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Abstrakt

Prekonanie koZnej bariéry stavovcov a uniknutie imunitnej odpovedi je zZlomovym okamzikom
v zivotnom cykle mnohych helmintov. Téato bakalarska praca zhina aktudlne poznatky o
priebehu koznej imunitnej odpovedi ku schistosomam, ktoré vyuzivaju tento spdsob invazie
hostitel'a. Infekcia rychlo aktivuje mechanizmy vrodenej ako aj adaptivnej imunitnej odpovedi
u mysi ako aj u 'udi. Napriek odliSnostiam medzi ich imunitnym systémom, u oboch dochadza
pri infekcii k uplatiovaniu komplementovych proteinov, granulocytov a najmd CD4+ T-
lymfocytom, ktoré sa zdaji kI'i¢ové pre potlacanie infekcie. Vo viacerych oblastiach imunitnej
odpovedi, akymi su zdroje cytokinov IL-10, IL-4 ¢i v expresii koreceptorov stile panuje
neistota a su potrebné d’alSie experimenty. Ziskanie komplexného obrazu o imunitnej odpovedi
pri koznej infekcii vratane stanovenia konkrétneho vplyvu imunomodulaéného pdsobenia

helminta by vyrazne zrychlilo vyvoj vakcin.

Kruacové slova: imunitna odpoved’, koza, lymfatické uzliny, helminti, schistosomy

Abstract

Breaching the vertebrate skin and overcoming the local immunity represents a critical step in
the life cycles of many helminths. This bachelor thesis summarized the current knowledge of
the skin immune response against schistosomes. Both innate and adaptive immune mechanisms
are activated soon after the infection. Despite certain differences berween mice and humans,
complement, granulocytes and especially CD4" T-lymphocytes are considered as key players
in anti-schistosomal immunity of both species. However, several aspects of the host immune
response, such as the initial source of cytokine IL-4, IL-10 or expression pattern of certain co-
receptors remain unclear and warrant further research. A comprehensive understanding of the
host immune response in the skin as well as the respective parasite immune evasion strategies

is needed to boost vaccine development.
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Uvod

Koza stavovcov neslizi len ako vyznamna mechanicka bariéra pred patogénmi, ale zohrava
ulohu aj pri mechanizmoch vrodenej a adaptivnej imunitnej odpovedi. Stratégia helmintov,
ktori sa dostavaju do svojich hostitelov cez kozu, si vyzaduje nie len prekonanie tejto
mechanickej bariéry, ale aj schopnost’ uniknut’ imunitnému systému hostitel'a. Prienik koZou,
poskodenie buniek a pritomnost’ cudzorodych antigénov st impulzom vyvolavajicim spociatku
vrodenu a nasledne adaptivnu imunitni odpoved’. Ak chct kozou prenikajici helminti uniknuat’

z koze a pokracovat’ v d’alSom vyvoji, musia sa popasovat’ s tymito nastrahami.

Odlisné Zivotné stratégie helmintov umoznujl tspesné infikovanie Sirokého spektra hostitel'ov
vratane ¢loveka. Hodnoty DALY (z angl. disability-adjusted life year) jasne hovoria o vplyve
kozou prenikajucich helmintov na zivot I'udi (pozri tabulku 1, str. 4). Vyskum imunitnej
odpovede v kozi, ako vstupnej brany rady helmintov, je jednym z moznych smerov vyvoja
vakein, ktory by vyrazne ul'ah¢il boj s helmintarnymi ndkazami. Prave kozné §tadia helmintov
prenikajucich kozou - schistosom, filarii a mechovcov - sa javia ako potencidlne terce

vakcinacie, ¢im sa na piedestal dostava prave porozumenie koznej imunitnej odpovede.

Néro¢nost’ porozumenia priebehu tychto infekcii nespociva len v efickych pravidlach, ktoré
nedovol'uji Tudské experimenty, ale je to spojené aj s cCastym vyskytom re-infekcii
v endemickych oblastiach. Opakované nakazy komplikuji moZznost’ skiimat’ priebeh prvotnych
infekcii a okrem toho sa zd4, Ze patologiami trpia CastejSie cestovatelia neZ samotné
obyvatel'stvo. Nakolko vztah helmint-¢lovek podnietil koevolu¢ny vznik urcitej miery
rezistencie u populacie v endemickych oblastiach a nakol’ko je to vysledkom prenosu ziskane;j
imunity z rodi¢a na potomstvo zatial’ nie je znadme. Netreba zabudat’ ani na koinfekcie s inymi
patogénmi, ktoré taktieZ ovplyviiujii imunitni odpoved’ hostitel'a. Prave tym vSak vynika
zmysel a doleZitost' experimentalneho testovania infekcii helmintov na laboratornych

zvieratach.

Cielom tejto reSerSe je poskytnut’ uceleny prehlad o priebehu imunitnej odpovede
u definitivneho hostitel'a pri infekcii schistosomami, ¢o zahfiia efektorové mechanizmy
hostitel'a ako aj imunomodula¢ny vplyv parazita. ReSer§ sa zameriava na vysledky ziskané
z mySieho modelu a zaroven zahfiia obmedzené mnozstvo poznatkov ziskanych ex vivo

stimuldciami 'udskej koZe ¢i in vitro experimentov 'udskych bune¢nych kultur.



1. Koza a helminti

Rada helmintov vyuziva perkutannu cestu pre invaziu hostitel'a. Tabulka 1 (pozri str.4.)
predstavuje najcCastejSich helmintov prenikajucich Tudskou kozou a ich charakteristiky
vyznamné z pohladu Stadia imunitnej odpovede v kozi. Kym pre Ancylostoma duodenale
a Strongyloides stercoralis je perkutanna invazia hostitel’a len jednou z moznosti ako infikovat’
hostitel’a, schistosomy a filarie si na penetracii koze zavislé, ked'ze koza stavovcov je
prostredim nevyhnutnym pre priebeh ich Zivotného cyklu. Tato kapitola stru¢ne predstavuje tri
vacsie skupiny l'udskou kozou prenikajacich helmintov — filarii, mechovcov a schistosom vo

vztahu ku koznym prejavom u l'udi.

1.1. KoZou prenikajuci helminti

Filarie (Nematoda: Onchocercidae) sa na prvy pohl'ad odliSuji vyuzivanim vektora na Sirenie
larvalnych §tadii. L3 larvy prenikaja do hostitel’a cez ranku vytvorenu sanim vektora, vyvijaju
sa do dospelcov a produkuju pre vektora infekéné Stadia — mikrofilarie (mf). Mf migruja
odlisnymi tkanivami, ¢o sa prejavuje aj na odlisnych patologickych prejavoch. Kym pri
lymfatickych filariézach, spdsobenych parazitmi Wuchereria bancrofti a Brugia malayi, je
hypertrofia koZe aZ druhotnym efektom lymfedému, v podkoZi ¢i v dermis zijlice Onchocerca
volvulus, Loa loa a Mansonella streptocerca vyraznejSie zasahuju do kozného imunitného

systému cloveka.

Reakciou imunitného systému hostitel’a vznikaju okolo dospelcov O. volvulus podkozné noduly
—onchocerkomy — a prave tie dospelci vyuzivaji na mnoZenie. Kozné prejavy chronickej faze,
akymi su strata elasticity, depigmentacia ¢i lichenizéacia (praskanie koze), nevyvolavaju
dospelci, ale prave produkované mf. Pokial nie si nasaté vektorom odumieraja
a z poSkodenych tiel sa uvolfiuja ich endosymbiotické baktérie rodu Wolbachia (Brattig et al.,
2004). Molekularne vzory asociované s patogénmi (PAMPs z angl. pathogen-associated
molecular patterns) wolbachii st rozozndvané bunkami vrodenej imunity a reaguju produkciou
pro-zapalovych cytokinov (Brattig et al., 2000). Hoci sa za patogénny agens pri infekciach
filariami povazuju mf, k aktivacii imunitnej odpovede veducej k poskodeniu tkaniva pocas

chronickych infekcii O. volvulus dochadza predovSetkym reakciou na zanesené baktérie.

Pri infekcii L. loa st kozné prejavy dosledkom dospelcov v podkozi. Parazit nema symbiotické
wolbachie a mf st uvolované do krvi, z ¢oho vyplyvaji len ojedinelé kozné priznaky.
Dospelci migrujii podkozim a pri spomaleni vyvolavajii imunitni odpoved’ prejavujucu sa

bolestivym opuchom okolo parazita, tzv. Kalabarskym opuchom. Infikovat’ ¢loveka mozu aj
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dalSie filarie vratane Mansonella spp., ktoré len zriedka vyvolavaji lokalnu dermatitidu ¢i
opuch napriek tomu, Ze dospelci aj mf sa nachadzaju v podkozi (Garcia, 2016). Ojedinele sa
vyskytnu aj pacienti s klinickymi priznakmi vyvolanymi zvieracimi parazitmi Dirofilaria spp.,
ktoré sposobuji podkozné noduly (Khurana et al., 2010; Yaranal et al., 2015). Nie je zrejmé,
aké signaly larvy filarii vyuZzivaji pri migracii a len malo sa vie o ich receptoroch. Hoci podl'a
Kassis ef al. (2014) dokazu reagovat’ na pritomnost’ buniek, nezdd sa, ze by reagovali na
vylu¢ované chemokiny. Konkrétny mechanizmus orientacie zatial’ nie je znamy. Treba vSak
brat’ v uvahu aj posobenie vylu¢ovanych imunomodulacnych latok vektorov, zhrnutych v praci
Cupp et Cupp (1997), medzi ktorymi su aj apyrazy potlacajice zapalovu reakciu, ¢o by mohlo
napomahat’ aj samotnym filaridm v imunitnom uteku. Okrem toho, Zze vektori $iria larvalne
Stadia parazitov a moduluju imunitni odpoved’, mechanickym poskodenim koze hostitela,

umoznuju prienik patogénov.

Larvy mechovcov (Nematoda: Ancylostomatidae) aktivne vyhladavaji svojich hostitelov
a penetruji kozou za pomoci hydrolytickych enzymov (Brown ef al., 1999). Filariformné L3
larvy mechovcov aktivne v pode vyhl'addvaju definitivneho hostitel’a, prenikajii do koze a ¢asto
migruji pozdiz vlasovych folikulov & potnych Zliaz (Vetter and Van der Linden, 1977). A.
duodenale a N. americanus uspesne prenikaji 'udskou kozou do krvnych alebo lymfatickych
ciev, migruju hostitel'om a usadzaju sa v tenkom ¢reve. Penetracia do koze moze vyvolat’ zapal
prejavujuci sa zacervenanim, svrbenim ¢i dermatitidou avsak, tieto priznaky nie st pravidlom
(Garcia, 2016). Kozné patologie v podobe podkoznych lariev, tzv. larva migrans cutanea,
spravidla sprevadzaju infekcie zvieracimi rodmi, kedy imunitny systém cloveka zastavi
migrujuce zoonotické L3 larvy pred preniknutim bazalnej membrany (Reichert et al., 2018).
Larva migrans a s fiou spojené bolestivé svrbenie sa mozu prejavit’ az niekol'ko tyzdiov po

infekcii (p.1.) (Nevoralova, 2006).

