Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

——

3 «‘ﬂ/ﬂﬂ.’”
A #ﬁ»”ﬂﬁuw@%h

€jkova

Barbora Mat

Imunitni odpovéd’ hostitele u koZni versus visceralni formy leishmaniézy

Host immune response in cutaneous versus visceral form of leishmaniasis

Bakalarska prace

Vedouci prace: RNDr. Tereza LeStinova, Ph.D.

Praha, 2023


https://www.cuni.cz/UK-6450.html
https://www.cuni.cz/UK-6450.html

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné, a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace, ani jeji podstatna ¢ast, nebyla piedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 30.4.2023 e

Matéjkova Barbora



Podékovani

Réda bych touto cestou chtéla podekovat Skolitelce RNDr. Tereze Lestinové, Ph.D.
za poskytnuti cennych rad a konzultaci a podporu béhem psani této prace. Dale bych rada
podé&kovala pfiteli, roding a prateliim za trpélivost a podporu, kterou mi poskytovali nejen

béhem psani bakalarské prace, ale i celého studia.



Abstrakt

Paraziti¢ti prvoci z rodu Leishmania béhem Zivotniho cyklu koluji mezi prenaseci
a hostiteli, ve kterych ptichazeji do kontaktu s imunitnim systémem. V téle hostitele muze
infekce vést k rozvoji onemocnéni zvaného leishmaniéza. Ta se mlize projevovat vicero
zpusoby, pricemz nejzakladnéjsi formy se oznacuji jako visceralni, kozné-slizni¢ni a kozni
leishmanioza. Tato bakalaiska prace se zamétuje na imunitni odpoved’ hostitele béhem kozni
a visceralni formy leishmaniozy. Déle je pozornost vénovana hostitelskym, vektorovym
1 parazitarnim faktortim, které se lisi mezi druhy kozni a visceralni leishmanidzy, a které
mohou ovliviiovat rozdilné klinické projevy. Pozornost je vénovana nejen faktorim spojenych
s imunitou, ale i faktoriim jako jsou velikosti inokulaénich davek paraziti, teplotni rozdily

mezi kizi a vnitinimi organy, genetika parazitl a dalsi.

Kli¢ova slova — Leishmania, visceralni leishmani6za, kozni leishmanidza, imunitni odpoveéd’,

parazit, imunita

Abstract

Parasitic protozoans of the genus Leishmania circulate between vectors and hosts
during their life cycle, in which they come into contact with the immune system. In the host
body, infection can lead to the development of a disease called leishmaniasis. This can
manifest itself in a number of ways, with the most basic forms being referred to as visceral,
mucocutaneous and cutaneous leishmaniasis. This thesis focuses on the host immune response
during the cutaneous and visceral forms of leishmaniasis. In addition, attention has been given
to host, vector and parasite factors that differ between cutaneous and visceral leishmaniasis
forms and that may influence the different clinical manifestations. Attention is paid not only
to factors related to immunity, but also to factors such as parasite inoculum dose sizes,

temperature differences between skin and internal organs, parasite genetics, and others.

Keywords — Leishmania, visceral leishmaniasis, cutaneous leishmaniasis, immune response,

parasite, immunity
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1 Uvod

Paraziti¢ti prvoci z rodu Leishmania mohou po pienosu do hostitelit vyvolat
onemocnéni zvané leishmanidza. Doposud bylo celkové popsano priblizné 50 druhti, které
mohou kolovat v télech nejen savcet, ale i plazil. Leishmaniézu miize u lidi vyvolat ptiblizné
20 rGznych druhti z rodu Leishmania (shrnuto v Akhoundi et al., 2016). Forem tohoto
onemocnéni je vice a riizné druhy leishmanii mohou vyvolavat riizné formy. Dv¢ nejcastéji
probirané formy jsou visceralni a kozni forma leishmaniozy, protoze visceralni forma muze

byt i smrtelnd a kozni je nejbéznéjSim typem leishmanidzy (shrnuto v Burza et al., 2018).

Leishmanioza se je zdravotnim problémem piedevsim v rozvojovych zemich
suzovanych hladem, nizkou urovni bydleni a hygieny. Rizikovym faktorem muze byt
napftiklad i st€thovani neimunnich populaci do oblasti s vysokym vyskytem onemocnéni,
napft. v dusledku vale¢nych konfliktd, sucha, hladomoru nebo zaplav. Incidenci onemocnéni
muze ovlivitiovat i zména klimatu a s tim spojené geografické rozsiteni pifenasecii (shrnuto
v Burza et al., 2018 a WHO, 2023). Svétova zdravotnické organizace odhaduje, Ze se ro¢né
vyskytne ptiblizn¢ 700 000 az 1 000 000 novych piipadt leishmanidzy. Novych ptipadi
visceralni leishmanidzy je odhadovéan na 50 000 az 90 000 ptipadti ro¢né, u kozni

leishmaniozy je to odhadovéano na 600 000 az 1 000 000 ptipadi (WHO, 2023).

Mezi preventivni kroky proti Sifeni leishmanii patii v€asna diagnoza a 1écba,
monitorovani ptipadt, edukace komunit zamétenych na zménu navykd, vyuzivani insekticidi
a moskytiér a dalsi (WHO, 2023). Nicméné& v oblasti prevence chybi efektivni vakcinace vici
lidské leishmanioze. K 1é€bé je dodnes vyuzivano jen velmi malé mnoZstvi 1€k, které maji
navic spoustu vedlejsich ucink, jsou toxické, nakladné, a navic si na nékteré z nich
leishmanie vytvaii rezistenci. Potencionalni 1€¢bu pfedstavuje imunoterapie, kterd vyuziva
inhibici ptipadné podavani klicovych molekul imunitni odpovédi, coz vede télo k vytvoreni
efektivni odpovedi viici patogenu (shrnuto v Sasidharan a Saudagar, 2021). Znalost imunitni

odpovédi vici leishmanioze je proto dilezita pro dalsi vyzkumy v této oblasti.

Cilem této bakalatské prace je shrnout poznatky tykajici se imunitni odpovédi béhem
kozni a visceralni formy leishmanidzy a zarovein se vénovat faktorim, které vedou k rozdilné

patologii téchto dvou forem.



2 Charakteristika rodu Leishmania

Leishmanioza je oznaceni pro skupinu nemoci vyvolanych parazitickymi prvoky
z rodu Leishmania. Doposud bylo popsano pies 50 druhti leishmanii, které se tradicné
rozdéluji na druhy Starého svéta s pfevaznym vyskytem v jizni Asii, na Blizkém vychodg,
v severovychodni Africe nebo v Jizni Evropé a druhy Nového svéta s vyskytem v Jizni
a Stredni Americe (shrnuto v Akhoundi et al., 2016 a Burza et al., 2018). Piiblizn¢ 20 druht
leishmanii ze dvou podrodt (Leishmania a Viannia) muze u ¢lovéka vyvolat leishmaniozu
(shrnuto v Akhoundi et al., 2016 a Steverding, 2017). Mezi tyto druhy patii naptiklad
Leishmania major, L. tropica, L. donovani, L. infantum nebo L. aethiopica ze Starého svéta
a L. braziliensis, L. guynensis, L. mexicana nebo L. amazonensis z Nového svéta (shrnuto

v Burza et al., 2018).

Zivotni cyklus leishmanii je dvouhostitelsky cirkulujici mezi hostitelem a vektorem.
Roli hostitele plni pfevazné savci, véetné ¢lovéka, a vektorem jsou samice flebotomt, které
se fadi mezi nematocerni hmyz z fadu Diptera (shrnuto v Sasidharan a Saudagar, 2021).
Vyznamné jsou rody Phlebotomus v zemich Starého svéta a Lutzomyia v Novém svété, které

prenaseji lidské leishmanidzy (shrnuto v Akhoundi et al., 2016).

Zivotni cyklus probiha nasledovné: Béhem sani nakaZeného prenasece na hostiteli
se do rany dostavaji infek¢éni stadia (metacykli¢ti promastigoti), ktera jsou pohlcovana
buitkami vrozené imunity, pfedev§im makrofagy (shrnuto v Rossi a Fasel, 2018). Uvnitf
bunék je leishmanie uzaviena do parazitoforni vakuoly, kde dochézi k diferenciaci z formy
promastigota s protahlejSim bunéénym télem a delSim pohyblivym bic¢ikem na amastigota
s nepohyblivym kratkym bi¢ikem (shrnuto v Sunter a Gull, 2017). Amastigoti se dale mnozi,
az zpusobi prasknuti infikované buiiky a uvolnéna stadia zacnou napadat dalsi buiiky (shrnuto
v Sasidharan a Saudagar, 2021). Poté, kdyZ vektor saje na infikovaném hostiteli, nasaje
spole¢né s krvi 1 amastigoty. Uvnitf traviciho traktu flebotoma dojde vlivem zmény pH
a teploty k diferenciaci amastigotti na procyklického promastigota. Procyklicky promastigot
se nachazi uvnitf peritrofické matrix v tzv. endoperitrofickém prostoru (shrnuto v Dostélova
a Volf, 2012). Peritrofick4 matrix, sloZzena z chitinu, proteoglykant a dal$ich latek, oddéluje
epitel stfev od poziené potravy, ¢imz chrani epitelialni buiiky pfed mechanickym
a chemickym poskozenim a patogeny (shrnuto v Erlandson et al., 2019). U flebotomil tato
matrix vznikd v pfimé reakci na pozieni potravy a obaluje cely povrch traveniny, ¢imz

v pozd¢jsi fazi vytvari prekazku pro leishmanie. Procyklicky promastigot se uvnitt matrix déli

N2f\l



a diferencuje na nektomonadni promastigoty charakteristické dlouhym télem, dlouhym
bi¢ikem a vysokou pohyblivosti. Peritrofickd matrix vlivem enzymu praska a nektomonady
unikaji z endoperitrofického prostoru do lumen stfev, aby se mohly pomoci bi¢iku zakotvit
mezi mikroklky stfevniho epitelu, a zabranily tak nechténému vylouceni z téla spolecné

se zbytky potravy (shrnuto v Dostalova a Volf, 2012). Nektomonady se v pfedni ¢asti stfeva
méni v leptomonadni promastigoty, ktefi se dale diferencuji v metacyklické promastigoty.
Leptomonady se dok4dzou pfeménovat i v jiné stddium — haptomonady. Ty kolonizuji

a poskozuji ¢ast traviciho ustroji nazyvanou stomodealni valva. I diky tomu se znesnadni
prubéh sani na hostiteli a dojde k refluxu potravy i nakazlivych metacyklickych promastigota

pfimo do rany obratlovce (shrnuto v Dostalova a Volf, 2012 a Sasidharan a Saudagar, 2021).

