkovych vrstev,
a také ryhovani a organogenezi embrya.

V sinusoidach jater ptsobi vajic¢ka jako cizorody material. Kromé antigenti na povrchu skofapky
uvoliuje vajicko z podskofapkové vrstvy také sekrety (SEA), které jsou ziejmé dulezité pro prichod
vajicka stfevni sténou, nebot’ vyvolavaji zanétlivou reakci. Vlivem polarizované Th2 imunitni
odpovédi se Vjatrech kolem vaji¢ek tvoii granulomy, které ochranuji jaterni parenchym pied
dlouhodobym ptisobenim SEA. Zaroven ale blokuji sinusoidy, ni¢i je i okoli a brani pritoku krve.
Presto jde o protektivni reakci organismu, jejimz cilem je chranit jaterni tkan ptred sekrecnimi
proteiny, které by plsobily imunitni reakci vedouci k rozsahlé nekroze tkane.

Z vétsich cév jsou odklanéna nova kapilarni fecisté, ktera ale mohou byt opét ucpana vajicky
a nasledné tvoricimi se granulomy. V pokrocilé infekci se tvori rozsahlé fibrotické oblasti. V portalni
zile se vlivem destrukce kapilar zvySuje krevni tlak, ktery je pfi¢inou dalSich komplikaci.

Schistosomoza je v tropech a subtropech velmi rozsitenou chorobou. Zkoumani jejiho priab&éhu
a pricin je dilezité pro vyvoj 1éCiv a vakein i pro jeji ptipadnou eradikaci. V soucasné dobé se pro
1é¢bu pouziva praziquantel, vac¢i kterému si v8ak mulze parazit vyvinout rezistenci. Jsou snahy
0 vytvoreni léku, ktery by spolu s likvidaci samotného parazita také omezoval rozvoj fibrozy.

V diplomové praci bych chtéla navdzat na poznatky ucinéné pii tvorbé bakalatské prace.
Pfedmétem zkoumani bude nosni sliznice vodnich ptakt, konkrétné kachen, ve které dospéli Cervi
motolice Trichobilharzia regenti Ziji, paii se a kladou vajicka. Miracidia se lihnou piimo ve sliznici,
odkud se dostavaji do vodniho prostiedi. K vylihnuti miracidia ale nedojde vzdy. Naplni dalsi prace by
tak mohlo byt zkoumani mozné sekre¢ni aktivity vaji¢ka, vliv vajicka na okolni tkan a mechanismy
jejiho poskozeni. Lze piedpokladat podobnosti ale i rozdily ve vysledcich oproti rodu Schistosoma,

nebot’ jde o jinou tkan a parazit se v ni neocita nedopatfenim.
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