Bioldgia zvieracich ako aj l'udskych zastupcov schistosom (Trematoda: Schistosomatidae)
s ohladom na kozu je velmi podobnd aje podrobne prebratd v kap. 2. Podobne ako
u mechovcov, vyrazné kozné prejavy sa spajaju najma so zoonotickymi zastupcami — v Europe
najma vtac¢imi 7. szidati, T. regenti — ktoré nie su schopné unikat’ imunitnému systému cloveka,
usadit’ sa a dospiet’. Penetdcia vtacimi schistosomami vyvoladva alergicku reakciu, ktora sa pri
opakovanych expoziciach prejavuje rychlym nastupom pro-zépalovej odpovede, vedie
k rychlemu usmrteniu parazita (Koufilova ef al., 2004) a k vyraznej dermatitide (Machacek et
al.,2018). Dermatitidu, aj ked’ menej ¢asto, mozu spdsobit’ aj l'udské schistosomy (Langenberg

et al.,2020).



Tabul’ka 1. Prehl'ad najcastejSich kozou prenikajucich helmintov spdsobujuci kozné patologie u I'udi

parazit kozné stadium sposob prieniku do koze Vektor/medzihostitel kozné prejavy DALY
Schistosomy 1,76 mil
Schistosoma spp cerkarie, schistosomuly aktivna penetracia ulitnik cerkarialna dermatitida
Trichobilharzia spp.. cerkarie, schistosomuly aktivna penetracia ulitnik cerkarialna dermatitida
Filarie 3.3 mil
Brugia malayi L3 migracia rankou komar hypertrofia koze
Dirofilaria spp. L3 migrécia rankou komar podkozné noduly
Loa loa L3, dospelci zanesené na dermis ovad Kalabarsky opuch
Mansonella streptocerca L3, dospelci migracia rankou pakomarik dermatitida
Onchocerca volvulus L3, dospelci, mf zanesené na dermis muchnicka noduly, papierova koza
Wuchereria bancroffti L3 migracia rankou komar hypertofia koze
Mechovci 1,83 mil
Ancylostoma duodenale filariformné larvy (L3) aktivna penetracia dermatitida, svrbenie
Necator americanus filariformné larvy (L3) aktivna penetracia dermatitida, svrbenie
A. braziliense filariformné larvy (L3) aktivna penetracia larva migrans
A. caninum filariformné larvy (L3) aktivna penetracia larva migrans
U. stenocephala filariformné larvy (L3) aktivna penetracia larva migrans
Strongyloides stercoralis filariformné larvy (L3) aktivna penetracia dermatitida, svrbenie

farebné znacenie: €lovek ako Specificky hostitel, Elovek nahodnym hostitefom; mf — mikrofilarie; L3 — 3. lavalne Stadium
hodnoty DALY zahffaju Specificky ludskych parazitov prevzaté z review (Kwarteng et al., 2016; McSorley and Maizels, 2012), kozné prejavy podla monografie (Garcia, 2016)
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1.2. Koza

Aj ked bunecné zlozky kozného imunitného systému (pozri obrdzok 1.) su spolo¢ne
s humordlnymi zlozkami pripravené bojovat’ s preniknutymi patogénmi, nedokdzu zabranit
usidleniu Specifickych, 'udskou kozou prenikajucich helmintov. Papierova koza pri infekcii O.
vovilulus, dermatitida pri schistosomach ¢i larvy migrans z mechovcov st dokonca skor
vysledkom agresivnej imunitnej odpovede, nez samotnym posobenim parazita. Naopak,
helminti svojimi imunomodula¢nymi schopnostami, reguluji rovnovahu medzi Thl a Th2
odpoved’ou, ako zhffiaji Fallon et Mangan (2007). Castym sprievodnym javom koznych
infekcii je svrbenie s ¢im sa spéja zvysené riziko zanesenia baktérii, ¢o je d’alSia komplikacia
pre imunitny systém hostitel’a. Sofistikovane rozmiestnené imunitné bunky v kozi reaguju na
cudzorodé Struktury, narasa sa homeostdza hostitel'ského organizmu, naruSa sa pokojné
spolunazivanie hostitel'a s koznym mikrobiota a aj vd’aka alarmujicim signadlom naruSenych

epitelidlnych buniek sa spista imunitna odpoved'.
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o E Stratum o
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Obrazok 1. Porovnanie mysej a 'udskej koze s dérazom na rezidentné imunitné bunky

LC — Langerhansove bunky; ILC — prirodzené lymfoidné bunky; prevzaté a upravené z Pasparakis et al. (2014)
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2. Bioldgia schistosom so zameranim na invaziu koze

2.1. Penetrdcia

Cerkarie schistosom uvolnené 2z medzihostitel'skych ulitnikov aktivne vyhladavaju
definitivnych hostitel'ov, stavovcov. Aby Setrili svoje glykogénne zasoby (Lawson and Wilson,
1980), plavaju az po zaznamenani ur¢itych stimulov, akymi moze byt dopadnutie tienia (Haas
et al., 1994), mastné kyseliny, L-arginin (Haeberlein and Haas, 2008) alebo az samotny fyzicky
kontakt so substratom (Haas et al., 1987). Po ndjdeni vhodného hostitel’a sa prichytavaju ku
kozi tistnou prisavkou a acetabulom (Gordon and Griffiths, 1951) ale pre zotrvanie na pokozke
vyzaduju d’alSie signaly. Tymi modze byt opét’ pritomnost’ L-argininu (Granzer and Haas, 1986),
cholesterolu ¢i ceramidov (Haas et al., 2008) ako aj vysSia teplota substratu (Haas et al., 1994).
Po najdeni a rozoznani hostitel'a nastdva d’al$i kI'i€ovy moment pre cerkarie a tym je invazia
hostitel’'a. Penetraciu cerkarii podnecuje pritomnost’ mastnych kyselin (Shiff et al., 1972).
Vylu€¢ovanim obsahu pre-acetabularnych Zliaz a pohybom chvostika prenikaju do hostitel'a
(Gordon and Griffiths, 1951). Pri tomto procese cerkarie menia svoju morfologiu a migruju

hlbsie do krvného ¢i lymfatického obehu.

Penetraciou vhodného hostitel'a schistosomy eliminuju moznost’ byt’ rozoznané a zastavené
imunitnym systémom hostitel'a. Schistosomy S. mansoni a S. haematobium, dokédzu dokoncit’
svoj cyklus len v niekol'kych Specifickych hostitel'och od ¢oho sa odvijaju ich vysoké naroky
na penetracné stimuly. Za ddlezity stimulus sa povazuji predovSetkym mastné kyseliny. Tie
zohravaju Ulohu aj pri imunitnom uteku parazita (pozri kap. 6.) kde sluzia ako substrat na
syntézu metabolitov kyseliny arachidonovej — prostaglandinu E» (PGE»), prostaglandinu

D, (PGDy).

2.2. Transformacia

Morfologickd premena larvalnych §tadii umoZnuje migraciu hostitelom ako aj Unik pred
imunitnym systémom. Volne plavajuce cerkdrie po penefracii absolvujii celi radu
morfologickych, fyziologickych a metabolickych zmien, ktorymi sa transformuji na
schistosomuly (Stirewalt and Cousin, 1983). Na zaliatku stracaju svoj charakteristicky
chvostik, ktory im vo vodnom prostredi sluzi na pohyb. Howelis et Gazzinelli (1974)
predpokladali oddelenie chvostika za vysledok mechanického poSkodenia cerkarii pri prieniku
do tela hostitel'a. Hara et al. (1993) pripisuju tito zmenu pritoku Ca** iontov do cerkarii pod
vplyvom mastnych kyselin. Z povrchu telovej Casti sa stradca glykokalyx (Stirewalt and Cousin,
1983), ktory obsahuje muciny bohaté na fukézu a glukézu (Nanduri et al., 1991). Na Cerstvo

transformovanych schistosomuléch ostane len <0,1-0,5 pm tenka vrstva z pévodného 1-2 pm
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glykokalyxu (Samuelson and Caulfield, 1985) a jednoduchd jednovrstevnd membrana cerkarii
sa meni za dvojitu Clenith membranu (Stirewalt and Cousin, 1983). Podl'a Samuelson et
Caulfield (1985) je tegument schistosomul kompleme pokryty novovzniknutou membranou uz
dve hodiny od pociatku in vitro transformacie. Incani et McLaren (1984) v kozi infikovanych
my$i zaznamenali dvojith membranu u vacsiny schistosomul az 6 h p.i. Tato zdanlivo mala
odlisnost’, ako jedna z mnohych, poukazuje na doblezitost kombinacie in vitro ain vivo

experimentov a zaroven na potrebu kritického pohl'adu na priebeh experimentov.

Glykokalyx obsahuje mnozstvo glykolipidov (Weiss et al., 1986) a glykoproteinov (Dalton et
al., 1987), ktoré su rozoznavané imunitnym systémom hostitel'a. Ked’ze k redukcii glykokalyxu
dochadza len v telovej Casti cerkarii (Samuelson and Caulfield, 1985), glykokalyx chvostika
posobi ako vyrazny zdroj antigénov (Ag). Kym Gordon et Griffiths (1951) predpokladali, ze
vSetky chvostiky cerkarii su uvol'iiované do vody, Incani et McLaren (1984) ukazali pritomnost’
chvostikov v epidermis niekol’ko hodin p.i., vd’aka ¢omu sa chvostik stava idedlnym ter¢om

imunity.

2.3. Migrécia

Schistosomuldm S. mansoni trva niekol’ko dni pokial’ preniknli koZou mysi do krvnych alebo
lymfatickych ciev (Gui ef al., 1995). Hoci infekcia cerkdriami prebieha v rade niekolkych
minut (Paveley et al., 2009) a do epidermis dokaze vacSina cerkarii uspesne preniknut’ uz
v priebehu 8 h p.i., v oblasti bazalnej membrany dochddza k vyraznému spomaleniu penetracie
(zhrnuté v He et al. 2005). Bourke et al. (2015) sa domnievajt, ze je to dosledok imunitnej
odpovede hostitel’a, ktory brani schistosomulam v migracii zvySenym mnoZstvom keratinu
v danej oblasti vd’aka zvySenej proliferacii keratinocytov. Jeremias et al. (2015) naopak
navrhujt, Ze schistosomuly pocas spomalenia mdézu navizovat’ hostitel'ské molekuly (pozri
podkap. 6.1.). Proti sebe tak stoja nie len dve odlisné hypotézy, ale dve bazalne odlisné stratégie

— efektorovy mechanizmus hostitel'a a inik pred imunitnou odpoved’ou.

