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Abstrakt:
Motolice ¢eledi Schistosomatidae jsotuvodci zavaznych onemoéni lidi a hospodi&kych i

voln¢ Zijicich zviat. Imunitni systém napadenych hostitelzviji proti €mto parazitm dpowd’.
Ta je do zn&né miry tk&owve specifickd. V kZi hostitele se vyviji &Sinou odpowd’, v plicich
se polarizuje spiSe k Thl. V& schistosom maji pozoruhodnou schopnost vyvataits Th2
odpowd’. Granulomy kolem vajec jsouipinou patologickych zrn vnittnich orgaf a ve finale
az umrti hostitele. Imunitni systém reaguje nagamy vazané na povrchu parazita nebo na
antigeny, které sekretuje. Antigeny se liSi podlghd schistosomy, ale také podle vyvojového
stadia, které je exprimuje. Reakézmych hostital na stejny antigen se roziinmaze lisit.
Existuji 1éky proti schistosomoze, zatim vSak nabglvinuta dostataé¢ U¢inné vakcina.

Antigeny jsou zkoumany K moznému objevu &inné vakciny a maji i diagnosticky vyznam.

Kli¢ova slova:Schistosomoza, imunitni odpsal, antigeny, cerkariova dermatitida

Abstract:

The trematodes of the family Schistosomatidaecmesative agents of serious disease in
human beings and both domestic and wild animals.iffitmune system of infected hosts
develops a response against these parasites sTitgsue specific. The skin usually develops Th2
response in the lungs it rather polarizes to TlethisSosomes eggs have a remarkable ability to
induce a strong Th2 response. Granulomas arounegtigeare the cause of pathological changes
in inner organs sometimes leading to death of . The immune system responds to antigens
bound on the surface of the parasite, or to theeget antigens. Antigens vary according to
schistosome species, but also according to thda@mwental stage, which expresses them. The
reaction of different hosts on the same antigen atsy vary. There are drugs agains
schistosomiasis, however, no suficiently effectiaecine has been developed yet. developed
sufficiently effective vaccine. Antigens are beingestigated for possible discovery of an

effective vaccine and for the purpose of serodiago® of schistosomiasis.

Key words Schistosomiasis, immune response, antigens, rcardamatitis
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2. Uvod
Schistosomy s&adi mezi motolice s dvouhostitelskymi cykly vazamyra vodu, jejichz

cerkarie aktive napadaji hostitele. Jedn& se o parazityisavataki, jimz jako mezihostitelé
slouzi vodni plzi. Zastupceledi Schistosomatidae jsou na rozdil ¢ty ostatnich motolic
gonochoristé.

Poprveé byla ndkaza schistosomami popséatiawtka v roce 1851 dmeckym lékéem
Theodorem Bilharzem. Pr&podle objevitele bylo onemoéni, které schistosomy #pobuiji,
dlouho ozn#&ovano jako bilharziéza. Jedna se o tropické onegropondrné nizkou
mortalitou, ale velkou prevalenci v arealech swéfgkytu. Postizeni lidé maji vazné zdravotni
problémy. Dlouhy chronicky gbéh onemoc#ni vede aZ k Uplnému gzeni z pracovniho
procesu a zjsobuje tak nezanedbatelné ekonomickeé ztraty. Paatestik WHO je v sotasné
doke (k roku 2002) nakazeno 200 milidfidi v 74 zemich sita. Steji tak je schistosomoza
zvitat, hlavré dobytka, zasadnim veterinarnim problémem. Nej@iibdsi znané ekonomické
problémy, ale také nakazeny dobyteizm slouzit jako rezervoar pro infekci liddkierymi
druhy.

Jako specificky hostitel slouzZiovék negastji péti druhim schistosomSchistosoma
mansonj S. japonicumS. mekongi, S. intercalatuars. haematobiunPrvnictyti druhy
zpasobuji obvykle chronickou hepatitidu a intestindibfozu. S. haematobiume asociovana se
vznikem fibrézy, kalcifikace a zGzeni gmvého traktu (McManus and Loukas 2008). Navic lidé
mohou byt nahodnnakazeni i zwecimi druhy schistosom, na|s. bovis neboS. margrebowiei
a to nejen sasmi, ale také druhy, které napadaji ptaky apd Trichobilharzig). Ptasi
schistosomy se v8ak nedoké#igriniku do nespecifickeého hostitele vyvinout v délsp (Horak
et al 2002). Tyto pt& schistosomy i primoinfekci dokazou proniknout dédznych
hostitelovych tkani, n&pT. regentido nervoveé soustavy mysSi (Hradkova and Horak 20@29)o
T. szidatido plic (Horadk and Kol@va 2000). Ogtovné setkani hostitelova imunitniho systému
s pronikajicimi cerkariemi se projevuje jako ceiaa dermatitida, zattlivé kozni onemocini
(Horaket al. 2002).