V zévislosti na druhu leishmanie a dalSich faktorech, mezi které patii napiiklad i stav
imunitniho systému, miiZze ndkaza u hostitel vyustit v onemocnéni s riznymi klinickymi
projevy. Nejcastéj$im a zaroven nejméné nebezpeénym projevem je kozni neboli kutanni
leishmani6za (CL), ktera se projevuje ulceréznimi koznimi 1ézemi v misté sani. V zavislosti
na druhu parazita se 1éze béhem nékolika mésict az rokl samy zhoji. KoZni leishmaniozy
Star¢ho svéta zpiisobuji napt. L. major, L. tropica nebo L. aethiopica, v Novém svéte to jsou
druhy L. amazonensis, L. mexicana, L. guyanensis atd. Nékteré druhy koznich leishmanii
formy kozni leishmanidzy — diseminovanou, difizni nebo recidivujici kozni leishmaniézu.
Ptechodnou formou mezi koZni a visceralni leishmani6zou je kozné-slizniéni (mukokutdnni)
forma, ktera se projevuje lézemi v oblasti nosni prepazky, rtii a mékkého patra, a jejiz vyvoj

muze mit fatalni nasledky (shrnuto v Burza et al., 2018).

Véznéjsi formou je visceralni leishmanidza (VL) vyvolana predev§im druhy
L. infantum a L. donovani (synonymum pro L. chagasi v Novém svéte) (shrnuto v Akhoundi
et al., 2016). Hlavnimi misty vyskytu jsou Indie a okolni staty, vychod Afriky (Etiopie
a sousedni staty) a Jizni Amerika. Mezi projevy patii horecnaté stavy, zvétSeni slinivky
a jater, zmény v krevnim obrazu nebo ubytek hmotnosti. Bez 1é¢by je tato forma leishmaniozy
smrtelna. Po ukonceni 1écby VL zpiisobené vétSinou L. donovani, se u nekterych pacientii
muze vyvinout post-kala-azarova dermalni leishmaniéza (PKDL), ktera je charakteristicka

rozséhlou kozni vyrazkou (shrnuto v Burza et al., 2018).

Pro shrnuti charakteristik hlavnich druht z rodu Leishmania viz Tabulka 1.



Tabulka 1 — Charakteristika hlavnich zastupcii rodu Leishmania

(ptevzato z Akhoundi et al., 2016 a Burza et al., 2018 - upraveno)

Zemé/oblasti
Hlavni
Klinické projevy Prenaseci nejvétSiho
rezervoar
zatiZeni
: Napf. Baintiiéé
L. donovani VL a PKDL Lidé P. argentipes, panglaces,
. : Etiopie, Stdan,
P. orientalis NP
Jizni Sudén
. Napr: Cina, jizni
L. infantum P. permiciosus, Y 1
B, . Evropa, Stedni
. VL aCL Psi, zajici a lidé P. major, o, )
(L. chagasi) ; . a Jizni Amerika
Lu. longipalpis, -
; (Brazilie)
Lu. cruzi
Blizky vychod
y (Iran, Saudska
- : Napf. Ardbie)
L. major CL Hlodavei P. duboscqui, AR
P papatasi severni, stfedni
-pap a zapadni
Afrika
’ CL, recidivujici ~ Lidé, ale vyskyt Napt. Blizky vychod,
. tropica o 1 zoonotickych P. sergenti, severovychodni
CL, vzicné VL ohnisek P. arabicus a jizni Afrika
o CL, diseminovana, P. longipes,
L. aethiopica diftzni a Damani P. pedifer, Etiopie a Kena
oronazalni CL P. sergenti
; CL, diseminovana Hlodavci a Napf.
L. mexicana P e, y : Lu olmeca olmeca,  Jizni Amerika
a diftzni CL vacnatci .
Lu. ovallesi
. CL, diseminovana Vacice a Napr.
L. amazonensis e . Lu. flaviscutellata,  Jizni Amerika
a diftzni CL hlodavci . .
Lu. longipalpis
CL, difuzni a Nabi
recidivujici CL, Psi, lidé, pr-

L. braziliensis

L. guyanensis

mukokutanni

leishmanioza
CL, diseminovana
CL, mukokutanni

leishmani6za

hlodavci a koné

Vacice,
lenochodi a
mravenecnici

Lu. whitmani,
Lu. wellcomei

Napt.
Lu. umbratilis,
Lu. anduzei

Jizni Amerika

Jizni Amerika



3 Obecna charakteristika imunitnich bunék a déju

Imunitni systém se skladéa ze dvou slozek — vrozeného imunitniho systému
(oznacovaného také jako antigenné nespecificky nebo neadaptivni) a systému ziskaného
(také oznaCovany jako specificky nebo adaptivni). Ob¢ tyto slozky se rozdéluji na humoralni
¢ast, ktera zahrnuje rizné rozpustné bilkoviny kolujici v téle, a bunécnou ¢ast, ktera se sklada
z n¢kolika typti bun¢k disponujicich riznymi obrannymi mechanismy. Jako prvni se v boji
proti patogentim uplatiiuje vrozeny imunitni systém a jeden z prvnich mechanismi, ktery

se tohoto boje tcastni je komplementovy systém (shrnuto v Hotejsi et al., 2017, str. 26).

3.1 Komplement

Komplement je soubor ptiblizné 35 proteini, jejichz prekurzory jsou vytvareny
v jatrech, fibroblastech nebo dendritickych buiikéch a poté koluji t€lem v inaktivni formé.
Jakmile se v téle vyskytne infekce, komplement je aktivovan tfemi moznymi cestami —
klasickou, lektinovou nebo alternativni (shrnuto v Conde et al., 2022). At’ uz je komplement
aktivovan jakkoliv, vSechny cesty vedou k vytvoreni komplexu zvaného C3 konvertaza, ktera
$tépi molekulu C3 na molekuly C3a a C3b. Molekula C3b je diillezitym opsoninem, uklada
se na povrch riiznych patogentl, zprostfedkovava fagocytodzu a spolu s dalsimi molekulami
vytvaii C5 konvertazu. Ta dale $tépi molekuly C5 a interakci s fadou dal$ich molekul je
aktivovan membranu atakujici komplex (MAC), ktery zptisobuje lyzu patogenu. Zaroven pii
Stépeni nékterych komponentil vznikaji vedlejsi produkty (napt. molekula C3a nebo C5a),
které plisobi na receptory imunitnich buné¢k a atrahuji je do mista infekce (shrnuto v Conde

et al., 2022).

Pravé molekula C3 ma pro ndkazu leishmaniézou velky vyznam, protoZe leishmanie
dokazou tézit z jeji chemotaktické a opsonizacni funkce (Brittingham et al., 1995; Jacobs
et al., 2005). Povrch leishmanii je opsonizovan fragmenty C3 (Wozencraft a Blackwell,
1987). Molekula C3b i jeho fragment iC3b slouzi jako ligandy receptori CR3 a CR1, které
se nachézeji na povrchu cilovych bun€k leishmanii (neutrofili a pfedev§im makrofag)
a jejichz prostfednictvim dochdzi k fagocytoéze (Laufs et al., 2002; Rosenthal et al., 1996).
Zaroven je aktivace pies receptory CR3 a CR1 net¢innd v aktivaci oxida¢niho vzplanuti,
které je efektivni v intracelularnim niceni leishmanii (Wright a Silverstein, 1983). Tato
pro leishmanie vyhodna role komplementu byla dokazana i v in vivo studii s L. chagasi.
V nepfitomnosti komplementu byla mira fagocytdzy leishmanii nizsi a jejich intraceluldrni

niceni efektivnéjsi, protoze doslo k aktivaci oxida¢niho vzplanuti prostiednictvim receptorii
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nezavislych na komplementu. Neptitomnost komplementu méla t¢inek i na Sifeni leishmanii
do organti — v organech byli pozorovani nezivotaschopni amastigoti L. chagasi (Laurenti

et al., 1996).

