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Abstrakt

Mezi parazitické Skrkavky fadime Skrkavku psi (Toxocara canis) a Skrkavku kocici (Toxocara
cati). Jejich definitivnim hostitelem jsou psovité, respektive kocCkovité Selmy. Pokud tyto
Skrkavky napadnou clovéka, zpisobuji onemocnéni zvané toxokardza. V téle hostitele
produkuji Skrkavky proteiny souhrnné nazyvané TES (Toxocara Excretory-Secretory
antigens), jejichz cilem je zajistit dlouhodobé preziti parazita ve tkanich hostitele. Nékteré
z téchto proteint vytvareji obal na povrchu larvy, ktery zvySuje Sanci parazita na pieziti. Dalsi
proteiny, které larvy produkuji, ovliviiuji produkei cytokinti hostitelského organismu, ¢imz
reguluji jeho imunitni odpovéd’. Pfitomnost larev Skrkavky v napadeném organismu ma za
nasledek inhibici imunitni odpovédi zalozené¢ na Thl bunkach a podporu Th2 imunitni
odpovédi, pfi které mimo jiné dochazi ke zvySeni koncentrace IgE a eosinofill. Také je

podporovana tvorba regulacnich T lymfocyti.
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Abstract

Toxocara canis and Toxocara cati are parasitic roundworms. Their definite hosts are canines
or felines. Human infection is also possible and in that case these parasites cause human
toxocariasis. Larvae of Toxocara spp. in the host release proteins called TES (Toxocara
Excretory-Secretory antigens). The main role of these proteins is to ensure long-term survival
of the parasite in the body of the host. The surface of the larvae is covered by coat made of
some of those proteins, which increases the parasite’s chances of survival. Other proteins
secreted by Toxocara spp affect production of cytokines of the infected organism and parasite
modulates the immune response to infection by that. Presence of the larvae results in
inhibition of immune response based on Thl cells and promotes Th2 immune response,
during which levels of IgE and eosinophiles are elevated. Production of regulatory T

lymphocytes is also stimulated.
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Th pomocné T lymfocyty, z anglického T helper lymphocytes

TNF-a faktor nekrotizujici nadory a, z anglického tumor necrosis factor o

Trl regulacni T lymfocyty typu 1, z anglického type 1 regulatory T lymphocytes
Treg regulacni T lymfocyty, z anglického regulatory T lymphocytes

TSLP thymovy stromalni lymfopoietin, z anglického thymic stromal lymphopoietin
VLM utrobni larvalni toxokar6za, z anglického visceral larva migrans

WB Western Blot, analytické metoda pro detekci specifického antigenu
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1 Uvod

Clovék se mize stat hostitelem celé fady parazitickych helminttl. Nékteii se v lidském téle
dokazou dale rozmnozovat, pro jiné je nakazeni clovéka slepou cestou, kterd nevede
k produkci potomkill. Misto toho vétSinou vytvareji cysty v riiznych tkénich a mohou tim
zpusobovat nejriiznéjsi zdravotni potize.

V této praci se budu vénovat Skrkavkdm rodu Toxocara, konkrétné jejich dvéma
druhtim — Toxocara canis a Toxocara cati. Jedna se o parazity psovitych, respektive
kockovitych Selem. Jen v téchto definitivnich hostitelich dokoncuji Skrkavky svilij Zivotni
cyklus. Mohou napadat i jina zvifata, ve kterych ovSem nedochdzi k mnozeni paraziti. Misto
toho larvy Skrkavek vytvaii cysty ve tkanich téchto hostitell. K tvorbé cyst dochazi i
v ptipadé infekce ¢lovéka.

Pritomnost encystovanych larev ve tkanich clovéka zpiisobuje onemocnéni zvané
toxokar6oza. Vzhledem k tomu, ze larvy mohou putovat do rozdilnych tkéni, jsou projevy
toxokarozy riznorodé. Podle toho, jakd tkan je napadena, rozliSujeme Ctyii zdkladni typy
toxokardzy — organova formu, o¢ni formu, neurotoxokarozu a skrytou toxokarézu.

Aby larvy dokézaly ptezit v téle hostitele, produkuji fadu proteind. Nékteré z nich tvori
obal kolem larvy parazita, na ktery se navdzou eosinofily hostitele a ktery poté¢ Skrkavka
odvrhne. Jiné vykazuji vysokou miru podobnosti s proteiny, které¢ produkuje hostitelsky
organismus, a slouzi k regulaci imunitni odpovédi hostitele.

V této praci se budu zabyvat tim, jak interaguje imunitni systém hostitele s larvami
toxokary. Nejprve popiSu pfiznaky, které pfitomnost parazita v lidském organismu vyvolava.
Poté se zaméfim na to, jak proteiny produkované larvami Skrkavky ovliviluji imunitni
odpovéd’ hostitele, predevsim jaké plsobi zmény v produkci cytokinl, které ovliviuji
diferenciaci CD4+ lymfocytd, a to zejména pti pokusech vyuzivajicich mysi modely i pfi

experimentech in vitro.



2 §krkavky (Toxocara spp.)

Skrkavky, konkrétnd Toxocara spp., jsou parazitiéti Eervi patiici do kmene Nematoda, ¥adu
Ascaridida, nad¢eledi Ascaroidea. Mezi Toxocara spp. patii napiiklad parazit infikujici psy a
jiné psovité Selmy Toxocara cani (Skrkavka psi) a parazit napadajici kocCkovité Selmy

Toxocara cati (Skrkavka kocic¢i).