Penerrané 7lazy zaberaju velku Cast’ tela cerkarii a zohrdvaju vyznamnua tlohu v bioldgii
schistosom. Dva pary pre-acetabuldrnych Zliaz a tri pary post-acetabularnych spolo¢ne ustia
v hlavovej cCasti (Morris, 1971). VyluCovanim exkre¢ne-sekre¢nych (ES) produktov z tychto
zliaz sa cerkarie prichytavaju na hostitel'a a prenikaji koZou. Okrem iného obsahuju aj
proteolytické enzymy (Horizonte, 1966), ktorymi Stiepia jednotlivé zlozky koze vratane
bunecnych Struktir a extracelularnej matrix (McKerrow et al,, 1983). Obsah Zliaz sa
nenachddza len pred migrujicim parazitom ale aj okolo tela cerkdrii, ¢im protedzy

pravdepodobne napoméhaju aj zhadzovaniu glykokalyxu (Fishelson et al., 1992). Antigéne
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molekuly v ES produktoch st rozpoznavané bunkami vrodenej imunity prostrednictvom vzory
rozpoznavajucich receptorov (PRR, z angl. pattern-recognition receptors) (Jenkins et al., 2005)

a pdsobia teda ako aktivatory imunitnej odpovede hostitel’a (pozri podkap. 3.1.2..).

ES produkty, podobne ako alergény, vyvolavaju degranulaciu mastocytov, bazofilov a naslednu
alergicku reakciu. Okrem enzymov obsahuji aj prostaglandiny, ktorymi je iniciované
uvolnovanie IL-4 z mastocytov (Crunkhorn and Willis, 1971). Uvoltiovany cytokin IL-4
podporuje izotypovy presmyk protilatok IgG na IgE ¢im sa zosilfiuje tato reakcia a vedie k eSte
vys$Sej produkcii histaminu spolu s d’alsimi medidtormi (Machado et al., 1996) pri opakovanych

infekciach. Imunitny systém hostitel’a reaguje na obsah penetratnych zliaz ako na alergény.

Priebeh imunitnej odpovede v kozi pri infekcii schistosomami je objektom zaujmu vedeckej
komunity takmer od polovice minulého storo¢ia. Tazko povedat’, &i napriek tomu, alebo prave
kvoli tomu, nedoSlo ku konsenzu o vhodnych c¢asovych milnikoch na vykonévanie
experimentov. Na ul'ah¢enie orientécie v asovom slede imunologickych udalosti po infekcii
(p.1.) schistosomami v kozi je v tejto praci pouzité rozdelenie na vcasni (0 h — 24 h p.i.),
neskort (24 h — 72 h p.i.) a chronicku (72 h a viac p.i.) fAzu koznej imunitnej odpovede. Pri
uréovani casovych usekov boli zohladnené vysledky vyskumnych prac tak, aby co
najpresnejsSie vystihovali charakter imunitnej odpovede v jednotlivych fazach a boli jednotne
pouzité pre vrodenu ako aj adaptivnu imunitnil odpoved’. Ak nie je uvedené inak, vysledky st
z experimentov vyuzivajucich mysi a S. mansoni, ktoré s najcastejSie vyuzivané modelové
organizmy pre vyskum infekcie schistosomami. Podobna bioldgia schistosom je predpokladom
na moznl aplikaciu ziskanych poznatkov do urcitej miery aj pri S. haematobium ¢&i S.
Jjaponicum. Porozumenie komplexity imunitnej odpovedi v kozi pri infekcidch schistosomami
spo¢iva v pochopeni biologie parazita v kombinécii s Casopriestorovym sledom imunitnych

reakcii hostitel’a.



3. Vrodena Imunita

Penetracia cerkarii narGSa homeostdzu koze mechanickym poskodenim, zanesenim
cudzorodych Struktur mikrobiota ako aj vlastnymi cerkarialnymi Ag do hostiteI'ského tkaniva.
Zlozky koznej vrodenej imunity definitivneho hostitel'a rychlo reaguji na pritomnost
larvalnych §tadii za vzniku akutneho zapalu v mieste infekcie. Prejavuje sa takmer okamzitym

zhrubnutim koze, ktoré ustava zac¢iatkom chronickej faze (Incani and McLaren, 1984).

3.1, My

3.1.1. Vcasnafaza

Prvymi hostitel'skymi bunkami, ktoré prichadzaji do kontaktu s parazitom su keratinocyty
(KC) a Langerhansove bunky (LC, z angl. Langerhans cells) v epidermis. KC rychlo reaguju
syntézou pro-zapalovych mediatorov IL-1a a IL-1p. Bourke ef al. (2015) preukazali nezavislost’
aktivacie KC od mechanického poskodenia a to priamou stimuléciou ES produktami cerkarii.
Pro-zapalové IL-1 vyvola rychly pritok neutrofilov do naruSenej epidermis z krvného obehu.
Neutrofily rozoznavaji antigénne molekuly schistosom, navézuju sa na glycocalyx cerkarii
(Incani and McLaren, 1984) a pohlcuji aj ES produkty uvolfiované z penetraénych Zliaz
(Paveley et al., 2009). Infekciou S. mansoni s v blizkosti parazita okamzite aktivované LC,
ktoré fagocytuji Ag aprezentuju ich na MHC II komplexe (MHC, z angl. major
histocompatibility complex). Ich aktivacia sa prejavuje vyraznym vefvenim a zvySovanim

expresie CD86 (Angeli ef al., 2001).

K redukcii po€tu schistosomul dochddza od zaciatku infekcie prostrednictvom komplementu.
Machado et al. (1975) in vitro preukazali efektivne nicenie schistosomul sprostredkované
alternativnou drahou aktivacie komplementu a podl'a Ouaissi et al. (1980a) je tegument zniceny
uz v priebehu par hodin. Quaissi et al. (1980a) inkubovali schistosomuly so sérom z morciat
ako zdrojom komplementu na zdklade preukdzanej vysokej G€innosti prave v experimente
Machado et al. (1975), kde porovnavali efektivitu komplementu roznych Zivo¢iSnych druhov.
Komplementovy protein C3b (Ouaissi et al., 1980b) sa nedokaze naviazat’ na novovzniknutd
membranu schistosomul, ale viaZe sa na zostatkovy glykokalyx (Howelis ef al., 1974). Napriek
mnozstvu sacharidov na glycocalyxe experiment Lawrence et al. (2009) nepreukdzali in vivo
vplyv lektinovej drahy komplementu na priebeh infekcie. Skumaniu tejto drahy aktivacie pri
infekcidch schistosomami nebol zatial' venovany dostatok pozornosti. Hoci viaceri autori sa
venovali tlohe komplementu pri ni¢eni schistosomul u hlodavcov, podl'a (Samuelson and
Caulfield, 1986) kvantitativne odliSnosti vo vysledkoch in vivo nezhodnocuju redlnu efektivitu
tohto efektorového mechanizmu, ale iba dokazuju, Ze cerkarie premenou na schistosomuly
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unikaju navdzovaniu komplementu. Funkcie komplementu st vSak preukézatel'né aj in vivo. Na
infikovanych mysiach s vyuzitim Tudskych frakcii komplementu Santoro et al. (1982)
preukazali navdzovanie C3 ako aj C4, Co znali aj moznost klasickej cesty aktivacie

komplementu (Tavares et al., 1978), ktora bude prebrata v kap. 5. o viacnasobnych infekciach.

Mediatory uvolnené z epidermélnych buniek, neutrofilov spolu s komplementom vedu uz
pocas vc€asnej faze k aktivacii imunitnych efektorovych mechanizmov v dermis. Mastocyty sa
v malom mnozstve nachadzaji pod bazalnou membranou a postupne degranuluju (Cook et al.,
2011). Ich uvol'nené mediatory narasaju tesné spoje endotelialnych aj epitelidlnych buniek (De
Benedetto et al., 2015) amastocyty tak vyvolavaji vazodilataciu, opuch a diapedézu

leukocytov do dermis (Benditt e Langunoff, 1964 cit. podl'a Incani et McLaren 1984).

3.1.2. Neskora faza

Z pohl'adu histologie je neskora kozna fdza obdobim migracie schistosomul dermis (He et al.,
2005), z imunologického hladiska obdobim zmieSaného cytokinového profilu. Vyrazné
zhrubnutie dermis je sposobené proliferaciou KC a fibroblastov stimulovanych cez IL-1 (Maas-
Szabowski et al., 2000) ako aj proliferaciou a prilivom leukocytov (Bourke et al., 2015). Prave
leukocyty dominuju zapalenej dermis a az takmer polovicu z nich tvoria MHC IT* bunky (Cook
et al., 2011). Nejedna sa len o dermalne rezidentné DC (DC, z angl. dendritic cells) a
makrofagy, ktoré su stdlou sti€astou dermis, ale aj o monocytické DC (moDC) aktivované
zapalom. Ako monocyty su privolavané epidermdlnymi bunkami cez tymicky stromalny
lymfopoetin (TSLP) do dermis, kde diferencuji (Bourke et al., 2015). V dermis tak
prichddzaji do kontaktu s Ag schistosom a z mikrobiota, ktoré rozoznavaji prostrednictvom
PRR. Produkciou cytokinov definuji lokalne prostredie, ktoré ovplyviiuje d’alSi priebeh
imunitnej odpovede (Jenkins and Mountford, 2005; Paveley et al., 2011).

Hoci schopnost’ rozoznavat PAMPs (z angl. pathogen-assosciated molecular patterns)
a DAMPs (z angl. danger-associated molecular patterns) cez receptor podobny génu Toll (TLR
z angl. Toll-like receptor) je vo vSeobecnosti spdjand s indukovanim pro-zapalovej odpovede,
z makrofagov dochadza len k miernej produkcii IL-12 a k vyraznej produkeii IL-10 a I1-6
(Jenkins et al., 2005). Produkcia pro-zapalovych cytokinov bunkami vrodenej imunity je
zrejme odpoved’ou najmi na zanesené baktérie mikrobiota (Paveley et al., 2009), zatial' o
produkciu IL-10 stimuluju okrem baktérii (Sanin et al., 2015) aj ES produkty (Sanin and
Mountford, 2015). Konkrétne TLR-4 sa ucastni drahy veducej k produkcii IL-10 a IL-12
z makrofagov po stimulacii parazitirnymi Ag, pricom sa na signalizacii podiela myeloidny

diferenciacny faktor 88 (MyD88, z angl. myeloid differentiation primary response 88) (Jenkins
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et al., 2005). K produkecii IL-6 a ¢iastocne aj IL-12 dochéddza aj prostrednictvom signalizacie
cez mandzovy receptor (MR), ktory rozoznava glykéany, a viaze predovsetkym ES produkty
(Paveley et al., 2011). Makrofagy s pohltenymi ES produktami schistosom produkuju menej
zapalovych cytokinov no stavaju sa zdrojom IL-4 (Paveley et al., 2011), ktoré nasledne
inhibuje syntazu oxidu dusnatého (iNOS, z angl. inducible nitric oxide synthase) (Dewals et
al., 2010), pricom podl'a Sanin et Mountford (2015) je za to zodpovedny protein 16-kDa S.
mansoni (pozri kap. 6.) a okrem TLR-4 k signalizacii je vyuzivany aj TLR-3. Na signalizacnych
kaskadach pri infekcii schistosom sa podielaju viaceré PRR ale ich vplyv a konkrétne

signaliza¢né drahy su stale predmetom skumania.