I ptes urcité vyhody, které komplement leishmaniim poskytuje v tispéSném infikovani
hostitele a mechanismy, kterymi dokazou leishmanie komplement obejit, Dominguez et al.,
2002 odhaduji, Ze témét 90 % infekEnich promastigotil je zabito komplementovym systémem

uz po n¢kolika malo minutach v téle hostitele (Dominguez et al., 2002).

3.2 Neutrofily (neutrofilni granulocyty)

Prvnimi bunikami, které jsou ptitahované do mista infekce zpiisobené leishmaniemi
jsou neutrofilni granulocyty neboli neutrofily, které jsou poté nasledované vinou
monocytl/makrofagli (Laurenti et al., 1996; Peters et al., 2008; Thalhofer et al., 2011).
Neutrofily jsou vrozené imunitni buniky, které disponuji fadou intracelularnich
1 extracelularnich mechanismd, které se uplatiiuji v boji proti patogeniim. Jsou schopné
fagocytozy, béhem které je pohlceny patogen uzavien do fagosomu. Na povrchu fagosomu
dojde k sestaveni a aktivaci enzymu NADPH oxidazy, ktera dale pfeménuje O, a NADPH
(produkt bunééného metabolismu) na superoxidovy anion O, ktery mize byt dale pretvaren
na peroxid vodiku H>Oz. Superoxidovy anion i peroxid vodiku jsou oznacované jako reaktivni
formy kysliku (ROS) a jejich ucinkem dochazi k poklesu pH v parazitoforni vakuole
a k ni¢eni patogennich struktur. Tento d¢j je oznaCovan jako oxida¢ni nebo také respiracni

vzplanuti (shrnuto v Ganeshan a Chawla, 2014).

V cytoplazmé neutrofilii se nachazi n¢kolik typl granul, kterd jsou vyplnéna riznymi
enzymy. Na zaklad¢ podnétli granula fuzuji s cytoplazmatickou membranou a vyplavuji
enzymy do extracelularnich prostorii za icelem niceni patogent vné buiiky. Tento d&j
se nazyva degranulace. DalSi moZnosti je splyvani granul s membranou fagosomu.

V primérnich neboli azurofilnich granulich se nachazeji pfedevs§im antimikrobidlni enzymy.
Dale mizeme v neutrofilech najit sekundarni (specifickd) a tercialni granula, jejichZ enzymy

se ucastni oxida¢niho vzplanuti (shrnuto v Yin a Heit, 2018).

Dalsim mechanismem, ktery neutrofily vyuzivaji v boji proti patogeniim je tvorba
neutrofilnich extracelularnich pasti (NETs) béhem procesu zvaného NET6za. Jedna se

o specialni typ programované bunécné smrti. Pfi NET6ze dochazi k uvoliovani DNA z jadra



bunky, kterd spolecné s histony a proteiny z granul vytvaii sit’, do které jsou zachycovany

a nasledné niceny patogeny (shrnuto v Thiam et al., 2020).

Role neutrofilt je pfi nakaze leishmaniézou ponékud kontroverzni, protoze leishmanie
dokézou obejit n€které jejich obranné mechanismy, napi. povrchova molekula leishmanii,
lipofosfoglykan, chrani leishmanie pfed oxidacnim vzplanutim (Brandonisio et al., 1994)
nebo antimikrobialnimi peptidy v NETs (Gabriel et al., 2010). Splyvani granul s fagosomem
bylo dokézéno u L. major a L. donovani, ovsem bylo pozorovano pouze splyvani primarnich
granul (Mollinedo et al., 2010), ktera kromé¢ jiného obsahuji i enzym argindzu (Munder et al.,
2005), ktera podporuje proliferaci leishmanii (Iniesta et al., 2001). V tomto smyslu je
pro leishmanie neutrofil vyhodny a ptedstavuje jen jakési utocisté pied nepiiznivym
extracelularnim prostfedim (shrnuto v Ribeiro-Gomes a Sacks, 2012). MiZe tomu
nasvédcovat 1 fakt, Ze samotné leishmanie produkuji chemotaktické latky, které umoziuji
molekulu LCF (chemotakticky faktor leishmanii), ktera se vaze na receptor lipoxinu A4
na povrchu neutrofild, a tim dochazi k jejich chemotaxi (van Zandbergen et al., 2002).
Leishmanie po pohlceni indukuji v neutrofilech tvorbu interleukinu-8 (IL-8) a dalSich
chemotaktickych latek, které ptsobi na neutrofily i jiné imunitni buiiky, napt. makrofagy
(Marques et al., 2015; van Zandbergen et al., 2002). Chemotaxe neutrofila tedy vede k dalsi
chemotaxi imunitnich bun€k (van Zandbergen et al., 2002). Neutrofily tak mohou slouzit jako

prostiedek, kterym se leishmanie mize dostat bliz k cilovym makrofagim.

Zaroven leishmanie vyuzivaji apoptozy neutrofill a vlastnosti makrofagl tyto mrtvé
bunky odstraniovat. Mechanismus ,,trojského koné* popisuje fagocytozu apoptotickych télisek
neutrofild i s leishmaniemi (van Zandbergen et al., 2004). Uvolnéni Zivych leishmanii
z apoptotickych neutrofilii nasledované fagocyt6zou makrofagy bylo pozorovano ve studii
Peters et al., 2008. Tento mechanismus byl pozdéji nazvan jako ,,trojsky kralik* (Ritter et al.,
2009). Tyto mechanismy byly podpofeny dal$imi studiemi. Naptiklad L. major (Aga et al.,
2002) a L. donovani (Gueirard et al., 2008) dokazou oddalit apoptoézu neutrofilli o 24 az 48
hodin, dokud do mista infekce nenamigruji makrofagy. Fagocytdza apoptotickych neutrofilt

vede ke zvySenému poctu infikovanych makrofagti (Afonso et al., 2008).

3.3 Makrofagy

Makrofagy jsou hlavni cilové bunky leishmanii, ve kterych probiha diferenciace

v amastigoty nasledovana replikaci (shrnuto v Rossi a Fasel, 2018). Podobné¢ jako neutrofily,
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1 makrofagy jsou schopné fagocytdzy a uzavirani leishmanii do fagosomu. Makrofagy
produkuji kromé& ROS i oxid dusnaty NO, ktery se fadi mezi RNS (reaktivni formy dusiku).
Hlavnim enzymem, ktery se tvorby NO tucastni je NOS (syntdza oxidu dusnatého) (shrnuto v
Rossi a Fasel, 2018). Dulezitymi stimulanty tvorby NOS jsou cytokiny interferon-y (IFN-y)
a tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a), které jsou produkty populace pomocnych T
lymfocytt (shrnuto v Hoftejsi et al., 2017, str. 41).

3.4 Dendritické bunky
Dendritické buniky (DC) béhem imunitni odpovédi plni roli tzv. APC bun¢k (antigen

prezentujici buiiky). Tyto burniky se nachazeji v krevnim a lymfatickém ob¢hu a v riznych
tkanich vcetné kiize, kde monitoruji okoli a pohlcuji antigenni ¢astice. Po setkdni s antigenem
se DC aktivuji a putuji z tkani do lymfatickych organii (lymfatickych uzlin a dalSich
sekundarnich lymfatickych organti), kde prezentuji pohlcené antigeny T lymfocytim, ¢imz je
aktivuji. Diky APC funkci se DC oznacuji za spojky mezi vrozenou a ziskanou imunitni

odpovedi (shrnuto v Hotejsi et al., 2017, str. 43-44).

3.5 T lymfocyty
Mezi buniky ziskané imunity se fadi T lymfocyty a B lymfocyty. Lymfocyty vytvareji
obrovské mnoZzstvi unikatnich receptord, které rozeznavaji specifické antigeny. Humoralni

slozkou ziskané imunity jsou protilatky (shrnuto v Hofejsi et al., 2017, str. 25,32).

T lymfocyty na svém povrchu nesou nejen antigenné specificky receptor, ale
1 koreceptor CD4 nebo CDS8. Dle toho se také daji dé€lit na CD8+ T lymfocyty a CD4+
T lymfocyty. Po setkani s DC a rozeznani specifického antigenu prostfednictvim svého
receptoru se T lymfocyty aktivuji a diferencuji. CD8+ T lymfocyty tvoii populaci
cytotoxickych T lymfocyti (Tc). CD4+ T lymfocyty, které vytvareji populace pomocnych
T lymfocytt (Th). Populace Th lymfocyti se dale rozdéluji na zaklad€ produkovanych
cytokini naptiklad na Th1 buniky, Th2 bunky, regulacni T lymfocyty (Treg) a dalsi. Thl
buiiky jsou charakteristické produkci IFN-y a IL-2, Th2 bunky produkuji hlavné IL-4, IL-5,
IL-6 a IL-10 a Treg jsou zdrojem IL-10 a transformujiciho rastového faktoru-B (TGF-B). Tyto
diferencované lymfocyty se navzdjem ovliviiuji a reguluji prostfednictvim produkce cytokini.
Vyvoj Thl odpovédi a produkce IFN-y inhibuje Th2 odpovéd’, a naopak produkce cytokinu
IL-4 Th2 buiikami inhibuje vyvoj Th1 bunék (shrnuto v Dong, 2021 a Hofejsi et al., 2017
str. 135-136,140).