Skrkavky fadime mezi gonochoristické parazity s pohlavnim dimorfismem, kte¥i maji
protahlé nesegmentované télo, na prifezu kruhovité, na povrchu pokryté tiivrstevnou
kutikulou bilé nebo krémové barvy. Ta je chrani pfed travicimi enzymy hostitele i pred
enzymy a toxiny produkovanymi stievni mikrobiotou. Pii pfechodu mezi jednotlivymi
vyvojovymi stadii dochéazi ke svlékani kutikuly. Velikost druhii Skrkavek, kterym se ve své
praci vénuji, se lisi. Zatimco samci druhu Toxocara canis dortstaji v dospélosti 4 az 10
centimetri a samice 6 az 18 centimetrt, télo Skrkavek Toxocara cati je kratsi a SirSi, samci
dortstaji velikosti 3 az 6 centimetril, samice 4 az 12 centimetrd. (Douglas a Baker, 1966; cit.

dle Glickman a Schantz, 1981)

Dospélé skrkavky ziji v tenkém stieve a zivi se pfedevsim traveninou, ale i buitkami a
krvi hostitele. Samice klade ve stfevé nahnédla témér kulatd vajicka o velikosti asi 75-85
mikrometrti, kterd odchazeji spolu se stolici hostitele. Glickman a Schantz uvadégji, ze béhem
jednoho dne je samice schopna naklast az 200 000 vaji¢ek. (V jinych zdrojich se tento udaj
mnohdy li§i, n¢kteti zminuji 20 000 vajicek za den, jini sice stejné Cislo, ale vztahuji ho
k celému Zivotu samice Skrkavky.) Ve vnéjSim prostiedi potiebuji vajicka nejprve dozrat, aby
se stala infekénimi. Tato faze, kdy parazit jesté neni infekéni, trvé pfiblizné 2 az 6 tydni. Ve
vajicku se larva dvakrat svléka a prochazi tak postupné tfemi larvalnimi stadii (L1, L2 a L3.)
Ve stadiu L3 je larva schopnd piezit ve vhodném prosttedi az tii roky. Pokud se tato infekéni
larva dostane do definitivniho hostitele, nasleduje dalsi rlist a pfeména do stadia .4 a poté do
dospélého jedince. Kromé definitivniho hostitele mize byt larva poziena i hostitelem
paratenickym, tedy takovym, ve kterém nedochazi k vyvoji v dospélého jedince. Mezi
paratenické hostitele Skrkavek patii naptiklad hlodavci, ptaci, prasata, kralici a primati, tedy 1
clovek. V nasledujicich odstaveich se budu vénovat Zivotnimu cyklu toxokary, ktery je také

zobrazen nize na obrazku 1.



2.1 Vyvoj v definitivnim hostiteli

Po pozieni vajicka definitivnim hostitelem, v ptipadé Toxocara canis tedy psovitou Selmou,
v ptipad¢ Toxocara cati Selmou kockovitou, dochazi k dalSimu vyvoji. V tenkém stfevé se
z vajicek vylihnou larvy, které pronikaji sténou stieva do krevniho ob&hu a télnich tkéni.
Larvy se dostanou do plic, odkud jsou vykaslany do tstni dutiny a opé€t spolknuty. Poté, co se
takto podruhé dostanou do tenkého stieva, larvy dospéji a dochéazi zde k reprodukci.
Oplodnéné samice Skrkavek pak produkuji velké mnozstvi vajicek, kterd odchazeji z téla

hostitele spolu s trusem.

Vyse popsany vyvoj, ktery prodélaly larvy, se nazyva enterohepatopulmonalni migrace.
Ne vzdy se vSak larva v definitivnim hostiteli vyvine az do dospélého jedince, ¢asto nastane
somaticka migrace, pfi které¢ se larvy akumuluji ve tkdnich, kde nasledné€ encystuji. Zda dojde

k enterohepatopulmonalni nebo somatické migraci je ovlivnéno mnoha faktory.

Pokud je vajicky nakazeno mlade hostitele, migruji ve vétsing€ piipadi larvy do plic a
nasledné se vyvijeji v dospélého jedince. U starSich zvifat je pravdépodobnéjsi, ze larvy
vycestuji do tkani, kde encystuji. U Toxocara canis je tato v€kova rezistence vyrazng&jsi —
pokud se nakazi dospély pes, je jen velmi mala Sance, Ze se larvy dostanou do plic a poté do
stieva. U Toxocara cati je vékova rezistence mén¢ vyrazna, i u dospélych kocek muze parazit

dospét, déje se to ale méné Casto nez u nakazenych mlad’at.

Larvy, které jsou encystované ve tkani samice, kterd nasledné zabiezne, se mohou
vlivem hormont opét reaktivovat. (Oshima, 1961) Poté putuji bud’ pies placentu do
vyvijejicich se plodl, nebo do mléénych zlaz samice. U psovitych Selem dochazi
k transplacentadlnimu pfenosu parazita z feny s chronickou nakazou na plod piiblizné v 98 %
pfipadl a jen v necelych 2 % se Stéfata nakazi transmamarné, tedy kojenim od infikované
matky. (Burke a Robertson, 1985) U biezich koc¢ek nastdva migrace larev piedevSim do
mlécénych 71az a infekce se prenasi ve vétsiné pripadt transmamarng. (Coati a kol., 2004) Po
porodu nebo po nakaze pies matefské mléko migruji larvy do plic mladéte a poté dospivaji

v jeho stievech.

DalSim zpisobem, jak mlze probc¢hnout nidkaza Skrkavkou, je pozfeni paratenického
hostitele, v jehoz tkéanich jsou larvy encystovany. Larvy, které byly v paratenickém hostiteli
encystovany a jejichz vyvoj se zastavil ve stadiu L3, pokracuji ve svém vyvoji poté, co se

dostanou do stiev definitivniho hostitele.



2.2 Paratenicky hostitel

Prestoze k vyvoji v dospé€lého jedince a ke svému rozmnozovani potfebuje parazit, aby byla
jeho vajicka poziena vyhradné psy, respektive kockami, k samotnému vylihnuti vajicek miize
dojit 1 po jejich pozfeni jinymi ZzivoCichy. Stejné jako v definitivnim hostiteli, i v téchto
paratenickych hostitelich se larvy vylihnou a prostoupi skrz stfevni sténu do krve. Nedostanou

se ale do plic, misto toho zlstavaji v nejriznéjsich tkanich hostitele.