VétSina dat pouZitych v této praci byla ziskdna naehmvého druhs. mansoniktery je
nejlépe prostudovan. Cyklus tohoto druhugderk udrzovan v laboratich. VEtSinou jsou jako
koneinych hostitelé s pouzivangané kmeny mysi.

Tato prace si klade za cil:
e Popsat pibéh imunitnich reakciip schistosomoze.

e Seznamit se s nejvyznamjsimi antigeny uvalovanymi jednotlivymi stédii.
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¢ Nastinit budouci mozny vyvoj vakciny proti schistogze.

3. Cyklus

Celed’ Schistosomatidae je charakteristicka dvouhoskijetiscyklem zahrnujicim vodniho
plze jako mezihostitele a teplokrevného obratlgege hostitele koneného. Cyklus (viz Obr.1)
ve &tSing pripadi zatina uvolrénim vajiéek z hostitele do vody, ta ma&gsto charakteristickou
stavbu siny s iznymi vybZky a trny. Ve vod se z vajka vlivem zngny osmotického tlaku
lihne pohyblivé stadium miracidium (Kassim and @ilison 1976, Bair and Etger 1973). To
aktivné vyhledava ve votldruhow specifickeého rskkyse, ktery slouzi jako mezihostitel.
Penetruje do jeho svalnaté nohy. V blizkosti mistaiku se vyviji v primarni (matskou)
sporocystu, v té vznikaji dalSi stadia, sekund@odiné) sporocysty. Ty migrujgtem mekkyse
do mista definitivni lokalizace, kterym je hepatok@as. Zde se uviiisekundarnich sporocyst
vyvijeji cerkarie, stadia, ktera se cyklicky utgji z infikovaného plze a penetrujé skiizk
kone&ného hostitele.

DalSi migrace zavisi na tom, zda se jedna o \@citi o nazalni druh. Visceralni
schistosomy (p&it mezi r¢ vSechny druhy schistosom napadajloiz¢ka) osidluji vnitni organy,
dospElci nazalnich drut ziji v tkanich nosni dutiny. Cerkarie po nalezeostitele pronikneies
jeho kiZi (viz. penetrace) a &éni se na schistosomulu. Ta gtsinou uziva k pohybu pele
hostitele cévni soustavu. Schistosomuadm rékolika dni domigruje do plic. Opusti cévu,
néjaky ¢as Zistdva v plicnim alveolu a poté se vraci do krevi@dte. Krevnim olghem je
zanesena az do mista definitivni lokalizace, kd#ojeorten vyvoj v dosplce. Misto definitivni
lokalizace se liSi podle druhu. Wipadt S. japonicunje to hepatoportalni systém zasobuijici jatra
(zejménavena portag v pripad S. haematobiuroévy urogenitalniho systému &umansoni
mezenterické cévy (Kumkatt al 2007). Zde se setkavaji®pohlavi. V gipadt zastupé rodu
Schistosomaamec sae samici ve ventralnitt¥ni ryze, nebolcanalis gynaecophorus dochazi
ke kopulaci. Samice vyprodukujéhem dne 300 az 3000 w&gk, paty se liSi podle druhu.
Vajicka nakladena do céviplusnych orgéainzpisobi zastlivou reakci, diky niz se dostanou do
lumen steva nebo do mwvych cest a vyjdou ven s vykalymoci (McManus and Loukas,
2008).

O nazalnich druzich nenfipps zndmo. Pdt mezi r& nag. Trichobilharzia regentiktera ma
mezi schistosomami, diky svému neurotropnimu chiogdyklu, znan¢ specifické postaveni.
Jednd se o schistosomu parazitujici u vrubozobtahiipPo penetraci do definitivniho hostitele
vyuziva schistosomula jako migrd cestu nervovou soustavu (Hoitkal 1999). Zgisobuje tak
svému hostitelitzné neuromotorické poruchy (Hradkova and Horak 2002s CNS se dostane

az do nosni dutiny. Préw tkanich nosni sliznice Ziji doslpi. DalSi zvlastnosti této schistosomy
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je to, ze se na rozdil od jinych dfumiracidium dostavéa z v&ja pri izoosmotickém tlaku jiz
v nosni dutig (Horaket al 1998a).