Vysledky Paveley et al. (2009) preukazujt, Ze pri stimulacii makrofagov ES produktami
skuto¢ne dochadza k inhibicii transkripcie mRNA pre iNOS zatial’ ¢o vzrasta mnozstvo mRNA
arginazy. To naznacuje polarizaciu makrofagov k alternativnej aktivacii (M2) a nasledne
moznému potladcaniu zapalu cez orientaciu odpovede k typu 2. Klasicky aktivované makrofagy
(M1) st in vitro schopné nicit’ vnttorné Struktiry schistosomul cez NO (McLaren and James,
1985), ktory pdsobi ako inhibitor mitochondriadlnej respirdcie cerkarii. Pri transformacii
dochadza k premene merabolizmu z aerobneho na anaerdbny, vd’aka comu prestavaju byt
cerkarie nachylné k niceniu prostrednictvom NO (Found et al., 1997). A ani nizka hladina
INOS v infikovanej kozi nenasvedCuje uplatiiovanie M1 (Ramaswamy et al., 1997). Na
udrzovanie homeostazy medzi M1 a M2 posobia dermélne DC (Hogg et al., 2003a), ktoré
taktieZ rozoznavaju PAMPs a DAMPs a vo zvySenej miere transkribuji mRNA pre iNOS, IL-
12, IL-6, TNF-a (Paveley et al., 2009), ¢im zabranuji M2 polarizacii vyvolanej ES produktami.
Aktivaciu dermélnych DC okrem ES produktov (Paveley et al., 2009) stimuluje aj tegument
schistosomul (Durdes et al., 2009). Zatial' o ES produkty a mikrobiota naviazanim na TLR
vyvolavaju prevazne produkciu pro-zapalovych mediatorov (Paveley et al., 2009), naviazanie
povrchového glykanu lakto-N-fukopentatozy III (LFNPIII) s termindlnym Lewis X (LeX) na
TLR-4 vedie k Th2 odpovedi (Durées et al., 2009; Thomas et al., 2003) cez miernu produkciu
IL-10 (Paveley et al., 2009). Pritomnost’ LeX na viacerych Zivotnych Stadiach schistosom (Smit

et al., 2015) tak moZe do znacnej miery ovplyviovat’ imunitni odpoved'.

V dermis taktiez narastd pocCet granulocytov, avSak ich pocet nekoreluje sich efektivitou
v potlacani infekcie. NajpocCemejsie st opat’ neutrofily (Cook et al., 2011), ktoré sa skor nez na
samotnom niCeni parazita podielaju na zvySovani efektivity komplementu (Incani and
McLaren, 1981) podnecovanim drahy alternativnej aktivacie (Camous et al., 2011). Zrejme

produkciou eotaxinu aktivované fibroblasty (Miyamasu et al., 1999) privolavaji na miesto
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infekcie eozinofily (Hogg ef al., 2003a), ktoré sa ale nejavia ako efektorové bunky pri potlacani
infekcie S. mansoni. Nezda sa, Zze by redukovali poCet schistosomul ani za pritomnosti IL-5
(Swartz et al., 2006), ktoré sa povazuje za kl'aicové pre diferenciaciu a funkciu eozinofilov (Sher

et al., 1990). Eozinofily su ale vyznamnym zdrojom IL-4 (Swartz et al., 2006).

3.1.3. Chronicka faza

S preniknutim va¢Siny schistosomul do ciev nastava chronické faza koznej imunitnej odpovede,
sprevadzana rapidnym uUbytkom leukocytov z miesta infekcie (Paveley et al, 2009)
a prevazujucimi proti-zapalovymi cytokinmi (Hogg et al., 2003a). Hladina IL-10 dosahuje
najvyssie hodnoty a spolocne s IL-4 (Hogg et al., 2003b) vytvara podmienky pre smerovanie
koznej imunitnej odpovede k typu 2. Efektorové mechanizmy vrodenej imunitnej odpovedi

ustavaju a hlavnu rolu zohréva adaptivna imunita.

3.2. Cloveka

Rychlost’ migracie cerkarii a uspesnost’ v prenikani do ciev su porovnatel'né v I'udskej aj mysej
kozi ako zhrnul He ef al. (2005) a nemaju tak zdsadny vplyv na odliSnosti v priebehu infekcie.
Napriek tomu st pozorovatelné rozdiely v uplatiovani ako aj v efektivite jednotlivych

imunitnych efektorovych mechanizmov.

3.2.1. Vcasnafaza

Infekcia S. mansoni vyvola ako aj u mysi zapal prejavujuci sa zhrubnutim koze (He et al.,
2002). Hoci pritomnost’ TLR na l'udskych KC (Baker ef al., 2003) dava predpoklad pre rychlu
indukciu pro-zépalovej odpovede, Ramaswamy et al. (1995) preukazali len nesignifikantnt
produkciu cytokinov IL-1a a IL-1P po stimulacii KC cerkariami. Téato produkcia negativne
koreluje so syntézou regulatného cytokinu IL-lra (Ramaswamy et al., 1995) alL-10
(Ramaswamy et al., 2000). No aj napriek zvySenej miere syntéze tychto regulacnych cytokinov
He et al. (2002) zaznamenali v epidermis narast mRNA pre IL-1 a TNF-o. Tato transkripcia
IL-1 je zrejme skor odpovedou na mikrobidlne PAMPs a DAMPs nez na Ag cerkdrii.
Penetracia vyvola podobne ako u mysi aktivaciu LC (He et al., 2002) ako aj dermalnych DC
(Winkel et al., 2018).

Napriek pomerne nizkej hladine pro-zépalovych mediatorov dochadza pri infekcii k opuchu
a infiltracii granulocytov. Na miesto infekcie st pritahované vd’aka chemokinom IL-4 a IL-5
uvolnenym z degranulovanych mastocytov a bazofilov. Serotonin a histamin umoziiuja
samotnu diapedézu leukocytov a vazodilataciu (Machado et al, 1996). V neutrofiloch

a eozinofiloch dochddza uz par minit od stimulacie k produkcii H2O2 a pri kontakte
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s komplementom-znacenymi parazitmi dochddza k ich oxidativnemu vzplanutiu, ¢im uvolfiuju

vzniknuté kyslikové radikaly (Kazura ef al., 1981).

Komplement z l'udského séra poskodzuje povrch cerkarii (Samuelson and Caulfield, 1986)
s vysSou efektivitou ako umysi (Machado et al., 1975). Praca Klabunde et al. (2000)
poukazuje, ze sacharidové zlozky na povrchu cerkarii moézu do istej miery viazat’ mandzu
viazuci lektin (MBL z ang. mannose-binding lectin), ale zatial’ sa nepreukdzala u¢innost’ tejto
drahy komplementu pri infekcii. Za efektivnu drahu sa povazuje alternativna aktivacia a to aj
pri ni¢eni, aj pri opsonizacii (Da Silva and Kazatchkine, 1980). Recentny vyskum Da’dara et
Krautz-Peterson (2014) preukazal, ze komplement sposobuje aj lyzu vezikil vylu¢ovanych
z penetranych Zliaz, ¢im vSak napomaha parazitovi, ktory benefituje z vy$Siecho mnozstva
vlastnych ES produktov. Ale ani napriek vyluCovanym protedzam ¢i znizenej hladine pro-
zapalovych cytokinov komplement nestraca svoj zapalovy potencidl a napomaha lakat

neutrofily do infikovanej koZze (Camous et al., 2011).

3.2.2. Neskora faza

Najvyssi pocet cirkulujicich leukocytov v krvi nastdva zaciatkom neskorej faze (Turner et al.,
2013) odkial’ smeruju do infikovanej dermis (He et al., 2002). In vitro T'udské neutrofily
(McLaren et al., 1981) a aj eozinofily (Dessein et al., 1981) nicia larvalne $tadia schistosom.
Eozinofily st dokonca ucinnejSie (McKean et al., 1981) a ich efektivita sa prejavuje najma
v spolupraci s komplementom (Dessein et al., 1981). K degradécii schistosomul dochadza
uvolnovanim hlavného bézického proteinu (Butterworth et al, 1979) a eozinofilného
kationtového proteinu (McLaren et al., 1981) na povrch parazita (Caulfield ez al., 1985), pricom
z vonkajsej vrstvy tegumentu sa tvoria praskajice vybezky a mikrovili (McLaren et al., 1981).
Komplement sprostredkovava vizbu medzi bunkami vrodenej imunity a parazitom a zaroven

pdsobi ako samostatny efektorovy mechanizmus.

K aktivacii I'udskych DC dochadza okrem aktivacie cez TLR aj prostrednictvom DC-SIGN (z
angl. dendritic cells - specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin), ktoré
viaZze glykosfingolipidy s termindlnym motivom LeX, vratane LNFPIII (Meyer ef al., 2005).
Aj ked mysi receptor SIGNR1! (z angl. specific intracellular adhesion molecules-3 grabbing
non-integrin) in vitro taktiez viaze LeX a d’alSie glykany schistosom (Kawauchi et al., 2014),
in vivo vysledky zatial nepreukazali vplyv tohto receptoru na priebeh infekcie. Podla

experimentov (Saunders et al., 2009) sa knockout SIGNR1 neprejavi na infekénej zatazi? &i

! Mysi homolog Pudského DC-SIGN (Kawauchi ef al., 2014)
2 Merané hodnoty zahffiali pocet vaji¢ok, eozinofilov, vel’kost’ granulému, hladiny IL-4, IFN-y, IL-10, TNF-a a i.
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zmenou cytokinovej produkcie hepatocytmi. Nevie sa toho vel’a ale ani o funkcii samotného
DC-SIGN. Hoci Kuipers et al. (2020) preukazali na vyuZzivanie tohto receptoru na fagocytozu
vezikal s ES produktami, bunky po fagocytéze zvySovali expresiu receptorov a produkciu

cytokinov so zna¢ne odli§nym potencidlom?® pre priebeh imunitnej odpovede.

Glykany v ES produktoch a kozné mikrobiota su aj pri I'udskych infekciach stimulmi pre
produkciu IL-12 a TNF-a (Turner et al., 2013). Winkel et al. (2018) po ex vivo penetracii
cerkarii l'udskou koZou nezaznamenala signifikantné hladiny IL- 4, IL-12 a ani IFN-y.
Penerracia cerkariami zato vyvolala produkciu IL-10, IL-6 a MIP-1. Podla He et al. (2002) je
zdrojom IL-10 aj epidermis napriek tomu, ze tam dochédza aj k produkcii IL-1ra. V epidermis

vSak taktiez prevlada imunoregulacny IL-10.