Ptestoze v paratenickém hostiteli nemohou larvy dospét a tim padem se Skrkavka
nerozmnozi, maji i tito hostitelé vyznam v pfenosu parazita. Jak jiz bylo zminéno, mohou byt
pozieni psovitou ¢i kockovitou Selmou, ¢imz se parazit dostane do definitivniho hostitele.
Stejné jako v definitivnim hostiteli, 1 v nakaZenych paratenickych hostitelich miize dochézet
k vertikdlnimu ptfenosu z matky na potomky. Vyznam pro rozmnozeni parazita ma takovyto
prenos predevsim u hlodavcl a dalSich malych savci, ktefi se rychle mnozi, a tim parazit
zvySuje Sanci, ze nékteré z nakazenych zvifat bude uloveno kockovitou ¢i psovitou Selmou,

tedy definitivnim hostitelem.



A= Infekéni stadium
A= Diagnostické stadium

<

b 0 A
Q’ Larvy ve tkanich

o

A©O
Lo 3’

Vajicka vyluovana
s vykaly

oa

3
Transplacentélné\

2224
U e (4]
< 3 nebo

transmamarné ‘

(6]

\.r

o 7]

Dospélci
v lumen streva

Vajicka vylu¢ovana
4 sv\\%aiy

Embryonovana
vajicka
s larvou

Obrazek 1: Zivotni cyklus Tocoxara canis

Popis zivotniho cyklu: 1) Vajicka jsou vylouCena s trusem definitivniho hostitele. 2) Vajicka dozravaji ve
vngj$im prostiedi a stavaji se infekénimi. 3) Vajicka jsou poziena psy. 4) Infekéni vajicko se vylihne a larvy
penetruji sténu stfeva. V mladSich psech migruji larvy pies plice, bronchidlni strom a jicen. Dospély ¢erv zacne
klast vajicka v tenkém stfeveé. 5) Ve starSich psech muze také dojit k takovému vyvoji, Castéjsi je ale encystace
larev ve tkanich. V samicich jsou encystované larvy aktivovany v pribéhu biezosti a infikuji Sténata pfes
placentu nebo pies matei'ské mléko. 6) V tenkém stievé §téhat se vajicka usidli. Stéhata jsou hlavnim zdrojem
kontaminace prostfedi vajicky toxokary. 7) Toxocara canis mize byt také pienaSena pozienim paratenického
hostitele. Vajicka poziend malymi savci (napiiklad kraliky) se vylihnou, larvy penetruji sténu stieva a migruji do
riznych tkani, kde se encystuji. 8) Zivotni cyklus je dokonéen, kdyZ psi snédi tyto paratenické hostitele. 9)
Clovék se stava hostitelem nahodile, kdyz pozie infekéni vajicka v kontaminované pidé. 10) Muze také pozfit
vajicka v paratenickém hostiteli. 11) Po pozieni se vajicka vylihnou, larvy penetruji sténu tenkého stfeva a jsou

krevnim ob&hem roznesena do riznych tkani (jatra, srdce, plice, mozek, svaly, o¢i). V téchto tkanich nedochazi

k zadnému dalsimu vyvoji.'

! Prevzato, prelozeno a upraveno z CDC - Toxocariasis - Biology. Centers for Disease Control and
Prevention [online]. Dostupné z: https://www.cdc.gov/parasites/toxocariasis/biology.html [posledni pfistup

10. 1. 2019].


https://www.cdc.gov/parasites/toxocariasis/biology.html

3 Larvalni toxokaroza

Larvalni toxokar6za je nemoc zplsobena encystovanymi larvami 7oxocara canis nebo
Toxocara cati v paratenickém hostiteli. Rozlisit, zda se jedna o ndkazu Toxocara canis, nebo
Toxocara cati je problematické, protoze ptiznaky ndkazy jsou v obou piipadech podobné. Ani
diagnostika pomoci protilatek nemusi byt specifickd, protoze dochdzi ke kiizové reaktivité
mezi antigeny 7. canis a T. cati. Jelikoz larvy mohou migrovat do nejraznéjSich organti, miize
se 1 larvalni toxokaréza projevovat Sirokou Skdlou pfiznaki dle postizeného organu.
RozliSujeme ctyii zékladni formy toxokarézy podle organti, ve kterych se larvy nachazeji,

nebo podle raznych ptiznaki, kterymi trpi nemocny. (Fan a kol., 2015)

3.1 Utrobni larvalni toxokaro6za (larva migrans visceralis)

Utrobni larvalni toxokaréza (VLM, Visceral Larva Migrans) je nejéast&jsi formou
toxokarozy, ktera je zpusobena vétSim mnozstvim larev v riznych mékkych tkanich a
organech. Poprvé byla popsédna v 50. letech 20. stoleti u déti se zvétSenymi jatry a
hypereosinofilii. (Beaver a kol., 1952; Beaver, 1956) Nejcastéji se vyskytuje u déti ve véku od
jednoho roku do sedmi let v diasledku nizsich hygienickych navykd, castéjsitho hrani si
s hlinou a zvyku olizovat si Spinavé prsty. OhroZenéjsi jsou ty déti, které ptichazeji do styku
se Sténaty ¢i kotaty. VLM se nicméné miize vyskytnout i u dospélych. Mezi ptiznaky VLM
patii horeCka, malatnost, snizena chut k jidlu, neklidnost, kaSel, sipavost, astma, zvétSeni jater

a hypereosinofilie (Magnaval a kol., 2001).