3.6 B lymfocyty

B lymfocyty jsou vyznamné predevsim diky schopnosti produkovat protilatky neboli
imunoglobuliny (Ig) specifické pro dany patogen. Tyto protilatky se poté vazou na povrch
patogent a zpUsobuji jejich neutralizaci (navazani na epitopy patogentl, ¢imz znemoziuji
vazani patogentl na povrch cilovych bunék nebo vstup do nich), opsonizaci (zlepSovani
fagocytdzy imunitnimi buiikami) nebo mohou aktivovat komplementovy systém klasickou

cestou (shrnuto v Hotejsi et al., 2017, str. 153,160-161).

3.7 Cytokiny

Imunitni buniky i tkdnové bunky sekretuji molekuly zvané cytokiny, diky kterym mezi
sebou buitkky komunikuji a vytvareji optimalni imunitni odpovédi. Mezi cytokiny se fadi
interleukiny (IL; reguluji vyvoj imunitni odpovédi a aktivaci imunitnich bun€k), chemokiny

(CC, CXC; reguluji migraci buné€k), interferony (IFN; reguluji imunitni odpovéd’

vvvvvv

-----

se fadi [FN, TNF, IL-12, IL-8 a dal$i, mezi protizanétlivé se fadi naptiklad IL-4, IL-10,
TGF-B . Funkei cytokini je vice a jednotlivé cytokiny mohou spadat do vicero skupin

(shrnuto v Hofejsi et al., 2017, str. 100-108).



4 Imunitni odpovéd’ u kozni leishmaniozy

4.1 Vrozena imunita

Neutrofily jsou prvni bunky, které jsou pfitahované do mista infekce (Peters et al.,
2008). Ackoliv neutrofily disponuji obrannymi mechanismy v podobé ROS, NETSs nebo
granul, jejich pfitomnost spiS podporuje infekci leishmaniozy (viz kapitola 3 — Obecna
charakteristika imunitnich bun¢k a déj1). Pohlcenim infikovanych apoptotickych neutrofil
muze dochéazet k infikovani makrofagt i DC (Ribeiro-Gomes et al., 2012; van Zandbergen
et al., 2004). Fagocytozou apoptotickych neutrofilli navic dochazi k zvysené produkci
APC funkce DC v pocatcich infekce, ktera inhibuje aktivaci Th bunék (Ribeiro-Gomes et al.,
2012).

Makrofagy jsou cilovymi bunikami leishmanii, ve kterych dochézi k replikaci
amastigotll leishmanii. Jejich Gi¢innou zbrani v zabijeni leishmanii je produkce ROS a RNS
(shrnuto v Rossi a Fasel, 2018). Uginnost reaktivnich forem v zabijeni druhtit CL se mize lisit.
Zatimco ni¢eni L. amazonensis vyzaduje souhru obou reaktivnich forem (Mukbel et al.,
2007), nieni L. major v kiizi a lymfatickych uzlinach je spiSe zavislé na produkci NO (Liese
et al., 2008). Nedostatek enzymu NOS, a tedy i1 nedostate¢na produkce NO, navic vede

k roz$iteni infekce L. major do organt (Diefenbach et al., 1998).

Hlavni role dendritickych bun¢k v ptipad¢ infekce L. major spociva v produkei I1L-12
a v prezentovani antigentl T lymfocytim v lymfatickych uzlinach (von Stebut et al., 1998).
Tim dochazi k diferenciaci v Thl bunky (Park et al., 2000), které produkuji [FN-y. Produkce
IFN-y poté vede ke zpétné aktivaci makrofagl, produkci NO a niceni paraziti nejen kozni,
ale 1 visceralni leishmaniézy (Assreuy et al., 1994; Panaro et al., 1999). DC mohou produkci
IL-12 také aktivovat NK bunky, které jsou téZ producenti IFN-y a ovliviuji diferenciaci

T lymfocytt (Bajénoff et al., 2006; Liese et al., 2008).

4.2 Th lymfocyty
Polarizace Th1/Th2 odpovédi hraje pii ndkaze CL dileZitou roli. Na mySich modelech
bylo dokazéano, Ze diferenciace T lymfocytl v Th1 buiiky vede k produkci IFN-y a odolnosti

vici nakaze L. major, zatimco vyvoj v Th2 odpovéd’ vede k nachylnosti na infekei (Scott,

1991).



Ve studiich s pacienty s diagnostikovanou CL, ktera byla vyvolana L. major,
L. braziliensis, L. guynensis, byly ale pozorované smesi cytokinii Thl i Th2 odpovédi, jejichz
zastoupeni se ale v ¢ase ménilo (Baratta-Masini et al., 2007; Bourreau et al., 2003; Castellano
et al., 2009). V pocatcich infekce byla hladina protizanétlivych cytokint IL-4, IL-10 a TGF-$
vyssi. Tento stav umoziuje rast a mnozeni leishmanii a je spojen s rozvojem nemoci.
S postupem infekce doslo k navySeni produkce cytokinti Th1 na ukor Th2. Zvysené hladiny
IFN-y a TNF-a maji za nasledek aktivaci makrofagl a zamezeni $ifeni nemoci (Baratta-

Masini et al., 2007; Castellano et al., 2009).

U asymptomatickych jedincti byla rovnéz pozorovana smés cytokinti Th1 i Th2
odpovédi (Baratta-Masini et al., 2007). Dale byl pozorovan jiny pomér mezi IFN-y a IL-10
u asymptomatickych jedincii a pacientd, u kterych doslo k vyvoji CL v dasledku nédkazy
L. braziliensis. U asymptomatickych pacientll byl pomér vyrovnanéjsi (Bittar et al., 2007).
Autofi se proto domnivaji ze klinicky obraz CL, resp. rezistence vici infekci, u lidi je dana
spi§ rovnovahou mezi Th1 a Th2 cytokiny, nez rozvojem jedné ¢i druhé odpovédi, jako tomu

je u mysich modell (Baratta-Masini et al., 2007; Bittar et al., 2007).

4.3 Treg lymfocyty

Akumulace regulacnich T lymfocyti v kizi byla pozorovana u mysich modela
(Belkaid et al., 2002) i pacient s CL (Bourreau et al., 2009). Treg prostfednictvim produkce
IL-10 suprimuji efektorové funkce jinych T lymfocyti, coz nasledné vede ke snizovani
hladiny IFN-y a pfetrvavani leishmanii v kiizi. Naopak neutralizaci IL-10 dochézi k navyseni
tvorby IFN-y (Bourreau et al., 2009). Zajimavou ¢asti studie bylo porovnavani hladin mRNA
transkripéniho faktoru Foxp3 typického pro Treg v 1ézich starSich a mladSich nez 1 mésic.
Ve starSich l1ézich byla pozorovana nizsi hladina Foxp3 nez v novéjSich 1ézich. Opacény stav
nastal u hladin mRNA IFN-y (starsi 1€ze obsahovaly vice IFN-y nez ty nové) (Bourreau et al.,
2009). Tato pozorovani mohou souviset se zménou polarizace Th1/Th2 odpovédi, ktera byla
pozorovand u pacientli s CL (Bourreau et al., 2003). Snizenim mnozstvi Treg a jimi
produkovanych supresivnich cytokinii miiZze dojit ke zvySeni produkce IFN-y a pteklopeni
odpovédi Th2 v odpoveéd’ Thl (Bourreau et al., 2009). Vétsi mnozstvi Treg bylo také
zaznamenano v hufe hojenych koznich 1ézich zpisobenych L. guynensis (Bourreau et al.,

2009). Treg tedy mohou svou supresivni funkci ovliviiovat patologii kozni leishmanidzy.



4.4 Tc lymfocyty
Dalsimi T lymfocyty, které se akumuluji v koznich 1ézich jsou cytotoxické
T lymfocyty (Santos et al., 2013). Ackoliv jsou Th1 bunky povazovany za hlavni zdroj IFN-y
(Santos et al., 2013) 1 Tc buiiky jsou jeho dalezitym producentem (Rostami et al., 2010).
Tc jsou kromé produkce cytokint dilezité kvili jejich cytotoxické funkci, kterou v bunikach
indukuji apoptézu prostfednictvim enzymii perforinu a granzymti, jako tomu je napf.
pii infekci L. mexicana (Hernandez-Ruiz et al., 2010). Apoptéza miize byt vyvolana
1 interakci Fas receptoru s Fas ligandem nebo prosttednictvim cytokinu lymfotoxinu (shrnuto

v Hoftejsi et al., 2017, str. 146).

Tc mohou produkei IFN-y ptispét k nastoleni Th1 odpovédi (Uzonna et al., 2004). Déle
mohou svou cytokinovou produkei a cytotoxickou aktivitou ptispét k lokalizaci infekce.
V piipad¢ lokalizované infekce L. mexicana byla aktivita CD8+ bunék vétsi oproti

diseminované form¢ (Hernandez-Ruiz et al., 2010).

Na druhou stranu se Tc podileji na poskozeni tkan¢ (Santos et al., 2013). Produkce
perforinu a granzymti CD8+ bunikami, popt. NK buitkami, mtze pfispivat k tvorbé
ulcerujicich koznich 1ézi a nekréze. Mimochodem déle tomu mize napomahat i nadmérna

produkce prozanétlivych cytokini IL-1p a TNF-a (Saldanha et al., 2020).