3.2.3. Chronicka faza

Schistosomuly zmenou povrchu redukuji navidzovanie komplementu (Incani and McLaren,
1981), ¢o sa prejavuje na znizenej nachylnosti k ni¢eniu granulocytmi v chronickej fazi
(Dessein et al., 1981; Kazura et al., 1981). Efektorové mechanizmy vrodenej imunity ustavaju

a do popredia sa dostava adaptivna imunita.

3 Namerali zvySenu produkciu cytokinov IL-6, IL-12 a zaroveni IL-10, zvySent expresiu CD80, CD86 a zaroven
PDLI
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4. Adaptivna imunita

Ucelena imunitna odpoved’ je tvorena vzajomnou interakciou vrodenej a adaptivnej imunity
aaz tym je definovany konkrétny charakter uplatnovanych mechanizmov. Diferenciované
CD4" T-lymfocyty zohravaju kl'a¢ovi tlohu pri utvarani a udrzovani cytokinového prostredia
a nie len v kozi maji rozhodujice slovo na vysledny priebeh imunitnej odpovede hostitel’a pri

infekcii schistosomami (Vignali et al., 1989).

4.1. Mysi

4.1.1. Vcasna faza

Autori starSich prac sa domnievali, ze LC pri infekcii schistosomami migruji do LU (Gui et
al., 1995; Kimber and Cumberbatch, 1992), ¢im umoznia proliferaciu a diferenciaciu CD4" T-
lymfocytov (Nuriya ef al., 1996). Na zaklade okamzitej zvySenej expresie MHC II a CD86
v epidermis infikovanych myS$i (Angeli et al., 2001) predpokladali uplatiovanie tohto
efektorového mechanizmu aj pri infekcii S. mansoni. Ich vyskum ale naopak preukazal, ze
infekcia inhibuje vyvolani migraciu LC buniek a to aj napriek zvySenym hladinam TNF-a
a pro-zapalovych cytokinov v epidermis, ktoré in vitro postacuji na stimulovanie LC migrécie.
V kontraste stym ale boli vyskumy preukazujice hromadenie cerkaridlneho materidlu
v spadovych lymfatickych uzlinach (sLU) uz na zaciatku neskorej faze (Mountford et al.,
1988). Kumkate et al. (2007) pomohol objasnit’ tento jav, ked’ poukdzal na odlisné populécie
MHC II" buniek akumulujicich sa v sLU a zarovenl na odliné populacie CD207" buniek
v mySej kozi. Napomohlo k tomu aj flourescenéné znacenie cerkaridlneho materidlu, ktoré
umoznilo pozorovat’ migraciu buniek podiel’ajucich sa na fagocytdze. Paveley et al. (2009)
definovali tiero bunky ako makrofagy a DC, ktoré su odvodené z monocytov. Na miesto
infekcie ich privolavaji epidermélne bunky reagujuce na poSkodenie cez produkciu TSLP
(Bourke et al., 2015). V zavere v¢asnej faze DC a makrofagy opustaju infikovant kozu a ako

APC migruju do sLU (Paveley et al., 2009).

4.1.2. Neskora faza

Emigraciou tychto APC z miesta infekcie tak Paveley ef al, (2009) vysverlili akumuléciu
materialu parazitného pévodu v sLU, ku ktorému dochadza esSte pred samotnou migraciou LC.
Medzi akumulujicimi sa bunkami je aj populdcia CD207+ buniek, ktora je dermélneho povodu
a odlisuje sa tak od LC (Kumkate et al., 2007). APC produkujuce IL-12 a TNF-a (Durles et
al., 2009) migruji do parakortexu sLU (Kumkate et al., 2007), kde priamym kontaktom

s naivnymi CD4" T-lymfocytmi umoziuja ich diferenciaciu (Hall ez al., 2004).
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Vzhl'adom na vysSiu efektivitu fagocytozy cerkaridlneho materialu a vyssiu expresiu MHC II
sa DC zdaju byt vyznamnejSie pre aktivaciu T-lymfocytov nez makrofagy (Paveley et al.,
2009). Pozitivnou spétnou vézbou zrelé DC cez IL-12 podporuju svoju vlastnt aktivaciu,
expresiu koreceptorov CD40 a CD86 ako aj samotnu migraciu do sLU (Duraes et al., 2009;
Hogg et al., 2003b). DC tak maju predpoklady na iniciaciu diferenciacie CD4" T-lymfocytov
k Thl lymfocytom (Hogg et al., 2003a), ktoré by dokazali viest' k protektivnej imunitnej
odpovedi (Kumar and Ramaswamy, 1999). V priebehu neskorej faze Kumar et Ramaswamy
(1999) nezaznamenali v kozi narast cytokinov IL-2 ¢i IFN-y, ktoré by boli priznacné pre

aktivované T-lymfocyty a prezradzali by tak aktivovant adaptivnu imunitnt odpoved’.

4.1.3. Chronicka faza

Zaciatkom chronickej faze signifikantne klesd pocet CD207+ MHC II+ buniek z infikovanej
epidermis (Kumkate ef al., 2007), ¢o podporuje navrhnutt ihibiciu migracie LC (Angeli ef al.,
2001). Emigrujuce LC sa pripajaji k emigrujucim dermalnym MHC II" bunkam 4 dei p.i., kedy
Paveley et al. (2009) zaznamenali najvyraznej$i pokles APC buniek z infikovanej koze. Kvoli
nizkej pocemosti LC v kombindcii s ich oneskorenou migraciou ich nemozno povazovat’ za
hlavné stimulatory proliferacie T-lymfocytov ani napriek konzistentnej expresii MHC II po

aktivécii. Napriek tomu ale moézu zohravat’ rolu v regulécii imunitnej odpovede (Kumkate et

al., 2007).

Neschopnost’ hostitel'a stabilne udrzat’ zvySené hodnoty pro-zépalovych mediatorov p.i.
schistosomami sa javi ako dovod umoziujuci rozvoj infekcie (Pearce et al., 1991).
Produkované IFN-y a IL-12 v sLU zaciatkom chronickej faze indukuji vznik Th1 efektorovych
buniek (Hogg ef al., 2003a), ktoré nasledne podporuju polarizdciu makrofagov na M1 spojenu
s produkciou NO (James, 1986), ¢o v kombindcii s pro-zapalovou reakciou modze viest' k
eliminacii parazita z koZe. Produkcia IFN-y a IL-12 v sLU vS8ak postupne klesd zatial' ¢o
hladiny IL-4 pretrvavaja zvysSené (Hogg et al., 2003b). Viaceri autori poukazovali na
antagonisticky efekt IL-10 na hostitel'om indukovant odpoved’ typu 1 pri infekcii S. mansoni
(Hogg et al., 2003b; Pearce et al., 1991). Napriek tomu, Ze pri mnohych infekcidch helmintami,
ako zhfiiaji autori review White et al. (2020), maju regulacné T-lymfocyty (T-reg) regulacnu
funkciu a produkuju IL-10, pomerne recentné vyskumy nepreukazali zvySené mnozstvo T-reg
v sLU (Prendergast et al., 2015) a ani zvySena produkciu IL-10 tymito bunkami v priebehu
koznej faze infekcie S. mansoni (Redpath et al., 2015). Zdrojom IL-10 v infikovanej kozi
a nasledne aj v sLU sa na zaklade in vitro experimentov zdaju byt’ makrofagy stimulované ES

produktami (Jenkins et al., 2005), ktoré negativne pdsobia na proliferaciu CD4" T-lymfocytov
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znizovanim expresie MHC II a koreceptorov na DC (Hogg et al., 2003b). Znizujlci potencial
prezentovat’ MHC II pozoroval Kumkate et al. (2007) uz pri samotnej migracii APC do sLU.
Vysledkom tejto regulacie DC cez IL-10 je pokles v mnozstve Thl lymfocytov (Hogg et al.,
2003b) a proliferacia CD4" T-lymfocytov produkujucich IL-4 a IL-10 (Redpath et al., 2015).

Pre chronicku koznt fazu je tak charakteristickd zmieSana Th1/Th2 odpoved'.

Th2 lymfocyty produkciou cytokinov podporuju M2 polarizaciu makrofagov (Prendergast et
al., 2016), ktoré sa podiel’aju na hojeni poskodeného tkaniva a zvysuju tak zivotaschopnost’
infikovaného jedinca. Jednotlivé mechanizmy vyuzivané makrofagmi pri hojeni tkaniva zhfiia
review Gause ef al. (2013). Inhibuji poskodzovanie buniek hostitel'a ako aj parazita a samotné
posobia ako zdroj IL-4 (Cook et al., 2011). Th2 lymfocytmi produkovany IL-5 posobi chemo-
atraktivne pre eozinofily (Sher et al., 1990), ktoré uvolfiovanim IL-4 taktiez spédtno-vézobne
upeviuju polarizaciu k Th2 (Swartz et al., 2006). Signalizacia vrodenou imunitou podnecuje
aktivdciu imunitného systému, no rozhodujucu ulohu v charaktere uplatiiovanych

mechanizmov v mieste infekcie ma imunita adaptivna.

Este niekol’ko tyzdiov p.i. T-lymfocyty produkuju aj pro-zapalové cytokiny (Prendergast et al.,
2015) a az pritomnost’ vaji¢ok schistosom vyvolava u hostitel'a jednoznac¢nu polarizaciu k Th2
odpovedi (Pearce et al., 1991). Pocas koznej chronickej faze sa uz len minimum schistosomul
nachadza v kozi (He ef al., 2002) ale ich pritomnost’, hoci nesignifikantni, zaznamenali v sSLU
(Gui et al. 1995; Mountford et al., 1988). Zda sa vSak, Ze samotnou migraciou cez sLU
neovplyviiuji priebeh imunitnej odpovedi, ked’Ze migracia nespdsobuje redistribliciu
imunitnych buniek v sLU aani nedochadza k zachyteniu parazita v tychto orgénoch
(Riengrojpitak et al., 1998). Migrujice schistosomuly stratou chvostika a glykokalyxu
redukovali mnoZstvo antigénnych zloziek, ¢im sa stali menej rozoznateI'né pre imunitny systém
hostitel'a. MoZno sa domnievat, ze migrujuce schistosomuly prave vd’aka redukcii antigénnych

zloziek nevyvolavaju priamu aktivaciu imunitnych buniek v sLU.

Intenzivna proliferacia lymfocytov spojend s vys$Sim prietokom krvi sa pocas chronickej faze
prejavuje narastajucou vahou sLU (Constant and Wilson, 1992), ktora vrcholi okolo 5 dila p.i.
alen s minimalnym poklesom sa udrzuje po dobu niekolkych tyzdinov (Gui et al., 1995).
Okrem proliferacie T-lymfocytov (McWilliam et al., 2013) na infekcii potkanov poukazal
zvySenou hladinou IgM na proliferdciu B-lymfocytov, napriek tomu, Ze nenastava signifikantny
narast v celkovom mnozstve Ig. Produkovanim cytokinu IL-4, lymfocyty Th2 podporuji
izotypovy preSmyk IgM na IgE, €o sa ale prejavuje az niekol’ko tyzdnov p.i. ako reakcia na Ag

vajicok, ked'ze tvorbu Ag-Specifickych IgE len minimalne vyvolavaju larvalne §tadid. Samotné
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IgE tak nemaju vplyv na koznt fazu imunitnej odpovedi pri prvotnej infekcii (EI Ridi ef al.,

2001), ale vo vyraznej miere sa uplatituji pri sekundarnej infekcii.