3.2 Oc¢ni larvalni toxokaréza (larva migrans ocularis)

Pfi o¢ni larvélni toxokar6ze (OLM, Ocular Larva Migrans) se larvy vyskytuji v oich. Pro
projeveni této formy toxokardzy staci ndkaza menS$im mnozstvim larev neZ v pfipadé VLM.
Tato forma toxokardzy je mnohem méné Castd. NakaZeny jsou nejcastéji déti v mladSim
Skolnim ve&ku, ale mohou se nakazit i starSi déti ¢i mladi dospé€li. Ve vétsiné ptipadd je
postizeno jen jedno oko. Nakaza muize zpusobovat zanéty v oku (uveitida, hyalitida,
chorioretinitida) (Fillaux a Magnaval, 2013), ¢asto se projevuje nalezem granulomu na
periferii ¢i zadni ¢asti oka, mize vést az k odchlipeni sitnice. (Arevalo a kol., 2012)
V nékterych ptfipadech mize byt ofni toxokardza ptiinou oslepnuti. (Taylor, 2001) OLM
muZe ale probihat 1 t¢éméf bez ptiznakl a k jeji diagndze miize dojit az pti ndhodné 1ékatské

prohlidce o¢i. (Good a kol., 2004)



3.3 Neurotoxokaroza

Pfi neurotoxokaroze, (téz cerebralni toxokaroze), je napaden centralni nervovy systém (CNS).
U lidi je vyskyt tohoto onemocnéni malo doloZen. Pii experimentech na zviratech dochazelo
velice Casto pfi nakaze toxokarou k napadeni CNS (Magnaval a kol., 2001), ale u ¢loveka
bylo zatim zdokumentovano jen asi sto piipadii neurotoxokar6zy. (Deshayes a kol., 2016)
Oproti VLM jsou ptiznaky neurotoxokardzy nespecifické, pritomnost larev v CNS muze
zpusobovat fadu onemocnéni, u zadného z nich ale neni toxokara vylu¢nym spoustéCem.
(Magnaval a kol., 1997) V nékterych piipadech nakazy proto pravdépodobné nedochazi
k diagn6ze neurotoxokardzy, prestoze je nervovy systém clovéka infikovan. Mezi
onemocnéni zpusobené neurotoxokardézou patii napifiklad meningitida, encefalitida,
meningoencefalitida nebo myelitida. Neurotoxokardza se pravdépodobné také mize podilet

na vzniku schizofrenie ¢i kognitivnich poruch. (Fan a kol., 2015)

34 Skryta toxokaroza

Skryta toxokardza je forma toxokardzy nevyznacujici se specifickymi ptiznaky. K jejimu
objevu vedla vysoka séroprevalence, ale relativné malo zaznamenanych pfipadd VLM.
(Glickman a kol., 1987; Taylor a kol., 1988) Jeji pfiznaky jsou mirné a nespecifické, jedna se
napiiklad o travici obtize a bolesti bficha, rizné alergické reakce organismu, kaSel, nevolnost,
bolest hlavy, u déti poruchy spanku. Diagnostika tohoto typu toxokardzy je obtizna a nemoc

vét§inou zustane neodhalena.



4 Diagnostika

Toxokaroza je velmi Casté onemocnéni. Diagnostika této nemoci je ale pomérné obtizna,
protoze se jen v malém poctu ptipadi ndkazy projevi jednoznaéné ptiznaky. V ptipadé skryté
toxokardzy 1ze nemoc odhalit jen specifickymi krevnimi testy.

Larvy skrkavek produkuji proteiny, které se souhrnné nazyvaji TES antigeny (Toxocara
Excretory-Secretory antigens). NejspolehlivéjSim a nejCastéjSim zplusobem diagnostiky
toxokar6zy je pomoci detekce téchto proteini. Ktomu se vyuzivdA metoda ELISA
(Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay) a vysledky se potvrzuji metodou WB (Western
Blot). (Despommier, 2003) Nevyhoda diagnostiky pomoci metody ELISA je jeji neschopnost
rozliSit mezi antigeny toxokary a antigeny nékterych jinych helmintickych parazitt, tedy jeji
nespecificnost. WB je pro diagnostiku toxokardzy presné€jsi, protoze vyuziva proteiny o nizsi
molekulové hmotnosti, ale metoda WB je vyrazné drazsi nez ELISA, proto se pouziva az
k potvrzeni diagnézy. (Nicoletti, 2013) Pro detekci toxokardzy se vyuziva predevsim antigenil

TES-120, TES-32 a TES-26, o kterych bude fe¢ pozdéji.

Pfi diagnostice pomoci antigenti toxokary jsou vétSinou detekovany antigeny parazita
Toxocara canis, protoze toxokar6za je Castéji zptisobena praveé Skrkavkou psi nez kocici.
Antigeny Toxocara cati téz Casto reaguji stejné jako antigeny Toxocara canis. Proto i
v pfipad¢, ze onemocnéni zplsobuje Toxocara cati, dojde vétSinou k detekci parazita 1 pfi
pouziti testu, jehoz primarnim cilem jsou antigeny druhého druhu. Piestoze diky
nespecificnosti metody ELISA lze odhalit ndkazu 7. cati stejnymi testy, jaké se pouZivaji pro
detekci T. canis, nejednd se o idealni zplsob detekce 7. cati. Pfi pokusech s rekombinantnimi
TES-120 produkovanych 7. cati se ukazalo, Ze pro diagnézu nakazy zpisobovanou 7. cati se
jedna o spolehlivéjsi variantu. (Zahabium a kol., 2015) Vyuziti specifické detekce 7. cati by
mohlo mit vyznam pifedevS§im v oblastech, kde je vyrazné vyssi vyskyt kocek nez psa,

napiiklad v nékterych arabskych zemich.