4.5 B lymfocyty

B lymfocyty béhem nakazy kozni leishmani6zou spis§ podporuji vyvoj infekce. Spojitost
mezi B lymfocyty a nachylnosti na infekci byla prokdzand na BALB/c mySich s deficitem
B lymfocyti, které byly schopné kontroly koznich 1ézi (Sacks et al., 1984). Vysledky dalsi
studie, béhem které¢ byly také vyuzité deficitni mysi, ukazuji, Ze 1éze obsahovaly meéné
parazitl L. major v porovnani s infikovanymi kontrolnimi mySmi (Ronet et al., 2008). Pokud
ale deficitnim mySim byly inokulovany B lymfocyty doslo k vyvoji progresivnich 1ézi

podobnych tém, které vznikaly u kontrolnich mysi (Ronet et al., 2008).

Vyvoj infekce mohou B lymfocyty podpofit i prostiednictvim produkce imunoglobulinii
nebo cytokinl. Byla pozorovana vazba IgG na povrchu amastigotti L. major ziskanych
z koznich 1ézi. Jejich vazba na Fc receptor makrofagli podpoftila tvorbu IL-10, kterd nasledné
vedla k inhibici IL-12 a TNF-a (Kane a Mosser, 2001). K podobnym vysledkiim dosla i studie
Buxbaum a Scott, 2005, kteti také pozorovali tvorbu IL-10 v makrofazich po interakci

s L. mexicana. Ti dale zjistili, Ze buiiky mysi, kterym chybél receptor pro IgG, produkovaly



mén¢ IL-10 a vice IFN-y nez kontrolni mysi (Buxbaum a Scott, 2005). Také samotné

B lymfocyty mohou produkovat IL-10, ktery snizuje produkci IL-12 (Ronet et al., 2010).

4.6 Cytokiny

IFN-y patii mezi hlavni cytokiny produkované pti Th1 odpovédi. Jeho ucinkem dochézi
k aktivaci makrofagt a produkci NO (Assreuy et al., 1994). Ackoliv je produkce IFN-y
dualezita (Souza-Neto et al., 2004), Melby et al., 1994 se domnivaji, Ze samotna produkce

IFN-y neni dostatecna pro zvladnuti infekce CL. Dtlezitymi jsou i dal$i prozanétlivé

cytokiny, napt. IL-12 a TNF-a (Castellano et al., 2009).

IL- 12 je nezbytny pro aktivaci Thl buné¢k (von Stebut et al., 1998) a deficience tohoto
cytokinu u my$i vykazuje pti ndkaze L. major zvySenou parazitarni zatéz doprovazenou
snizenou hladinou IFN-y (Mattner et al., 1997). Pti infekci L. braziliensis vedl nedostatek
IL-12 dokonce k Sifeni parazitii do organti (Souza-Neto et al., 2004).

TNF-a spolu s IFN-y plisobi na makrofagy, ve kterych indukuji tvorbu NO (Liew et al.,
1990). U pacientli s mukokutanni leishmaniézou byla pozorovana vyssi produkce TNF-a nez
u pacient s CL (Da-Cruz et al., 1996). To vedlo autory k domnénce, Ze kromé¢ jeho role,
kterou zastava pii 1éCeni 1ézi, se jeho zvySena pietrvavajici produkce mize podilet
na poskozeni tkani a zptisobovat horsi klinické projevy (Da-Cruz et al., 1996). Tuto
domnénku podporuje pozorovani snizovani hladiny TNF-a po vyléceni lokalizované CL

(Castellano et al., 2009).

v

Keratinocyty — nejhojnéjsi typ koznich bunék, které mohou produkovat
do extracelularniho prostoru fadu latek zahrnujici cytokiny, antimikrobialni peptidy, enzymy
a dalsi (shrnuto v El-Serafi et al., 2022) — mohou byt v malém mnozstvi infikované
leishmaniemi (Scorza et al., 2017). L. major v téchto bunikach indukuje produkei IL-4,
coz neni pozorovano po infekci viscerdlnim druhem L. infantum (Scorza et al., 2017).
IL-4 je cytokin charakteristicky pro Th2 odpovéd’ a je spojovan s nadchylnosti na infekci
leishmani6zou (Scott, 1991), nicméné byla odhalena 1 jeho opa¢na role, ktera miize vést
ke kontrole kozni leishmanidzy (Ehrchen et al., 2010). Jeho exprese byla zaznamendna
u keratinocytii ¢asné po infekci L. major. Tato ¢asna produkce nevedla k vytvoreni Th2
odpovédi, ale podpotila diferenciaci T lymfocyti v Thl buiikky. Zména z Th1 v Th2 odpoved’
nastala po lokalni neutralizaci IL-4 prostiednictvim imunoglobulint (Ehrchen et al., 2010).

Jiz dtive bylo zjisténo, ze IL-4 podporuje tvorbu IL-12 v DC (Hochrein et al., 2000), ktera



nasledn¢ vede k vyvoji Thl odpovédi (Biedermann et al., 2001). Z toho diivodu byla
vyslovena hypotéza, ze Casnd tvorba IL-4 v misté sani flebotomil ptisobi na DC, které

po migraci do lymfatickych uzlin mohou formovat Th1 odpovéd’ prostiednictvim produkce
IL-12 (Ehrchen et al., 2010). U¢ast IL-4 na vyvoji Thl odpovédi a zvysené expresi IFN-y byla
pozorovana pouze pokud byl cytokin ptfitomen pfi aktivaci DC, pokud byl IL-4 pfitomen

pfi aktivaci T lymfocytt, doslo k vyvoji Th2 odpovédi (Biedermann et al., 2001).



5 Imunitni odpovéd’ u visceralni leishmaniozy

5.1 Odpovéd’ v jatrech
5.1.1 Vrozena imunita

Kupferovy bunky tvoii populaci residentnich makrofagii v jaternich sinusoidech
(shrnuto v Nguyen-Lefebvre a Horuzsko, 2015). Ackoliv jsou pravé tyto bunky jednou
z cilovych populaci bun¢k, které napadaji druhy VL (shrnuto v McCall et al., 2013),
podle nedavné studie s L. infantum jsou Kupfferovy bunky u¢innéjsi v ni¢eni paraziti
nez krevni makrofagy, které naopak vytvaieji pfiznivé prostredi pro Sifeni leishmanii
do organti (Rodrigues et al., 2022). Murray a Nathan, 1999 se ve své studii zabyvali
parazitarni zat€zi L. donovani v jatrech mys$i, které mély narusené kaskady vzniku ROS
a RNS. Pocet parazitl byl vyssi v obou typech deficitnich mysi v porovnani s kontrolnimi
myS$mi. Zatimco u mysi s nedostatkem ROS s postupem ¢asu dochazelo k likvidaci paraziti,
u mysi s deficitem RNS dochazelo k narustu mnozstvi paraziti. Spis nez produkce ROS je

dilezitéjsi tvorba RNS, ktera vede k likvidaci paraziti (Murray a Nathan, 1999).

V jatrech v reakci na infekci visceralni leishmaniozou vznikaji Gtvary nazyvané jako
granulomy (McElrath et al., 1988) a pravé infikované fuzujici Kupfferovy bunky z jaternich
sinusoidl vytvareji zdklad téchto granulomii (Beattie et al., 2010; shrnuto v Murray, 2001).
Deficience RNS a ROS v makrofézich zplsobila opozdénou tvorbu a zrani granulomt
(Murray a Nathan, 1999). Do jater jsou dale prostiednictvim chemokint ptitahované imunitni
buniky (Cotterell et al., 1999), které zacnou obklopovat Kupfferovy buiiky. Jedny z prvnich
jsou granulocyty (neutrofily a eozinofily) a monocyty (McElrath et al., 1988). Ve studii
Terrazas et al., 2017 bylo prokazano, Ze i neutrofily a predev§im zanétlivé monocyty
v granulomech mohou byt infikované L. donovani, a dokonce ve vétsi mife nez reziden¢ni
makrofagy (Terrazas et al., 2017). Inhibice chemoatraktivniho receptoru CCR2 ovlivnila
chemoatrakci zadnétlivych monocyt a nasledné vedla ke snizenému poctu paraziti v jatrech
i slezin€ (Terrazas et al., 2017). Nedostatek monocytii a neutrofild v granulomech také vede
ke zpomalené tvorb¢ a zrani granulomt (Cervia et al., 1993; McFarlane et al., 2008). Déle

se ke granulomm ptidava smés CD4+ 1 CD8+ bun¢k a B lymfocyty (McElrath et al., 1988).

5.1.2 Ziskana imunita (CD8+ a CD4+ buiiky)
Ugast Tc a Th bunék na tvorbé granulomt je dillezita. Populace rezidenénich

T lymfocyti v jatrech podporuji tvorbu granulomil ptimo 1 nepfimo produkci chemokin,



které ptisobi na populace imunitnich bun¢k ptitahovanych do jater (Cotterell et al., 1999).
Mysi infikované L. donovani, které postradaji T lymfocyty, popf. je funkce T lymfocytt
inhibovana prostiednictvim protilatek, vykazuji v jatrech mensi produkei prozanétlivych
tvotit granulomy (Engwerda et al., 1996; Stern et al., 1988). Podstatné jsou ob¢ populace
CD4+ i CD8+. Inokulace CD4+ i CD8+ bun¢k do deficitnich my$i ma za nasledek zvyseni
produkce IFN-y (Stern et al., 1988).