4.2. Cloveka

4.2.1. Vcasna faza

Takmer okamzitd produkcia TNF-a a IL-1 v I'udskej epidermis spolu so zvySenou expresiou
I'udského leukocytového antigénu (HLA-DR z angl. human leukocyte antigen — DR isyotype)
na LC (He et al., 2002) dava opat predpoklad rychlej aktivacie adaptivnej imunity (Kimber and
Cumberbatch, 1992). Inhibicia migracie I'udskych LC po stimulacii schistosomami nebola
zatial’ testovand. Takayama et al. (1999) preukazali moznu inhibiciu migracie 'udskych LC
vplyvom IL-4, ¢im nie je mozné zamiemut’ tito reguléciu aj pri infekcii schistosomami. In vitro
stimulacia cerkariami podobne ako aj u mysi vyvolava aktivaciu moDC, ktora Winkel et al.
(2018) preukazali na zaklade zvysenej expresie kostimulacnych signdlov CD80, CD86 a CDA40.
Nenastala ale ocakavana zvySend expresia HLA-DR, ktora by bola znakom zvysenej
fagocytozy. Da sa predpokladat’, ze je to dosledok in vitro experimentu, ktory neumoznil
transforméciu cerkdrii a ani kombinovanu stimulaciu s ES produktami, ¢o podla vysledkov

Turner ef al. (2013) moze pdsobit’ ako vhodnejsi stimul pre fagocytozu.

4.2.2. Neskora faza

V mySom modeli bolo moZzné povazovat’ derméalne DC za iniciatorov pro-zépalovej odpovede,
ale Tudské DC su po stimulacii cerkdriami vyraznym zdrojom IL-10 a ihned’ od aktivacie
podporuju proti-zdpalovi odpoved. Emigrované dermdlne DC z kozného explantatu vo

vyraznej miere produkuji IL-10, Co mdze viest’ k znizovaniu ich vlastného APC potencialu

(Winkel et al., 2018).

4.2.3. Chronicka faza

Za&iatkom chronickej faze, kedy by sa dala ocakavat intenzivna proliferacia CD4" T-
lymfocytov, emigrované DC uZ nemaju zvySenu expresiu HLA-DR ani koreceptorov CD80.
Prave naopak, exprimuju ligandy pre membranové proteiny bunecnej smrti PD-L1 (PD-L,
z angl. programmed death-ligand) a PD-L2, ktoré majii imunoregula¢nt funkciu a potla¢anim
aktivacie adaptivnej imunitnej odpovedi hostitel'a mozu ul'ahCovat’ rozvoj infekcie (Winkel et
al., 2018). In vitro spomal'uji CD4" proliferaciu a podl'a Brown et al. (2003) expresia PD-L1
spolu s PD-L2 vedie k potlacaniu produkcie IFN-y ako aj IL-10 z aktivovanych CD4" T-
lymfocytov. Winkel et al. (2018) v zavere navrhli aj moZné uplatiovanie T-reg ako

potencialneho zdroja IL-10, avSak nieje to podporené infekénymi modelmi.
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Experimenty Winkel e al. (2018) tak preukazali, Ze naivné CD4" T-lymfocyty sa orientuju
smerom k Th2 po aktivacii DC stimulovanymi cerkdriami, o ¢om sved¢i znizeny pomer medzi
produkovanym IFN-y k IL-4. Vyskum napospol preukazal sulad s experimentami na mySich
modeloch o prevladajicej Th2 odpovedi pocas chronickej koznej faze infekcie. Zda sa, ze
v l'udskej kozi dochadza k vyraznejSej syntéze imunoregula¢ného IL-10, pri¢om nie je mozné
zamiemut' ani moznost' uplatinovania T-reg. Cytokin IL-10 v kombinacii s IL-1ra z KC
(Ramaswamy et al., 1996) prispieva k jednoznacnejSej orientacii k odpovedi typu 2. Cytokiny
Th2 lymfocytov u l'udi taktiez podporujui funkciu M2 makrofagov, izotypovy preSmyk na IgE
ako aj proliferaciu eozinofilov. Tieto mechanizmy adaptivnej imunity miesto eliminacie

parazita vo finale ulahc¢uju samotny priebeh infekcie.

Tabulka 2. Porovnanie faktorov podielajiicich sa na polarizacii imunitnej odpovede v kozi
pocas neskorej faze pri priebehu prvotnej a viacnasobnej infekcie mysi

Merané hodnoty v kozi 0-1 0-4 1-4
# buniek = 1 1
neutrofily 1 = !
eozinofily NA NA 1
APC = 1 i)
cytokiny, chemokiny
IL-12 = 1 1
TNF-o = = =
TSLP = = =
IL-4 = 1 1
IL-10 = i 1
mRNA - APC
iNOS 1 NA l
IFN-y NA NA l
Arg-1 NA 1 1
RELM-a NA 1 1

Porovnavanie hladiny prvotnej infekcie/stimulacie s neinfikovanou kontrolou 0 - 1. Porovnavanie 4-nasobnej
stimulacie ku kontrolnej skupine 0 — 4. Porovnanie 4-nasobnej stimulacie k prvotnej stimulacii 1 — 4. # znadi
poCetnost; farebné znacenie: faktory podporujice pro-zapalovu odpoved, faktory regulujuce proti-zapalovu
odpoved; APC znacia dermalne emigrujuce MHC II* bunky; mRNA — APC znaci syntézu mRNA APC; zhrnuté na
zaklade vysledkov (Cook et al., 2011; Prendergast et al., 2016; Sanin et al., 2015)
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5. Opakovana infekcia

Imunitnej odpovedi k reinfekcidm sa zacastiiuji totozné imunitné mechanizmy hostitel’a ale st
do znacnej miery regulované priebehom prvotnej infekcie. Prave pri tychto reinfekciach este
viac vynikd imunomodulacna schopnost’ parazita. Stanovit’ konkrétne posobenie schistosom na
priebeh reinfekcie v kozi sa pokusili autori Sombetzki et al. (2018). Ukazalo sa, ze zatial’ co
samcekovia S. mansoni indukuju produkciu pro-zapalovych cytokinov, samicky produkuji
cytokiny a chemokiny podporujuce zapal len minimalne. Naopak, v hostitel'skych bunkéach
vyvolavaji zvySenu expresiu regulacnych génov, vratane mRNA pre IL-10. Interprefacia
vysledkov z infekcie zmieSanym pohlavim nie je tak jednoznacna. Na prvy pohlad sa moze
zdat', Ze sa prejavuje kombinovanym vplyvom samiciek a samcekov, av§ak nefreba zabudat’ na
reaktivitu imunitného systému k vajickam. Nateraz nie je moZzné jednoznacne stanovit
konkrétny vplyv prebiehajucej infekcie na koznll fazu pri opakovanej expozicii. Vysledky
experimentov ale umoznuji asponn predstavu o celkovom priebehu imunitnej odpovede.
Interakcia medzi vrodenou a adaptivnou imunitou pri reinfekciach je natol’ko prepojend, ze
oddelenie tychto zloziek by nartiSalo integritu textu o priebehu imunitnej odpovedi, kvoli comu
je kapitola c¢lenend len podla ¢asovych usekov. Obsah tvoria poznatky ziskané z mySich

experimentov a v zavere je doplnend kl'aicova charakteristika I'udskej infekcie.

5.1. Vcasnafaza

Pro-zépalovu reakciu sprevadza vyraznejSia celularita v infikovanej kozi, ku ktorej okrem pro-
zapalovych mediatorov napomaha aj vyrazne zvySend expresia intraceluldrnej adhéznej
molekuly 1 (ICAM-1) na epidermalnych aj endotelidlnych bunkdch v okoli parazita
(Ramaswamy et al., 1997). Zhrubnutie koZe je uz v pociatkoch infekcie porovnatelné
maximalnemu zhrubnutiu pri prvotnej infekcii a spomalend migracia cerkarii (Ramaswamy et
al., 1997) je tak najmi vysledkom akumulacie imunitnych buniek v okoli parazita (Incani and

McLaren, 1984).

5.2. Neskora faza

Neskord faza opakovanej infekcie ma charakter Th2 podobne ako chronickd faza infekcie
prvotnej. Ulohu APC zohravaju opat’ DC a makrofagy, aviak maju znaéne znizent schopnost
fagocytovat’ a nésledne prezentovat’ Ag. Cook et al. (2011) preukazali, Ze 4x infekcia takmer
Uplne potla¢i schopnost APC stimulovat’” Ag-Specifickti proliferaciu CD4" T-lymfocytov
znizovanim expresie koreceptorov CD80 a CD86 na DC. Prendergast ef al. (2015) in vivo ako

aj in vitro stimuléciou buniek sLU ziskanych z IL-10 deficientnych mysi preukazal rozhodujucu
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Glohu cytokinu IL-10 na zniZovani proliferacie CD4" T-lymfocytov. Jednym z regulaénych
mechanizmov na ktoré ma IL-10 efekt sa zda byt zvySena expresia apoptického receptoru Fas
na emigrujicich APC (Cook et al., 2011) ako aj na CD4" T-lymfocytoch (Prendergast et al.,
2015), ktoré je predpokladom zvysenej apoptdzy buniek. Pri viacndsobnej infekcii dochadza
v porovnani s prvotnou k vyraznejSiemu nastupu proti-zédpalovych cytokinov (pozri tabulku 2,

str.19.)

Ked'Ze ani opakovana infekcia nevedie k signifikantnému narastu Foxp3"™ T-reg v sLU (pozri
tabul’ku 3. str. 22), v porovnani s prvotnou infekciou (Cook et al., 2011), Foxp3" T-reg zrejme
nie su zdrojom IL-10 zodpovedajucim za potladanie CD4" proliferacie (Prendergast et al.,
2015). Abdel Aziz et al. (2018) nedavno preukazali znizenu proliferaciu Foxp3™ T-reg u IL-4ra
deficientnych mysi infikovanych S. mansoni, ¢im sa mozno domnievat’, Ze prave nizka hladina
IL-4 vsLU (Prendergast et al., 2015) neumoziiuje vznik Foxp3" T-reg uplatiiujucich sa

v koznej fazi infekcie.