Pro diagnostiku se vétSinou pouzivaji piirozené TES, ale mozné je 1 pouZiti
rekombinantnich TES. Pokusy s rekombinantnimi antigeny (konkrétn¢ s TES-120, TES-30 a
TES-26) ukazaly vysokou citlivost a specificnost pro diagnostiku toxokarozy. (Mohamad a
kol., 2009) Ne vSechny rekombinantni antigeny, které lze pouzit pro diagnostiku u lidi, je
vhodné pouzivat v ptipadé pokust na mysich. Zatimco rekombinantni TES-30 je pouzitelny i

v pfipad€ mysi, rekombinantni TES-120 se ukéazal jako nevhodny. (dos Santos a kol., 2018)



5 Proteiny produkované Toxocara spp.

Na povrchu larev Toxocara spp. se nachdzi obal z proteinti, ktery slouzi k ochran¢ pied
imunitnim systémem hostitele. Diky nému muze larva prezivat v paratenickém hostiteli
mnoho let i bez toho, aby byla zapocata adekvatni imunitni reakce, ktera by parazita zahubila.
Larva skrkavky muze produkovat velké mnozstvi TES o celkové hmotnosti pfedstavujici az

1 % vlastni vahy larvy denné. (Meghji a Maizels, 1986)

Mezi TES se tadi velké mnozstvi riiznych proteintl, které miizeme rozdélit do n€kolika
hlavnich skupin: muciny, C-lektiny a fosfatidylethanolamin vaZzici proteiny. (Maizels a kol.,
2000) Mezi nejdulezitéjsi popsané proteiny patii napiiklad TES-26, TES-32, TES-70 a
TES-120. (Dlugosz a kol., 2015) U nékterych TES antigent je popsan zpusob, jakym
interaguji s imunitnim systémem hostitele, ale u mnohych proteinti, které¢ byly objeveny jako
produkty toxokary, neni dosud jasné, jakou maji funkci. Konkrétni oznaceni TES antigent
jsou urc¢ena molekulovou hmotnosti daného proteinu — naptiklad TES-32 je glykoprotein o

hmotnosti 32 kDa.

5.1 TES-26

Jednim z prvnich izolovanych a naklonovanych TES antigeni Zoxocara spp. byl TES-26.
(Maizels a kol., 2000) Funkci tohoto proteinu je vézat fosfatidylethanolamin, proto
alternativni oznaceni tohoto proteinu je Tc-PEB-1. Pfestoze se jedna o alternativu k savéimu
proteinu vazajicimu fosfatidylethanolamin, v chemickém slozeni se TES-26 lisi od

homolognich proteinti jinych druhti se stejnou funkci. (Maizels, 2013)

5.2 TES-32

vvvvvv

také oznacovan jako Tc-CTL-1. Jedna se o glykoprotein strukturou i funkci velmi podobny
savcim C-lektinim (C-TLs). Je schopny vadzat na svém povrchu molekuly jak manosového tak
galaktosového typu. (Loukas a kol.,, 1999) Svou strukturou vykazuje asi 20 az 30 %
podobnost napiiklad s makrofagovym receptorem vazajicim manosu nebo s makrofagovym
asialoglykoproteinovym receptorem. (Etebar a kol., 2018) Receptor na povrchu makrofagi je

zodpovédny za fizeni fagocytdzy mikroorganismu. (Weis a kol., 1998)



5.3 TES-70

TES-70, nebo také Tc-CTL-4, patii, stejn¢ jako TES-32, mezi C-lektiny. I tento protein
produkovany larvami Toxocara spp. je schopny vazat proteiny hostitele namisto toho, aby

byly navdzany na hostitelovy molekuly C-lektinti. (Loukas a kol., 2000)

Pro larvu Toxocara spp. maji tyto (a dalsi) lektiny pravdépodobné velky vyznam pfi
unikani imunitnimu systému. TES-32 1 TES-70 maji podobnou funkci jako C-lektiny
hostitele. Ty jsou zodpovédné za fizeni zanétlivé reakce 1 dalsi interakce vedouci
k neutralizaci patogent. (Weis a kol., 1998) Tim, Ze toxokara produkuje velké mnoZzstvi
proteint, které t€émto receptortim hostitele konkuruji, zabraituje vzniku odpovidajici imunitni

odpovédi. (Loukas a kol., 2000; Maizels a kol., 2000)

5.4 TES-120

vvvvvv

proteinim TES. V povlaku na povrchu larvy, ktery je asi 10 az 12 nm tlusty, se jedna o
nejhojnéji zastoupeny glykoprotein. (Page a kol., 1992) Obal, ktery pokryvéa cely povrch
toxokary, je rozpoznavan buikami imunitniho systému. Poté, co se na n¢j navazou protilatky
nebo granulocyty (pfedevsim eosinofily), dokaze larva tento sviij obal odvrhnout a zbavit se

tak spolu s nim 1 na ném navéazanych protilatek a eosinofild. (Smith a kol., 1981; Badley a

kol., 1987)
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6 Interakce imunitniho systému se Skrkavkami

6.1 CD4+ T lymfocyty

Na povrchu T lymfocytl se nachazeji receptory T bunék (TCR), které jsou klicové pro
rozpoznavani antigenti. T lymfocyty miizeme rozdélit na dva druhy, podle toho, zda tyto
receptory obsahuji transmembranové fetézce o a B nebo y a 6. U cloveéka prevazuji

T lymfocyty s ap-TCR.

T lymfocyty s aff-TCR miizeme dale rozliSovat podle toho, zda nesou koreceptor CD8,
ktery se vaze na MHC glykoproteiny I. tfidy, nebo koreceptor CD4, ktery se vaze na MHC
glykoproteiny II. tfidy. CD8+ T lymfocyty jsou ve vétSin€ piipadd prekursorem Tc
(cytotoxic) bunék (cytotoxické T lymfocyty), zatimco CD4+ T lymfocyty jsou vétSinou

vvvvvv

lymfocyty patii Th1l, Th2, Th17, Treg (regulatory T lymphocytes, regula¢ni T lymfocyty).