CD8+ lymfocyty se podileji na tvorbé granulomti, ve kterych miizou i pievySovat
pocty CD4+ bun¢k (McElrath et al., 1988). V granulomech pfichazeji do kontaktu
s Kupfferovymi bunkami, které jim prezentuji antigeny. Kupfferovy buiiky jsou dokonce
povaZované za jediné antigen prezentujici buniky pro CD8+ lymfocyty v jaternich
granulomech (Beattie et al., 2010) . Role CD8+ bun¢k po kontaktu s antigenem spociva
v cytotoxické aktivité (skrze produkei perforinu i Fas/FasL interakce), produkci chemokinti
a prozanétlivych cytokini (IFN-y a TNF-a), jak bylo zjisténo v odpovédi na infekci
L. infantum (Tsagozis et al., 2003). DuleZitost téchto bunék dokazuje také experiment
zahrnujici inokulaci CD8+ bunék do mysi infikovanych L. donovani, ktera zptsobila

snizovani poctu parazita (Polley et al., 20006).

5.1.3 Cytokiny

Hlavni ptispévek CD4+ bunék spociva v produkci Sirokého spektra Thl 1 Th2
cytokint, které je produkovano v jatrech v reakci na infekci (Miralles et al., 1994). Na rozdil
od kozni leishmanidzy, kde je v BALB/c mysich Th2 odpovéd’ zodpovédna za horsi pribeh
nemoci (Scott, 1991), v pfipad€ visceralni leishmanidzy neni indukce Th2 odpovédi v jatrech
dostatecné silnd, aby potlacila uc¢inky Thl cytokint, pfedevs§im co se ty€e IL-4 (Miralles

et al., 1994).

Z prozanétlivych cytokinl se uplatiuji pfedevsim IL-2, IL-12, IFN-y a TNF-o. Pouziti
protilatek proti IL-2 negativné ovlivnilo vyvoj granulomi (Murray et al., 1993). Naopak
exogenni podavani IL-2 redukovalo mnoZstvi L. donovani, diky jeho vlivu na zvySovani
exprese [FN-y (Murray et al., 1993). Obdobné byla také charakterizovana role IL-12. Pouziti
protilatek proti IL-12 odhalilo jeho vliv na zvySovani produkce IFN-y a lepsi vyvoj
granulomil (Murray, 1997). IL-12 ma vliv i na obranné mechanismy nezavislych na IFN-y.

IL-12 zprosttedkuje produkci NO prostfednictvim stimulace TNF-a (Taylor a Murray, 1997).



Funkce IFN-y je velice dilezita hlavné v prvnich tydnech vyvoje imunitni odpovédi
v jatrech proti L. donovani, jak bylo prokdzano ve studiich vyuzivajicich geneticky
modifikované mysi deficitni na IFN-y nebo protilatky proti IFN-y. V obou piipadech vedl
nedostatek IFN-y k drastickému vzestupu parazitarni zatéze v jatrech a k narusenému zrani
granulomt (Squires et al., 1989; Taylor a Murray, 1997). S postupem infekce se k IFN-y
ptidava TNF-a, ktery je zodpoveédny za snizovani parazitarni zatéze v pozdéjsich fazich
infekce (Taylor a Murray, 1997). Vyuziti protilatek proti TNF-a vedlo ke zvySeni mnozstvi
parazitli v porovnani s kontrolni skupinou, nicméné¢ nebyl pozorovan vliv na vyvoj granulomu

(Tumang et al., 1994).
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a IL-13, které jsou v ptipadé CL spojované s nachylnosti na infekci (viz kapitola 4 — Imunitni
odpovéd’ u kozni leishmanidzy). Mysi s nedostatkem receptoru pro IL-4 a IL-13 vykazovaly
zvysenou parazitarni zat€z a opozdéné zrani granulomu (Stiger et al., 2003). V novéjsich
studiich bylo potvrzeno, ze cytokiny IL-4 a IL-13 maji skute¢né na nakazu visceralni
leishmani6zou pozitivni vliv. Bylo také zjisténo, Ze tato protektivni role cytokinii neni
zprostitedkovana makrofagy, neutrofily ani T lymfocyty (McFarlane et al., 2019, 2011).
Autofti vyikli hypotézu, ze by 1L-4 a IL-13 mohly ptisobit na DC, ve kterych IL-4 i IL-13
indukuje tvorbu IL-12 (Hochrein et al., 2000; McFarlane et al., 2011), coz zprostiedkovava
vyvoj Th1 odpovédi, jak bylo téZ popsano u ¢asné infekce L. major (Biedermann et al., 2001).
Stiger et al., 2003 ve své studii také objevili, Ze nedostatek receptoru pro IL-4 a IL-13 vede
krom¢ horsiho pribéhu nemoci i ke zvySené expresi NOS bunikami na okraji granulomti.
Autofi se domnivaji, ze ptinos IL-4 a IL-13 spociva v regulaci produkce NO, ktera by

ve vysokych hodnotach mohla lokalné narusit produkci IFN-y T lymfocyty, coz by vedlo

ke zvySené parazitarni zatézi (Stager et al., 2003).

negativné ovliviiuje vyvoj infekce. Tyto cytokiny, jako je napiiklad IL-6, IL-10 nebo TGF-f,
ovlivityji produkci IFN-y (Murphy et al., 2001; Murray, 2008; Wilson et al., 2002). IL-10 byl
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Murphy et al., 2001). Jeho vlivem dochazi k redukci mnozstvi IL-12, IFN-y a produkce NO.
V piipadé€ odstranéni IL-10 doSlo k vyraznému poklesu parazitl v jatrech (Murphy et al.,
2001).



5.2 Odpovéd’ ve sleziné

Nakaza visceralni leishmaniozou je ve slezin¢ charakterizovana naruSenou vnitini
strukturou a splenomegalii, zpisobenou fibrozou tkan¢ a infiltraci bunék (Saha et al., 1991).
U pacientt, kteti nemoci podlehli, byla zaznamenana redukce bilé pulpy, nekréza a fibroza

folikult a ztrata lymfocytl (Veress et al., 1977).

Hlavni cilové bunky leishmanii ve slezin¢€ jsou populace makrofagu, které se nachéazeji
v marginalni zoné (Gorak et al., 1998). Marginalni zona oddéluje oblasti nazyvané cervena
a bila pulpa, ktera je bohata na T lymfocyty (T-z6na) a B lymfocyty (B-zdna, folikuly).
Marginalni zéna obsahuje kromé makrofagii 1 DC a B lymfocyty marginalni zony (shrnuto v

Mebius a Kraal, 2005).

DC pozorované v oblasti bilé pulpy jsou dilezitymi producenty IL-12 v odpovédi
na infekci L. donovani (Gorak et al., 1998). DC po styku s antigenem migruji za ucasti
chemokinit CCL21 a CCL19 z marginalni zoény do T-zony, kde aktivuji T lymfocyty (Ato et
al., 2006). V pozdé&jsi fazi infekce L. donovani byla pozorovana narusend migrace DC.
Migracni pokles nastal v disledku snizené exprese receptoru CCR7 na povrchu DC, ktery
vaze chemokiny CCL21 a CCL19 (Ato et al., 2002). NaruSeni mechanismi migrace DC
a aktivace a diferenciace T lymfocytli ma vliv i na infekei v jatrech — opozd’uje zrani
granulomt (Ato et al., 2006). Ato et al., 2002 dale zjistili, ze za snizenou expresi CCR7 je
zodpovédna produkce cytokini TNF-a a I[L-10. Cytokinu TNF-a je také pfisuzovan vliv
na naruseni vnitini struktury sleziny. Vlivem TNF-a dochézi k redukci makrofagli marginélni
zony (Engwerda et al., 2002) a bunék retikularni tkdné (Ato et al., 2002), coz vede
k remodelaci tkan€ (Engwerda et al., 2002). Pokles bun€k neni zptisoben cytotoxickou

aktivitou CD8+ bunék ani Fas/FasL interakcemi (Engwerda et al., 2002).



6 Faktory ovliviigjici klinicky obraz leishmaniozy

Co stoji za rozdilnymi klinickymi projevy? Pokusit se odpoveédéEt na tuto otazku je jeden

z hlavnich cilu této prace.

Jedna z moznych odpovédi by mohla byt, ze za rozdilnymi projevy stoji samotna genetika
leishmanii. Ve studiich porovnavajicich druhy L. major, L. braziliensis, L. mexicana a
L. infantum bylo ale zji$téno jen malé mnozstvi druhové specifickych geni v porovnani
s celkovou kapacitou genomu (Peacock et al., 2007; Rogers et al., 2011). Tyto druhové
specifické geny naptiklad koduji proteiny Ucastnici se transportu molekul na povrch bunék,
¢imz by mohlo dochazet k ovlivnéni interakci mezi parazitem a hostitelem (Peacock et al.,
2007). Velmi diilezita je ptitomnost genu pro A2 protein u visceralnich druhti (Ghedin et al.,
1997), kterému je vénovana samostatnd podkapitola. Autoii se domnivaji, ze z genetického
hlediska by za rozdilnou patologii mohla stat pfitomnost pseudogenti (Peacock et al., 2007)

nebo rozdily v poc¢tu genovych sekvenci a chromozomt (Rogers et al., 2011).

Soucasti Zivotniho cyklu leishmanii jsou 1 vektor a hostitel a na vysledné podobé
klinického obrazu se podileji vSichni tfi Cinitelé. Nésledujici kapitola je proto vénovana
dal$im hypotézam a faktorim (vektorovym, hostitelskym i parazitarnim), které mohou

ovlivnit patologii leishmanidzy.