M2 makrofagy st zrejme zodpovedné za pociatocnu polarizaciu k Th2 cez produkciu IL-10.
Produkujt okrem IL-10 aj IL-4, IL-5 aj IL-13, ¢o je totozna reakcia aka vyvoldva naviazanie
alergénov na MR (Royer et al., 2010), ¢im opidt’ vynikéd pdsobenie ES produktov. Makrofagy
upeviiuji svoju vlastnl polarizaciu k M2, ¢im sa stavaju neacinné pri opakovanych ndkazach
(Paveley et al., 2011). Cook et al. (2011) potvrdili vyrazni M2 orientaciu zniZenou
transkripciou mRNA pre iNOS, anaopak, zvySenymi hladinami transkriptu pre arginazu
a molekuly podobne;j rezistinu (RELM-a, z angl. resistin-like molecule alpha), ktoré sa taktiez
spajaju s M2 makrofagmi a podporovanim Th2 lymfocytov (Cook et al., 2012). Vyuzitim Rag2”
/- mys$i, ktoré neprodukuju zrelé T a B -lymfocyty, sa ukazalo, Ze sice makrofagy sa podiel'’aju
na produkcii IL-10, ale vyznamnej$i producenti st prave z radov T-lymfocytov (Sanin ef al.,
2015). Na zéklade predoslych in vitro experimentov Prendergast et al. (2015) usudili, Ze sa
pravdepodobne jednd o CD4" T-lymofocyty, ked’Ze vplyvom infekcie nenastiva signifikantna
proliferacia ostatnych pozorovanych populacii T buniek vratane Foxp3™ T-reg ¢i CD8" T-

lymfocytov.

Regulaény cytokin IL-10 zohrava jednoznacne dolezitu ulohu no napriek tomu sa zda byt
priebeh viacnasobnej infekcie podriadeny IL-4. Aj ked IL-10, vplyva na znizovanie Ag-
prezentujucej schopnosti buniek, znizuje proliferaciu CD4" T-lymfocytov a podporuje Th2
odpoved’ v infikovanej kozi, v pripade IL-4ra KO mys$i nedochadza k uplatiiovaniu tychto
regulacnych mechanizmov (Prendergast et al., 2016). ZvySené mnozstvo eozinofilov (Incani

and McLaren, 1984) aich produkcia IL-4 (Swartz et al., 2006) nabada k myslienke o ich
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nadradenosti v tejto imunitnej kaskade, no Cook et al. (2011) vyvratili tto hypotézu, ked
pridanim eozinofilov k CD4" T-lymfocytom nenastalo potlacenie proliferacie lymfocytov. Aj
ked eozinofily do urcitej miery prispievaju k tejto regulacii, ¢i uz produkciou IL-4 alebo
podporovanim Th2 odpovedi, v infikovanej kozi maju regulacnu funkciu aj d’alSie, zatial

nezname, prvky.

Tabulka 3. Porovnanie vplyvu faktorov na priebeh imunitnej odpovede v sLU pri prvotnej ako
aj pri viacnasobnej infekcii mysi

Merané hodnoty v sLU 0-1 0-4 1-4
# buniek 0 !
proliferacia T-lymfocytov 0 = !
Ag-CD4" T-lymfocyty 1 = l
Foxp3™ T-lymfocyt ! | =
cytokiny
IFN-y 1 - !
1L-4 0 = |
IL-10 1 = !
Markery
Fas na CD4'T = 1 0
FasL na CD4" T = 1 0

Porovnavanie hladiny prvotnej infekcie/stimulacie s neinfikovanou kontrolou 0 - 1. Porovnavanie 4-nasobnej
stimulacie ku kontrolnej skupine 0 — 4. Porovnanie 4-nasobnej stimulacie k prvotnej stimulacii 1 — 4. ; # znadi
pocetnost; farebné znacenie: faktory podporujiuce pro-zapalovu odpoved, faktory regulujuce proti-zapalovu
odpoved, CD4* T znac¢i CD4* T-lymfocyt; Ag-CD4* T-lymfocyt — Ag-Specificky CD4* T-lymfocyt; zhrnuté na zaklade
vysledkov Prendergast et al. (2015)

5.3. Chronicka faza

Preniknutie cerkarii do koZe vyvold uz pri sekundédrnej infekcii signifikantny nérast Ig
(McWilliam et al., 2013), pri¢om narastd mnozstvo Ag-Specifickych IgG aj IgM v sLU (Smit
et al.,2016). Zrejme aj pri¢inenim znizenej Ag-Specifickej CD4" proliferacie, kym plazmatické
bunky synterizuju signifikantné mnozZstvo protildtok rozoznavajlcich epitopy cerkarii,
schistosomuly maji uz transformovany povrch (McWilliam et al., 2013; Samuelson and
Caulfield, 1985), ktory v pripade S. japonicum nie je rozoznavany tymito Ig. K syntéze Ig
dochadza v sLU v urc€itej miere aj po opusteni schistosomul koze, zrejme kvoli odhodenym
glykdnovym Struktaram, ked’ze vicSina IgM je namierena prave proti terminalnym Struktaram
membranovych glykanov (Smit et al., 2015). Smit et al. (2015) aj preukazali, ze Ag-Specifické
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Ig krizovo reaguju k vajickam ako aj s cerkariami S. mansoni, ¢im sa upriamila pozornost’ na

moznost’ rozoznavania Ag koznych stadii aj Ig zo séra.

Opsonizacia buniek parazita Ig umoznuje klasicka cestu aktivacie komplementu, ¢im sa az
zdvojnésobuje efektivita komplementu v ni¢eni schistosomul (Tavares et al., 1978). Podla
Incani et McLaren (1981) k tomu postacuje pomoc bud’ od IgG alebo aj od IgM. Naviazané Ig
sprostredkujui vizbu medzi schistosomulami a granulocytmi ¢im ul'ahcuje ich aktivaciu (Incani
and McLaren, 1981). Antigény schistosom st rozpoznavané IgE, ktoré st uz z prvotnej infekcie

naviazané na mastocyty a bazofily a naviazanie Ag spusta degranuléaciu.

Vyznam IgE vynikda najmd pri reinfekciach l'udi, kde okrem degranulacie bazofilov
a mastocytov (Machado et al, 1996) umoziuju aj na protilatkach zavisli cytotoxicitu.
Signifikantny narast eozinofilov v sére (Turner et al., 2013), ku ktorému dochadza vplyvom T-
lymfocytov (Lenzi et al., 1985), sa odrazi na naslednom zvySenom mnozstve v infikovanej
kozi. Eozinofily sa viazu na opsonizované schistosomuly, a mechanizmom rovnakym ako
v pripade pomoci od komplementu (prebrané v podkap. 3.2.2.), ni¢ia tegument parazita. Tato
vizbu medzi schistosomulami a eozinofilmi sprostredkovava FceRI (Fc epsilon receptor)

(Gounni et al., 1994).

Poznatky o priebehu imunitnej odpovede v kozi sluzia ako odrazovy mostik pre vyvoj vakcin.
Preukédzanie vzniku protektivnej imunity v mySiach infikovanych RA (raddiovo-znacenymi)
larvami schistosom ako napriklad v experimente Mountford ef al. (1988), vyvolalo diskusiu
vich mozné vyuzitie na l'udska vakcinaciu. Okrem toho, ze sa len tazko daju predstavit
pozitivne ohlasy l'udi na takto zvoleny druh vakcindcie, RA larvy niekedy viedli aj
k prepuknutiu infekcie, kvoli ¢omu sa od nich definitivne upustilo v nahliadani ako
potencidlnych l'udskych vakcin. Vysledky tychto experimentov ale preukéazali dolezitost’ Thl
odpovede hostitel'a, ktort1 prave RA larvy nie st zvy¢ajne schopné potlacit’ (Hogg et al., 2003b).

Tym sa vloZila nadej do adjuvantov indukujucich Th1 polarizaciu, akymi s Freund ¢i CpG (de
Melo et al., 2014). NejednoznacnejSie sa zda byt zvolenie vhodnych imunogénov, o sa ale
snazia osvetlit’ glykomické Studie poslednych rokov (McWilliam et al., 2013) (van Diepen et
al.,2015) (Mickum et al., 2016), ktoré naznacuji mozné vyuZzitie anti-glykédnovych protilatok
aj na zaklade krizovej reaktivity k zdiel'anym glykanom na viacerych zivotnych Stadidch. Sami
autori (Hokke and van Diepen, 2017) vSak pripustajt, ze aktudlne poznatky o glykdnovych
Struktirach helmintov st zatial’ veI'mi limitované. Odhalenie d’alSich glykanov a antigénnych

Struktir helmintov by mohlo priniest’ viac sverla do vyvoja vakcin.
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Mechanizmy imunitného tteku poskytuju d’alsi potencialny ciel’ vakcinacie. Zasahom do tychto
mechanizmov by parazit stratil schopnost’ imunitného utoku a naopak, hostitel’ by si zachoval,

popripadne prinavratil, schopnost’ eliminovat’ parazita.

6. Unik pred imunitnou odpovedou

Doba migracie kozou je len zlomok z celkovej dizky Zivota schistosom v definitivnom
hostitelovi apredsa si schistosomy vyvinuli mnohé mechanizmy tuteku pred koznym
imunitnym systémom hostitela. Dévodom je nevyhnutnost’ prekonat’ tuto koznu bariéru,
aby dokézali preniknut’ do ciev, dospiet’ a produkovat’ vajicka. Schistosomy na ochranu pred
imunitnym systémom podstupuji morfologické zmeny, syntetizuji imunomodulacné latky a

zasahuju do priebehu imunitnej odpovede.

6.1. Vrodenou

Transformované schistosomuly zhadzovanim glykokalyxu a cerkaridlneho chvostika stratia
80% svojho antigénneho povrchu uz 48 h p.i. (Dessein et al., 1981), ¢o ma zasadny vplyv na
znizovanie ucinnosti efektorovych mechanizmov vrodenej imunity. Novo vzniknutd dvojitd
membrana nie je sice rezistentna k lyze membranovym Uto¢nym komplexom (MAC, z angl,
membrane attack complex) ale redukovanim glykanov na povrchu klesa moznost aktivacie ako
aj klasickej (Dessein et al., 1981) tak aj alternativnej cesty komplementovej kaskady, ¢im klesa
pocet navdzovanych komplementovych proteinov. Na transformovanom povrchu schistosomul
sa tvori menej MAC ak tomu aj samotny proces zhadzovania glykokalyxu zhadzuje uz
vytvarajuce sa komplexy (Da’dara and Krautz-Peterson, 2014). KedZze komplement
sprostredkovava vdzbu medzi granulocytmi a parazitom, obmedzenie tejto vizby znizuje aj
pocet uplatitujticich sa eozinofilov (Dessein et al., 1981), makrofagov (Sher et al., 1982) a
neutrofilov (Incani and McLaren, 1981), ktoré by sa po naviazani efektivne podiel’ali na niceni
schistosomul. Zhadzovanim glykokalyxu a odvrhnutim cerkaridlneho chvostika sa

tranformovana schistosomula stdva menej atraktivnou pre vrodent imunitu hostitel’a.