6.1.1 Th1 bunky

Imunitni reakce vyuzivajici Thl bunky nastdva v pfipadé¢ obrany organismu proti
intracelularnim patogentim, napiiklad virim a nékterym bakteriim. Po rozpoznani takové
infekce dochazi k produkei cytokinu IL-12, ktery podporuje polarizaci naivnich CD4+
T lymfocytd. TCR na povrchu prekursorovych buné€k po setkdni s buiikou prezentujici
antigeny (APC, antigen presenting cell) rozpozna patficny antigen. Po obdrZeni
kostimulacniho signdlu ve vhodném cytokinovém mikroprostiedi dochazi ke mnozeni a
k diferenciaci téchto bungk, ¢imZ je spusténa Thl imunitni odpovéd’. Pfi tomto typu imunitni
odpovédi spolupracuji Thl buiky s CD8+ T lymfocyty a s makrofagy, které se vlivem
cytokinii produkovanych Thl bunikami, pfedev§im IFN-y, méni na aktivované makrofagy.
Produkce IFN-y ma také za nésledek dalsi polarizaci Th bunék smérem k Thl odpovédi a

inhibici Th2 odpovédi. Th1 odpovéd’ je také nazyvana zanétlivou reakci.

6.1.2 Th2 bunky

K imunitni odpovédi vyuzivajici Th2 buiikky dochdzi v ptipadé¢ nakazy extracelularnimi
parazity, a to jak jednobunéénymi, tak mnohobunéénymi. Hraji tedy klicovou roli pravé pti
napadeni organismu helminty. Do fenotypu Th2 buné¢k maturuji CD4+ T lymfocyty v pfipad¢,
ze jejich TCR rozpoznaji patficny antigen na povrchu APC a zaroven jsou stimulovany

cytokinem IL-4. Pfi imunitni odpovédi Th2 dochazi ke spolupraci Th2 bunék s Zirnymi
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bunikami, bazofily, eozinofily a B lymfocyty. Cytokin IL-5, ktery Th2 bunky produkuji,
zpusobuje produkci a aktivaci eosinofili. Cytokin IL-4 produkovany Th2 buitkkami spousti
tvorbu imunoglobulinu IgE. Také je zodpovédny za dal$i podporu Th2 odpovédi a inhibici
Th1 odpovédi. (Mesquita Junior a kol., 2010)

6.1.3 Th17 bunky

DalSim typem pomocnych T lymfocytl jsou Th17 buniky. Ty jsou charakteristické produkci
cytokinu IL-17. Tento interleukin spolu s dal$imi cytokiny ma za nasledek zanétlivou reakci a
piesun leukocytl, zejména neutrofili, do mista zdnétu. Tato imunitni odpovéd’ je ucinna
zejména proti nékterym extracelularnim bakteriim a houbam. Pro diferenciaci naivnich CD4+
bun¢k do Th17 bunék je zapotiebi cytokind IL-6 a TGF-B. Odpovéd’ Thl7 je inhibovana
cytokiny produkovanymi Thl, Th2 i Treg buitkami, naproti tomu cytokin IL-17 neinhibuje
Th1 ani Th2 odpovéd’. (Nakae a kol., 2007)

6.1.4 Treg buiiky

Roli Treg bunc¢k v organismu je udrzovani imunitni homeostazy. Potlacuji pfehnanou
odpovéd’ proti vnéj§im antigentim i proti antigentim vlastnich tkéni. (Ali a Rosenblum, 2017)
Tim potlacuji rozvoj autoimunitnich onemocnéni. Svou roli hraji i v imunitni odpovédi pfi
infekci, kdy chrani tkéan pted poskozenim zanétlivou reakei a produkci amfiregulinu ptispivaji
k rychlejsi opravé jiz poskozené tkané. (Arpaia a kol., 2015) Cast Treg bundk dozrava
v thymu (Jordan a kol, 2001), ¢ast jich vznikéd z naivnich perifernich CD4+ bun¢k. (Chen a
kol., 2003) Treg pifedstavuji velmi heterogenni populaci bunék (zahrnujici naptiklad iTreg,

Trl, iTr35 a Th3).

T lymfocyty produkované cytokiny

Thi IFN-y, IL-2, TNF-a

Th2 IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25
Th17 IL-17A, IL-21, IL-22,

Treg TGF-B, IL-10, IL-35
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6.2 Reakce imunitniho systému na helminty

Helminti jsou Siroka skupina parazitii, kteii vétSinou ziistavaji v hostiteli po dlouhou dobu,
proto u nich doslo koevoluci k vyvoji fady obrannych mechanismi, aby nebyli hostitelem
zahubeni. Kdyz infikuji hostitele, potfebuji uniknout imunitni odpovédi. Predev§im je pro
jejich dalsi vyvoj klicové, aby byli schopni déle v hostiteli piezivat bez toho, aby ho poskodili
natolik vyrazné, ze by toto poskozeni iniciovalo efektivni imunitni odpovéd’, ktera by parazita
zahubila. (Mortan a kol., 2018) Proto je vétSina helminti schopna v piipadé chronické nakazy
ménit imunitni odpovéd’ svého hostitele pomoci produkce ES (Excretory-Secretory) proteint.

(Nutman, 2015)

Po vstupu parazita do téla hostitele nasleduje akutni faze imunitni odpovédi, kdy
organismus hostitele identifikuje parazita a pokusi se ho zahubit a vyloudit z téla. Prvni
bariérou jsou pro parazita vétSinou buiiky stfevniho epitelu, které jsou schopny pfi pfitomnosti
helmintt iniciovat Th2 imunitni odpovéd’, pfedevsim atrakci dendritickych bunék, ale také
pfimo aktivaci Th2 lymfocytt. (Bulek a kol., 2010) Pokud je epitelova buinika parazitem
poskozena, produkuje cytokiny IL-25, IL-33 a TSLP (thymovy stromalni lymfopoietin,
thymic stromal lymphopoietin). Ty poté podporuji aktivaci bun¢k nespecifické imunity, které
svou produkci dalSich cytokinti iniciuji polarizaci CD4+ bunék na Th2 buiky, ovSem
konkrétni role cytokinii produkovanych stfevnim epitelem pfi ndkaze helminty neni jesté

zcela prozkoumana. (Oyesola a kol., 2018)