6.1 Inokulacni davka a jiné vektorové faktory

Ve studii Rogers a Bates, 2007 bylo zjiSténo, ze L. mexicana v ptrenaSecich vytvari
metacyklické promastigoty rychleji a ve vétSim mnoZstvi v porovnani s L. infantum. To také
souvisi s rychlej§im nastupem tvorby proteofosfoglykant, které vyvareji zatku blokujici
predni Cast stfev, ¢imZ znesnadiiuji sdni na hostitelich (Rogers a Bates, 2007). Tyto
skute¢nosti umoziuji pfenaseni vétsiho mnozstvi parazitii zptisobujicich CL v porovnani s VL

(Rogers a Bates, 2007).

Studie porovnavajici infekéni davky viscerotropniho a dermotropniho kmene L. infantum
odhalila, ze dermotropni kmen je ptenasen do hostitele ve vétsim mnozstvi (Maia et al.,
2011). Vétsi infekeéni davka by mohla vést k stimulaci ¢asné imunitni odpovédi, kterd udrzuje
leishmanie v kiizi. Naopak mensi davka paraziti nevytvoii dostatecné silnou odpovéd’ v kizi,
coz vede k Sifeni paraziti do organti (Maia et al., 2011). Jiné studie ale ukazaly, Ze pro Sifeni
parazitl je zapotiebi vySSich inokulacnich davek (Ribeiro-Romao et al., 2014; Rostamian

et al., 2018). Visceralizace byla pozorovana pouze v piipad¢ podani vyssich davek L. tropica,



zatimco podavanim mensich davek k Sifeni do organt nedoslo (Rostamian et al., 2018). Tyto
studie (Ribeiro-Romao et al., 2014; Rostamian et al., 2018) vyuzivaly jinou metodiku, ktera
zahrnovala intradermalni inokulaci do hostitelskych organismil ve vy$$im mnozstvi nez se
ve skutec¢nosti pienasi do hostitele pfirozenym sanim, jak bylo zjisténo ve studii Maia et al.,

2011.

Krom¢ mnozstvi inokulovanych parazitii se imunitni odpoveédi v misté infekce
a celkového projevu leishmanidzy Gcastni i jiné latky, které jsou do mista infekce inokulované
spolecné s leishmaniemi. Jedna se naptiklad o stfevni mikrobiotu pfenaseci, kterd v misté
infekce podporuje tvorbu IL-1 s naslednym naborem neutrofilli, coz podporuje rozsifovani
parazitii do organt (Dey et al., 2018). Dale sliny flebotomii obsahuji v riizném mnozstvi
vasodilata¢ni latky. Sliny druhi flebotom?, ktefi pfenaseji L. chagasi zptsobujici CL,
obsahovaly ménég vasodilata¢nich latek v porovnani se slinami flebotom pfendsejicich
L. chagasi zpusobujici VL formu (Warburg et al., 1994). Autofi se domnivaji, ze by
pritomnost vasodilatacnich latek mohla vést k vétSimu ptisunu cirkulujicich makrofaga, kteti
by infekci Sifili dal. Naopak leishmanie pfendsené spolu se slinami bez vasodilataéniho
ucinku by mohly mit za cilové buiiky dermalni makrofagy, coz by mélo za nésledek rychlou

proliferaci parazitd v kizi a vznik koznich 1ézi (Warburg et al., 1994).

6.2 Produkce cytokinii

Jak uzZ bylo diive zminé&no, inokulované leishmanie dokaZou v hostitelich ve velmi malém
mnozstvi infikovat keratinocyty (Scorza et al., 2017). V ptipad¢ infekce L. infantum byla
zji$téna vyrazné zvysena exprese genl prozanétlivych cytokint a chemokini IL-18, IL-6,

IL-8 a TNF. L. major naopak lehce zvysila produkci IL-4 (Scorza et al., 2017).

Vytvoteni prozanétlivé odpovedi v pocatcich infekce L. infantum miize mit pro leishmanie
negativni ale i pozitivni vysledek. Rozvoj prozanétlivé odpovédi v kiizi mize vést k ptisunu
imunitnich bungk, které jsou uc¢inné v boji proti leishmaniim, coz miliZe i vysvétlovat absenci
koznich 1ézi v ptipadé VL (Scorza et al., 2017). Na druhou stranu ne vSechny leishmanie jsou
zni¢ené a migrujici imunitni buiiky mohou leishmaniim poslouzit jako prostiedek
pro rozsifovani infekce do téla. Naopak nevytvoreni prozanétlivé odpovedi v klizi v ptipadé
infekce L. major miZe podporovat jeji lokélni pfezivani a proliferaci s naslednym rozvojem
tvorba prozanétlivych cytokinl keratinocyty byla namétena u kmene L. infantum vyvolavajici

CL v porovnani s kmeny vyvolavajici VL (Scorza et al., 2017).



Jiné studie poukazuji na mohutné;jsi prozanétlivou odpovéd’ v kizi u CL, ktera infekci
lokalizuje a zabranuje jejimu $ifeni. Bylo naptiklad dokdzano, ze L. major v porovnani
s L. donovani atrahuje ve vétsi mife imunitni buniky a indukuje v nich tvorbu TNF-a, IL-18,
chemokini a chemokinovych receptorti (Matte a Olivier, 2002). Dilezitym cytokinem, ktery
brani rozSifovani infekce je IFN-y (Laskay et al., 1995). Pfitomnost vétSiho mnozstvi IFN-y
a mensiho mnozstvi IL-10 byla méfena u mysi infikovanych dermotropnim kmenem
L. donovani. U viscerotropniho kmene L. donovani byla naopak pozorovana nizsi hladina

IFN-y a vyssi hladina IL-10 (Kariyawasam et al., 2017).

Leishmanie ovliviiuji v makrofazich produkei cytokint i dalSich latek, které nasledné
ovlivituji prubeh imunitni odpovéedi. Jednim z piikladi mtize byt produkce prostaglandinu E2
(PGE2), tkanového hormonu, jehoz zvySena produkce miize ptispét k Sifeni visceralnich
druhii do orgénti (Anstead et al., 2001). Bylo zjis$téno, ze L. donovani v porovnani s L. major
indukuje v makrofazich ve vétsi mife expresi genti pro COX2 (cyklooxygenaza 2) a PGE2
syntazu (Gregory et al., 2008). Oba enzymy se ucastni tvorby PGE2 (shrnuto v Kawahara
et al., 2015). Zvysend produkce PGE2 je spojena se snizenou produkci NO a podporou
infekce visceralni leishmanidzy v orgdnech (Anstead et al., 2001). Dale PGE2 podporuje
tvorbu protizanétlivého cytokinu TGF-f v makrofazich (Fadok et al., 1998).

6.3 Migrace z kiiZe do organiu

Neni zcela znamo, jakym zplsobem se paraziti $iti z kitize do vnitinich organd. Bylo
odhaleno, ze se volni amastigoti mohou §ifit krvi. Transfuze krevni plasmy z infikovanych
kteckt se v pfijemcich vyvinula v typickou viscerdlni leishmaniézu (Paraguai de Souza et al.,
2001). To naznacuje, Ze se amastigoti v krvi vyskytuji i extracelularné a mohou se v této
forme Sifit do organti (Paraguai de Souza et al., 2001). Snadné&;j$i vsup leishmanii z klize
do krevniho nebo lymfatického obéhu miize umoziiovat MMPproteaza gp63 (glykoprotein
63), kterd svou proteolytickou aktivitou dokéaze narusit strukturu extracelularni matrix (ECM)
(McGwire et al., 2003). K transkripci genu pro gp63 dochézi ve vétsi mife v druzich VL
v porovnani s druhy CL (Mukkala et al., 2022). To doklada diilezitost molekuly gp63
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Druhou moznosti Sifeni do organt je migrace infikovanych makrofagt a dendritickych
bunék, které v misté inokulace odstraiiuji infikované neutrofily, popft. ptimo fagocytuji
leishmanie, které se nachazeji v extracelularnim prostoru (viz kapitola 3 — Obecna

charakteristika imunitnich bunék a d€j1). Makrofagy a dendritické bunky infikované



L. donovani migruji z kiize ve vétsim mnozstvi v porovnani s L. major (Zhang et al., 2003).
Zaroven mohou leishmanie ovlivnit rychlost Sifeni. Zatimco druhy VL migraci bunék

urychluji prostiednictvim enzymu fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3Ky) (Rocha et al., 2020),
druhy CL migraci bun¢k neovliviiuji nebo dokonce snizuji (de Menezes et al., 2017; Rocha

et al., 2020).

Déle leishmanie ovliviiuji adhezi bunék k pojivové tkani (Carvalhal et al., 2004) nebo
sekreci matrixovych metaloproteinaz (MMP), které obdobn¢ jako gp63, narusuji strukturu
ECM, ¢imz usnadiuji migraci bun¢k (Maretti-Mira et al., 2011). V porovnani lokalizované
kozni leishmaniézy a mukokutanni leishmani6zy zptisobenych L. braziliensis byla hladina
MMP-9 vyssi u pacientti s mukokutdnni leishmaniézou (Maretti-Mira et al., 2011). Obdobné
u pacientll s PKDL byla zjiSténa vy$si hladina inhibitord MMP v porovnani s pacienty VL
(Ansari et al., 2008). Vysledky téchto studii naznacuji, ze druhy VL zvySuji migraci bunék
a ovlivituji mechanismy s ni spojenymi, coz nasledné vede k jejich $ifeni do vnitinich organd,

zatimco naruseni migrace imunitnich bunék vede k vyvoji koznich forem.