Zaujimavy pohl'ad na uz spominané spomalenie migracie spominanej v podkap. 2.3. poskytuje
praca Jeremias et al. (2015) o endocytdze a ndslednej obnove adsorbovanych molekul na
povrch schistosomul. Kym o vyuzivani molekuldrneho maskovania dospelcami schistosom nie
st pochybnosti (Fatima ef al., 1991), vyuzivanie tohto mechanizmu imunitného uteku koznymi
Stadiami nie je dostatocne preskimané. Aj ked sa nezdalo, Ze by pritomnost’ hostitel'skych
molekul pri transformacii bola rozhodujuca pre usadenie schistosom (Brink et al., 1977), uz

Ouaissi et al. (1980b) si uvedomili moznost’ navédzovania hostitel'skych proteinov, vynimajic
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proteinov komplementu. Vyskum Jeremias et al. (2015) nasvedcuje, Ze s dlh§im pobudnutim
v koZi schistosomuly prezentuju viaceré pohltené molekuly. Ci im to do nejakej miery

napomaha aj pri samotnom uniku kozou nie je jasné.

Penerrujuce schistosomy indukuju syntézu proti-zapalovych cytokinov z epitelidlnych ako aj
imunitnych buniek hostitel'a. KC pod vplyvom ES produktov produkujia IL-10 (Ramaswamy et
al., 2000) ako aj IL-1ra a naopak, potlacaji produkciu pro-zépalového IL-1 (Ramaswamy et
al., 1996). Na stimulacii sa podiel’aju konkrétne proteiny, akym je v pripade IL-1ra protein
Sm16 (Ramaswamy et al., 1996), alebo aj eikosanoidy. Aj ked’ sa eikosanoidy nachadzaju v ES
produktoch cerkarii (Angeli et al., 2001), ich mnozstvo nie je dostato¢né na regulaciu imunitne;j
odpovede a ako substrat na d’alSiu syntézu PGE; prefo vyuzivaju aj kyselinu arachidonovu
z povrchu hostitel'a (Fusco et al., 1985). Napriek tomu signifikantné mnozstvda PGE; su
produkované az hostitel'skymi keratinocytmi, avSak opdt az po stimulacii cekariami
(Ramaswamy et al., 2000). Tazko si predstavit, Ze toto navySovanie mnozstva PGE, by nebolo
cielené. Ramaswamy et al (2000) preukézal, ze prave PGE: je faktor vyvolavajtci produkciu
IL-10 z hostiteI'skych keratinocytov, ktory ma nezastupitelnu lohu v potlacani pro-zapalove;j

odpovede pri infekciach schistosomami (Hogg et al., 2003b).

PGE; mdze podla (Crunkhorn and Willis, 1971) spolu s cerkaridlnymi protedzami spustat’ aj
degranulaciu mastocytov (pozri podkap. 2.3. a tym sa podiel'at’ na vazodilatacii (Machado et
al., 1996). Je mozné, ze rozsirenie ciev a uvol'nenie tesnych endotelialnych spojov (Benedetto
et al., 2015) napomdaha schistosomuldm preniknat’ do krvného obehu. Degranulaciou
mastocytov by mohli schistosomuly zamerne indukovat’ aj kvoli vylu€ovaniu cytokinov IL-4 a
IL-5 a napomahat’ tak polarizacii k Th2 odpovedi (El Ridi ef al., 2001). Cytokiny 1L-4 a IL-13
moZu zas viest k polarizacii makrofagov na M2 (Doyle et al., 1994), ¢im sa znizuje moznost’
poskodzovania schistosomul NO (McLaren and James, 1985). PGE; tak moZzno povazovat’ za

jednu z kl'icovych molekul imunitného uteku schistosomul v kozi.

6.2. Adaptivhou

Makrofagy pod vplyvom ES produktov znizuji syntézu iNOS nezavisle od cytokinového
prostredia (Paveley et al., 2009) a znizujii svoj Ag-prezentujuci potencidl. UZ spominany
protein Sml6 je pravdepodobny reguldtor Ag-Specifickej proliferacie T-lymfocytov.
Ramaswamy et al. (1996) to tvrdili len na zaklade niz$ej miery fagocytozy ES produktov, ¢o
vSak nemuselo nutne znamenat’ aj znizenu T-proliferaciu. Presved¢ivejsie vysledky priniesol
az vyskum Sanin et Mountford (2015), ktori konkrefizovali rolu Sm16 v potlacani M1

polarizacie makrofagov a preukazali modulaciu v procese fagocytdzy tohto proteinu. Sm16
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spomal’uje transport fagocytovanych ES do fagolyzozomu, vedie k spomalenému spracovaniu
Ag a tym nésledne klesa pro-zapalova a stimula¢né kapacita makrofagov. Schistosomy svojimi
ES produktami tak zasahuju do Ag-prezentujucich schopnosti hostiteI'skych buniek a potlacaju
vznik Thl efektorovych buniek.

Cerkarie ES produktami, konkrétne syntézou PGD,, inhibuju migraciu LC do sLU (Angeli et
al., 2001). Na syntéze tohto prostaglandinu sa podiel'a regulacny enzym Sm28GST (28-kDa
glutation transferdza), ktory cerkarie uvolnuju do epidermis. Migracia je inhibovana
signalizaciou cez prostaglandin D> receptor (DP1). Ocakéavalo by sa teda, Ze umoznenie
migracie LC u DP1 deficientnych mysi povedie ku silnej Th1 odpovedi a eliminacii parazita.
Experimenty Hervé et al. (2003) vSak preukazali, ze dochadza k znizeniu pomeru medzi pro-
zapalovym IFN-y a proti-zapalovym IL-10, pricom hladiny IL-4 nie st signifikantne zmenené.
Infekcia schistosomami u tychto mysi tak vedie k vyraznej Th2 odpovedi. Larvalne stadia
regulujii aktivaciu adaptivnej odpovede aj regulaciou kostimulanych signdlov na APC.
Odlisné vysledky experimentov Jenkins et Mountford (2005), Cook et al. (2011), Prendergast
et al. (2015) a ani Kuipers et al. (2020) zatial’ neumoziuju jednoznacne vyslovit’ stanovisko do
akej miery dochadza k tejto regulacii vplyvom samotnych schistosom. A ked’ nie je znamy
jednoznaény vplyv ES produktov na expresiu odlisSnych markerov, ES produkty st schopné
priamo pdsobit’ na proliferaciu T-lymfocytov. Konkrétnou molekulou mé byt podl'a Chen et
al. (2002) apopticky faktor S. mansoni Smaf, ktord ako sa zda, pdsobi na zvySovanie expresie

Fas a FasL ¢im podnecuje ich apoptozu a vedie tak k zniZenej proliferacii T-lymfocytov.

Mechanizmy imuntného Uteku nevypovedaju len o sofistikovanosti parazita, ale odrazaju aj
prepracovanost imunitného systému hostitela, ktorému sa parazit musel prisposobit’. Je
zaujimavé sledovat’ pdsobenie jednotlivych mechanizmov imunitného Uteku v porovnani s ich
efektom v celkovom obraze imunitnej odpovede. Prikladom mdze byt Sm16, ktory ako sa zda
vyrazne ovplyviiuje cytokinovl produkciu a aktivaciu APC, avSak pri knockoute sa zda byt
nahraditel'ny. Podl'a (Bernardes ef al., 2019) absencia Sm16 nevedie k signifikantnej redukcii
poctu dospelcov. Prave opacny efekt je pozorovatelny pri umoznenej migracii LC. Vznik
protektivnej odpovede k schistosomam je spdjany s Thl odpoved’ou, v kontraste s ¢im je Th2
odpoved u DP1 KO mysi, ktora napriek ocakavaniam vedie k signifikantnému zniZeniu
mnozstva zivotaschopnych jedincov. Je zrejmé, Ze imunitny Utek parazita nie je zaloZeny len
na jednoduchom potlaceni imunitnej odpovede hostitel'a, ale je to komplexny subor

vybalansovanych mechanizmov.

26



Zaver

Napriek tomu, ze zhrnit' imunitni odpoved’ v kozi pri infekcidch schistosomami sa zda byt
jasne definovany ciel’ prace, ani dnes nie je mozné s urcitostou popisat’ vSerky uplatiiujiice sa
imunitné mechanizmy. Nejednoznacnost’ vysledkov neprameni len z odliSného vykonavania
experimentov, rozdielnej stimuldcie ¢i infekénej davky, ale aj zo stdle rozvijajicich sa
poznatkov imunoloégie. Napriklad az recentné vyskumy odhal'ujuce existenciu rozdielnych
populacii DC objasnili nezhody v starSich pracach o aktivacii adaptivnej imunity. Objavenie
odlisného poévodu DC a LC ako aj novych bune¢nych markerov, vratane CD207, sa zdaji byt’
jednym z prelomovych poznatkov pre porozumenie aktivacie adaptivnej imunitnej odpovedi

a to nie len pri infekciach schistosomami.

Mnohé oblasti koznej imunity vo vztahu k schistosomam stale nie st objasnené. Experimenty
nasvedC¢uju uplatiiovanie prirodzenych lymfoidnych buniek (ILC, z angl. innate lymphoid cells)
v chronickom §tadiu infekcie za pritomnosti vajic¢ok (Hesse et al., 2004) ale v experimentoch
o priebehu koZnej infekcie ostali nepov8imnuté. CD8" T-lymfocyty sice neostali takto
zanedbané no vécSina experimentov nesiahala d’alej nez k ich fenotypovej a funkénej
charakterizécii. Neistota panuje aj o zdroji IL-10 v infikovanej kozi. Hoci vysledky in vitro
experimentov poukazuji na makrofagy, chybaju podporujuce in vivo experimenty. V hre su
stale aj T-reg, ktoré by uz aj v koznej fazi mohli regulovat’ priebeh imunitnej odpovede a na
druhti stranu experiement Sanin et al. (2015) vyuzitim Rag2/ myS$i nevylucili, ba skor

pozdvihli, tlohu CD4" T-lymfocytov ale len pri reinfekciach.

Aj ked’ sa zda, Ze o potlacani pro-zapalovej odpovede hostitela uZ po penetracii cerkariami niet
pochyb, vyskumy (Magalhaes et al., 2019) o moZnosti priamej stimulécie eozinofilov cez PGD»
predostieraji moznost’ cielene vyvoldvaného zdpalu parazitom. Do akej miery mdze ist
o imunomodula¢ny mechanizmus, ktorym parazit brani usidleniu d’alSich jedincov pri re-
infekcidch alebo ¢i je to len artefakt koevolucie, ¢i dokonca ide pre parazita o neziaduci
postranny désledok, nie je zname. Podobny otaznik visi aj nad produkovanymi Ig hostitel’a. Ci
ich tvorba skutocne sluzi ako efektorovy mechanizmus hostitela potlacajiici sekundarnu
infekciu a ¢i krizova reaktivita Ig medzi vajickami a larvalnymi §tadiami nie je skor jednym

z mnohych imunomodula¢nych mechanizmov parazita ostdva nevyjasnené.

Skumanie imunitnej odpovedi v kozi ponuka stale mnohé neprebadané oblasti a porozumenie
tychto principom moéze najst’ vyuzitie nielen v klinickej praxi. To, ¢o nedokazu zlozky

imunitného systému samotného hostitel'a mozno raz dokazu vakciny.
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