Vyse zminéné cytokiny produkované sttevnim epitelem stimuluji pfirozené lymfoidni
bunky typu 2 (ILC2, Innate Lymphoid Cells) k produkei cytokint IL-5 a IL-13. (Maizels a
kol., 2012) Cytokinem IL-33 nejsou stimulovany jen ILC2, ale také tfada dalSich bunék
pfirozené imunity — basofily, eosinofily a mastocyty, které pod jeho vlivem produkuji
cytokiny spjaté s Th2 odpovédi. (Yasuda a kol., 2012) Cytokinem IL-33 jsou stimulovany
piimo také Th2 buiky, které poté produkuji cytokin IL-13. (Guo a kol., 2015) Piestoze je
vétSinou pii iniciaci Th2 odpovédi pritomny cytokin IL-4, vlivem IL-33 ho z bunék pfirozené
imunity produkuji jen bazofily a mastocyty, (Yasuda a kol., 2012) nikoliv ILC2 buiiky. Pfi
rozvoji Th2 imunitni odpovédi, béhem kterého hraji klicovou roli ILC2 buiky, dochazi

k aktivaci Th2 bunék pfedevsim cytokinem IL-13. (Price a kol., 2010)
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7 Interakce imunitniho systému s TES

Pti ndkaze clovéka Toxocara spp. dochazi k rozpoznani cizorodych patogenti a k reakci
imunitniho systému hostitele. Hlavnimi znaky této reakce jsou produkce specifickych
protilatek, diferenciace naivnich CD4+ bun¢k na Th2 lymfocyty a indukce eosinofilt.
(Del Prete a kol., 1991) Ptitomnost parazita stimuluje makrofagy a ty produkuji cytokiny
podporujici Th2 reakci. Pfeména naivnich bun¢k na Th2 lymfocyty je iniciovana pfitomnosti
interleukinu IL-4, a Th2 bunky poté produkuji cytokiny IL-4, IL-5 a IL-13, které dale
podporuji tento typ imunitni odpovédi. ZvySena hladina IL-4 také stimuluje dozravani

B lymfocytt a isotypovy piesmyk z IgM na IgE. (Del Rio-Araizia a kol., 2018).

V ptipadég, Ze se larvy Skrkavky dostanou do paratenického hostitele, vycestuji ze stiev
do tkani, kde dokazou dlouhodobé ptezivat bez toho, aby byly zlikvidovany imunitnim
systémem. (Giacomin a kol., 2008) V idealnim ptipadé imunitni mechanismy extracelularniho
parazita rozpoznaji a eliminuji. Larvy Skrkavky nicméné maji schopnost imunitni odpovédi
velmi dobfe uniknout, pfestoze je imunitni systém rozpoznavd a produkuje proti nim

specifické protilatky.

Jednim z rystt obranného mechanismu proti mnohobunéénym parazitim je produkce
eosinofili. Experimenty in vitro ukazaly schopnost eosinofilli obalit parazita a pomoci
degranulace ho zahubit. K produkci a atrakci eosinofilit dochézi i1 pti ndkaze Toxocara spp.,
ale larva neni dusledku jejich degranulace zlikvidovana. (Giacomin a kol., 2008) Pti pokusech
in vitro bylo pozorovéano, Ze eosinoily parazita rozpoznaly a navdzaly se na jeho povrch,
konkrétné na povlak kryjici larvu, ktery tvofi mimo jiné glykoproteinem TES-120. Po
navazani eosinofilii larva ze svého obalu unikla a zanechala na ném eosinofily. (Badley a kol.,

1987; Smith a kol., 1981)

Dalsi ze strategii, kterou larvy Skrkavky vyuZzivaji k pteziti, spo¢iva v kompetici TES a
proteinli produkovanych hostitelem. Jak bylo uvedeno dfive, toxokara produkuje velké
antigeny TES-32 a TES-70, kter¢ vykazuji vysokou miru podobnosti se sav€imi receptory
ovliviiujicimi iniciaci a rozvijeni zanétlivé reakce. (Hewitson a kol., 2009) Tyto antigeny,
které larva toxokary hojné¢ produkuje, dovedou vdazat stejné molekuly jako receptory
ovlivityjici zanétlivou reakci, kterd by méla parazita zlikvidovat. Toxocara timto zpisobem
inhibuje napiiklad adhezi bunék, ktera je dilezitym faktorem pro pfesun leukocytd do mista

zéanétu. (Etebar a kol., 2018)
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Ptitomnost larev Toxocara spp. mé negativni vliv na produkci cytokini podporujicich
Th1 odpovéd’. Pokusy na mySich ukézaly, ze larvy toxokary maji schopnost potlacit produkci
IL-12, a tim sniZzit schopnost napadeného organismu odpoveédét zanétlivou reakci. (de Moura
a kol., 2017) Také mnozstvi IL-2 se béhem prvnich sedmi dnti ndkazy u mysi snizilo, coz
vedlo k utlumu zanétlivé reakce a snizeni poskozovani tkan€. (Ma a kol., 2015) Pfi pokusech
in vitro byla inhibovana produkce TNF-a, tedy dalsiho cytokinu podporujiciho Thl odpovéd'.
(Dhlugosz a kol., 2015)

Larvy Toxocara spp. maji opacny ucinek na sekreci cytokinii podporujicich Th2
odpovéd’, mnoho pokusti prokazalo, ze tyto cytokiny se u nakazenych toxokarou vyskytuji ve
zvySeném mnozstvi. U mysi bylo pozorovéno zvySené mnozstvi cytokint IL-4 a IL-5. (Ma a
kol., 2015) Také ve studii zkoumajici déti nakazené toxokarou bylo zaznamenano zvysené
mnozstvi cytokinil IL-4, IL-6 (Mazur-Melewska a kol., 2014; Mazur-Melewska a kol., 2016)
a IL-5. (Nagy a kol., 2012) ZvySena produkce IL-5, IL-4 a IL-10 nastala také pii pokusech
in vitro. (Valli a kol., 2010)