6.4 A2 protein a teplotni rozdily

V amastigotech druhi visceralni leishmaniozy L. donovani a L. infantum (chagasi)
a druhti kozni leishmaniézy L. mexicana a L. amazonensis byla zjiSténa pfitomnost i nasledna
exprese genu pro A2 protein (Charest a Matlashewski, 1994; Ghedin et al., 1997). Analyza
dal$ich druhii CL pfitomnost genu pro A2 protein neodhalila (Ghedin et al., 1997). V pozdé&jsi
studii s L. major vSak vyslo najevo, Ze tyto druhy CL mohou nést A2 genové sekvence,

ale netvoii funkéni protein (Zhang et al., 2003).

A2 protein vznika v odpovédi na stres (McCall a Matlashewski, 2010) a poskytuje
leishmaniim ochranu pted tepelnym a oxidacnim stresem (McCall a Matlashewski, 2012),
na ktery jsou druhy CL nachylnéjsi nez druhy VL (Sarkar et al., 2012). Zatimco v koZnich
1ézich se teplota pohybuje mezi 27 az 32 °C, druhy visceralni leishmanidzy museji v organech
piekondvat teploty vyssi 1 nez 40 °C (shrnuto v McCall et al., 2013). A2 protein jim tak
poskytuje ochranu pied vyS§imi teplotami v organech i1 pfed horecnatymi stavy typickymi
pro visceralni leishmaniézu (McCall a Matlashewski, 2010). VétSina druhii kozni
leishmani6zy protein A2 neprodukuje (Ghedin et al., 1997; Zhang et al., 2003), a proto jsou
tyto druhy na vyssi teploty nachylnéjsi (Callahan et al., 1996). Tepelny rozdil mezi kiizi

a vnitinimi orgadny muZe byt tedy jeden z aspektl, kviili kterym nedochazi k Siteni druhti
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kozni leishmaniozy do organti a ziistavaji v tepelné¢ ptiznivéjsim prostiedi v kiizi (McCall a

Matlashewski, 2010).

Jak jiz bylo feceno vyse, krom¢ visceralnich druhi, byla odhalena pfitomnost genu A2
u L. mexicana a L. amazonensis (u L. mexicana byl odhalen i produkt tohoto genu) (Ghedin
et al., 1997), které ovsem zplsobuji kozni leishmani6zu a nejsou moc tepelné odolné
(Callahan et al., 1996). Z toho divodu se Zhang et al., 2003 domnivaji, Ze pfitomnost A2
proteinu neni jedinym faktorem, ktery umoznuje visceralnim druhiim Sifeni do organt. Roli
v tom muze hrat napiiklad i mnozstvi produkovaného A2 proteinu, ¢i jiné druhové specifické

faktory (Zhang et al., 2003).

Bylo zjisténo, Ze ptitomnost proteinu A2 v ptipadé¢ infekce L. donovani je nezbytna,
nebot’ bez proteinu A2 nebyli paraziti schopni piezit in vivo v organech BALB/c mysi (Zhang
a Matlashewski, 1997). Zaroven byl pozorovan i pomalejsi riist amastigotti L. donovani uvnitt

makrofagl (Zhang a Matlashewski, 1997).

Kli¢ova role proteinu A2 v Sifeni do organti byla prokazana i opacnym zptisobem —
vlozenim genu A2 z L. donovani do L. major. Doslo tak ke zvySeni zivotaschopnosti L. major
v reakci na tepelny stres (McCall a Matlashewski, 2010), zvySeni migrace infikovanych
makrofagi z kiize do orgént (Zhang et al., 2003) a visceralizaci s naslednou splenomegalii

(Zhang a Matlashewski, 2001).

Kromé proteinu A2 mohou byt leishmanie ochranéné pfed vysokymi teplotami
prostfednictvim proteint teplotniho Soku (HSP). HSP proteiny se fadi mezi chaperony —
proteiny, které napomahaji bilkovinam ziskéavat jejich prostorovou strukturu i v ptipad¢ jejich
poskozeni, naptiklad vlivem vyssi teploty (shrnuto v Requena et al., 2015). RNA transkripty
ruznych typt HSP byly méteny u druht VL a CL. Nékolikandsobné vys§i mnozstvi HSP

transkriptl bylo zjisténo u druhli VL v porovnani s druhy CL, coZ opét naznacuje, Ze druhy
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6.5 Imunodeficience

Virus lidské imunitni nedostatec¢nosti (HIV), podobné¢ jako leishmanie, napadé lidské
imunitni buniky, ¢imZ dochézi k jejich poskozeni nebo ztraté (shrnuto v Okwor a Uzonna,
2013). HIV a leishmanie mohou koinfikovat stejné imunitni buniky, pfedev§im makrofagy
a monocyty (Mock et al., 2012). Tato koinfekce nésledn¢ zvyhodnuje ob¢ infekce. V piipadé

HIV dochézi v makrofazich/monocytech diky koinfekci s leishmaniemi k urychlenému vyvoji



nemoci (Mock et al., 2012). V pfipad¢ leishmanii vede koinfekce k atypickému Sifeni VL
druhti do ktize (Santos-Oliveira et al., 2011) nebo miize naopak zpusobit rozsiteni druhti CL

do organti (Gramiccia, 2003).

Koinfekce s jinymi patogeny také mohou mit vliv na klinické projevy. Naptiklad
koinfekce tasemnice Taenia crassiceps s L. mexicana vede k diseminaci leishmanii
do sleziny. V ptipad¢ koinfekce s L. major dochazi ke vzniku progresivnéjSich a vétsich 1ézi
(Rodriguez-Sosa et al., 2006). Koinfekce L. mexicana a L. amasonensis s pivodcem malarie
Plasmodia yoelli vede k vyvoji vétSich, progresivnéjSich a hiife 1éCitelnych 1ézi (Coleman
et al., 1988; Pinna et al., 2016). V piipad¢ L. mexicana navic miize dochazet k Sifeni

leishmanii a tvorbé metastatickych 1ézi (Coleman et al., 1988).

Krom¢ koinfekci s riiznymi patogeny mize byt diseminace do organi pozorovana
i u pacientl, ktefi jsou imunodeficientni v disledku posttransplantacni supresivni terapie.
Zdokumentovano to bylo naptiklad u pacienta po transplantaci ledviny, u které¢ho byla infekce
L. braziliensis zaznamenana nejen v kiizi, ale 1 v orgdnech nebo oblasti o¢i (Gontijo et al.,

2002).



7 Zavér

Jak u kozni, tak i u visceralni formy je rozhodujici vznik osy IL-12 — Th1 — IFN-y
—> NO, ktera je klicova pro vznik odpovédi efektivni v ni¢eni parazitl z rodu Leishmania.
Naopak vznik Th2 odpovédi a odpovidajicich protizanétlivych cytokinti podporuje replikaci
a pretrvavani infekce. Mnozstvi konkrétnich cytokinii se mezi koznimi a visceralnimi muze
lisit a nastaveny balanc mezi Th1 a Th2 cytokiny mtiZze mit vliv na rozdilné patologie téchto
dvou forem. Klicovou molekulou je ziejm¢ IL-10, jehoz hladiny pii infekci dermotropnich
kment L. donovani jsou v porovnani s viscerotropnimi nizsi. IL-10 je imunosupresivni
cytokin, ktery suprimuje aktivitu IL-12, IFN-y a NO produkce. ZvysSena hladina tedy
podporuje Sifeni druhtit VL a jejich pfezivani v téle hostitele. Naopak mnozstvi prozanétlivych
cytokintl je vyssi u dermotropnich kmenti v porovnani s viscerotropnimi. Nékteré role
cytokind jsou pii ndkazach VL a CL druhy leishmaniozy kontroverzni napt. TNF-a. Ten sice
spolupracuje s IFN-y v produkci NO, ale ve vétsi mife mlze mit negativni vliv na okolni
tkan€ — u kozni leishmanidzy zhorSuje kozni 1éze a u visceralni formy je spojovan s destrukei

tkan¢ sleziny.

Dal$im kontroverznim cytokinem je IL-4, ktery je pfedev§im u kozni leishmaniozy
spojovan s pretrvavanim infekce. Jeho protektivni ucinky byly ale pozorované béhem
imunitni odpovédi v jatrech u VL nebo v ¢asné fazi infekce CL, ktera je spojena
s keratinocyty. V keratinocytech druhy CL indukuji vétsi produkei IL-4 a mensi produkci
prozanétlivych cytokint néz druhy VL, coz mliZe podpofit jejich lokalni ptezivani. Po vstupu
do makrofagt, ale indukuji vétsi prozanétlivou odpoveéd nez druhy VL, coz miiZe souviset
s jejich lokalizaci v kiizi. VEétsi prozanétliva odpoveéd’ keratinocyti béhem VL muze vést

k chemoatrakci imunitnich bunék s naslednou migraci a Sifeni leishmanii.

Druhy VL dokaZou na rozdil od druhti CL zvySovat migraci imunitnich bunck
a ovliviilovat mechanismy spojené s migraci. S tim jim mohou pomahat 1 vasodilatacni u€inky
slin pfenasecii. Druhy VL maji taky oproti koznim druhti vyhodu v podobé¢ ptitomnosti A2

proteinu, ktery je chrani pted vyssi teplotou v orgénech.
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