Th17 odpovéd’ je stimulovéana cytokiny IL-6 a TGF-B. Béhem prvnich dna infekce pfi
pokusech na mySich se zvySila koncentrace IL-6 a IL-17, v dal§ich dnech ale jejich
koncentrace opét klesla. (Resende a kol., 2015) Pti pokusech in vitro nebylo pozorovano

vyznamné zvyseni poctu IL-17. (Dlugosz a kol., 2015)

Velmi dulezitym faktorem pro preziti larev je indukce regulacni T odpovédi. Treg
buniky inhibuji Thl i Th2 odpovéd’, primarné aby zmirnily poskozeni organismu zptsobované
zangtlivou reakci, ale vedlejSim ucinkem je také ochrana parazita. Cytokin TGF-B, ktery
podporuje proliferaci Treg bunck, byl ve zvySeném mnoZstvi pfitomny u lidi nakazenych
toxokarou. (Fan a kol., 2013) ZvySeni koncentrace tohoto cytokinu nastalo i pfi pokusech
in vitro (Dhugosz a kol., 2015) a pfi pokusech na mys$im experimentalnim modelu. (Othman a

kol., 2011)

Zvysend koncentrace dal$iho zregulacnich cytokint, IL-10, byla pozorovéna pfi
pokusech in vitro (Dtugosz a kol., 2015) 1 pfi1 vyuziti mySich modeld. (de Moura a kol., 2017;
de Avila a kol., 2016) Pii jinych pokusech se ovSem zvySena koncentrace IL-10 nepodaftila
naméfit. (Resende a kol., 2015), Pfi vySetfeni krve pacienti s toxokardézou byla zvySena
koncentrace IL-10 zmétfena. (Mazur-Melewska a kol., 2014; Mazur-Melewska a kol., 2016;
Nagy a kol., 2012)
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U déti nakazenych toxokarou bylo také pozorovano zvySeni poctu IgE, stejné jako
k nému dochézi i u jinych helmintickych infekci. Na zvifecich modelech doslo také ke
zvySeni poctu jinych imunoglobulind, konkrétné IgM a IgG. (Del Rio-Araiza a kol., 2017) Pti
pokusech na mysich doslo k vytvofeni specifickych IgM, IgG, IgGl, 1gG2a, 1gG2b, IgG3
(Novék a kol., 2017) a IgE. (Dlugosz a Wisniewski, 2016) V piipadé zkoumani nakazy
Cloveka se bylo zaznamendno zvySeni poctu eosinofilti. (Mazur-Melewska a kol., 2014;
Mazur-Melewska a kol., 2016; Nagy a kol., 2012) Hypereosinofilie i vyssi koncentrace IgE
souvisi s dlouhodobym ptisobenim Th2 imunitni odpovédi, konkrétné s produkei cytokina

IL-5 a IL-4.
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8 Zavér
Toxocara spp. je celosvétove velmi rozsifeny parazit, ktery zplsobuje toxokardzu, nemoc
postihujici zejména déti v chudsich regionech. Projevy této nemoci jsou odlisné podle toho,
do jaké tkané ¢i organu docestuji. VétSina piiznakti toxokardzy neni specifickych, proto se

predpoklada, ze velka ¢ast nakazenych lidi nemusi byt nikdy spravné diagnostikovana.

Pro detekci toxokardzy se vyuzivaji proteiny produkované toxokarou nazyvané TES,
které slouzi Skrkavce predev§im k tomu, aby larvdm umoznily dlouhodobé ptezivat
v hostiteli. TES-120 je glykoprotein, tvofici obal na povrchu encystovanych larev. Pfi
imunitni odpovédi hostitele se na n€j navazi eosinofily, které se pokusi larvu svou degranulaci
usmrtit. Toxokara mé schopnost tento sviij obal opustit a tim se vyhnout ni¢ivym ucinkim

eosinofild, které jsou na ném navazané.

Dalsi proteiny produkované toxokarou jsou podobné nékterym proteintim hostitele a
slouZzi k regulaci jeho imunitni odpovédi. Pfitomnost TES v hostiteli ma za nésledek inhibici
nékterych cytokinli Thl imunitni odpovédi a zvySenou produkci cytokinli Th2 imunitni
odpovédi. Pro dlouhodobé pteziti larev v organismu hostitele je klicovym faktorem podpora
Treg bunck. Ty potlacuji jak Thl tak Th2 odpoveéd, ¢imz sice omezuji poskozeni tkani
hostitele, které vlastni imunitni buiikky plsobi, ale zdroven sniZzuji obranyschopnost proti

parazitovi.

Dlouhodobd zvysend koncentrace cytokind IL-4 a IL-5, které jsou produkovany Th2
buiitkami, ma za nasledek zvySenou koncentraci eosinofilli a zvySeni poctu IgE i dalSich

imunoglobulint.

Jednim z diivodli, v ¢em by mohlo byt pfinosné studium vlivu helmintd na imunitni
systém cCloveka, je pravé jejich schopnost ovliviiovani imunitni odpovédi. V poslednich
desetiletich doslo k poklesu poctu lidi nakazenych helminty a souc¢asné¢ k nartstu chronickych
zangtlivych onemocnéni jako napiiklad astma, a autoimunitnich onemocnéni, napiiklad
roztrousené sklerozy. (Wammes a kol., 2014) Schopnost helmint inhibovat Thl imunitni
odpoveéd’ a podpora Treg bun€k by mohla snizovat riziko vzniku takovych nemoci. Piestoze
by pfitomnost parazita v organismu mohla byt pfinosem pro 1écbu ¢i prevenci autoimunitnich
onemocnéni, zaroveii zpisobuje jiné problémy. Resenim by mohlo byt pouziti izolovanych

antigend, které parazité produkuyji.
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