Z plze se do vody A\ = Infeleni stadium
Sporacyty v pla ) lWEIH cerlkare A= Diagnosticke st.
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%/‘" }\

Po promilenuti ztrati
cerlaane ocasel a prement
se na schistosomulumn

Miracidium promloe

do tlkané plie LAl
Ervt rmpnye do jater,
lede dospiva O

/

9' ] mel?ﬁ mnc1 G

7. vajié ele SE\ ~ -"' " r Y
uvolni miracidia X i

o
- Sy E’ , oparovamnt dospélel mugrup do:
-_«:r_,'ru - ll" "'j B mesentericloyeh
= -‘r_ _.JEH!QH?‘JE“"’ \__' {‘-'F
S mansoni & haematobium stiev/konecnia
C ¢ Zlmho pletence

mocoveho méchyre
Obr.1 Zivotni cyklusS. mansoniS. japonicuma S. haematobiunPrepracovano z
[http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Schistosomiasistt

4.1 Penetrace cerkérie do definitivniho hostitel

Penetrace do hostitele probiha&siny druhi obdobi, jen s malymi rozdily. Cerkarie
v pribéhu penetrace odvrhuji vidhaty ocasek. Pomaha jim s tim na zadsiti €la umistny
svalovy limec. Nktefi autdi povazuji jeho odvrzeni za gétek transformace v schistosomulu
(He et al. 2005).

Pro pfinik do hostitele jsou cerkarie vybavenskalika druhy penetranich zlaz. U cerkaris.
mansonibyla popsana hlavova Zlaza, 2 pary preacetabaléar(dirkumacetabularnich) a 3 pary
postacetabularnich Zlaz (Stirewalt and Kruidenf#81t Dorsey 1976 ). Jedna se vZdy o
jednobur¢né zlazky.

Penetrani proces maatSinou ti kroky. Prvni faze je fichyceni cerkarie na povrclike.

Podret k trvalému kontaktu s hostitelovoiX daji cerkarii izné mastné kyseliny a hydrofilni
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extrakty. V gipact druhuS. mansondaji tento stimul ceramidy a diacylglyceroly na phwu
hostitele (Haast al. 1994). Nasleduje druhd faze, plazeni po povrchstitete a hledani
vhodného mista k vniknuti de@jnPosledni fazi je inik pres epidermis. Cerkérie stimulovana
nenasycenymi mastnymi kyselinami z povrclide kyselinou linolovou a linolenovou (Sheft

al. 1972), z&ne pomoci svalové kontrakce vypaus acetabulérnich Zlaz sekretoricka granula,
jejichz obsah narusuje hostitelovuiikdejich sloZeni se liSi podle toho, zda jsou pkogéana

v preacetabularniclij v cirkumacetabularnich Zldzach. Obsahuji protesgzgubstratovou
specifitou Wci proteimim hostitelovy kiZe.

V sekretech z cirkumacetabularnich Zlaz byly nalgzeerinové proteazy, nejznéjsi je
cerkariova elastaza (30 kDa) popsana u@lthmansona S. haematobiunTato proteaza &pi
keratin, laminin, kolagen IV, elastin a dalSi slpkkZze (McKerrow et al 1985; Marikovskyet
al. 1990). US. japonicummebyla v acetabularnich zlazach serinova protealezena (Chlichlia
et al. 2005).

Cysteinové peptidazy byly pozorovany u diigh mansoni, $aponicum(Klinkert et al
1989),ale také uT. regentia T.szidati(MikeS et al. 2005). Jedna se o tzv. cathepsiny B a L. Podle
hypotézy Daltoret al. (1996,1997) slouZi k lyzi svrchni zroho#lgtvrstvy kiZze. Daltoret al.
(1997) je pomoci immunolokalizai studie zjistil v postacetabularnich Zlaz&mmansoniByla
zaznamenana iffpomnost metaloproteazy u druBehistosoma douthittAmiri 1988), ale jedna
se o ojedinly ptipad. Déle se v sekretu postacetabularnich Zl&ajjlektiny a mucinové
polysacharidy. V obsahu preacetabulérnich Zlazeme nalézt velké mnoZstvi vapniku (Dresden
and Asch 1977, Mikeét al.2005). Zajimava jeiftomnost eikosanoid Neni zejmé, zda jsou
tyto latky, které vznikaji jako produkty degradamastnych kyselin, obsazeny v Zldzovych
sekrecichg¢i vznikaji preménou v Kizi obsazenych mastnych kyselin. Maji schopnosmitiu
imunitni reakci hostitele aigobi jako vazodilatatoryNevhutaluet al 1993.

Ve stevech lidskych schistosom byly objevenieshi cathepsiny, které schistosomy
vyuzivaji k traveni krevnich proteginJednalo se o cathepsiny B, C, D, E, F a L (Ca#tel
2004). Schistosomy pgatmezi prvousté ziwdchy, stevni obsah je vyvrhovan spolu se zbytky
trAveniny a do kontaktu s hostitelem se tak dostas@ievni proteéazy, kteréigobi histoliticky a
imunogeni (Skelly and Shomaker 2001). Cathepsin B1 je u Bchistosomé#okalizovan ve
strew (Caffreyet al 2004). (Dvaak et al. 2005) pozoroval, ze cathepsin B1 obsazenyiestst
T. regentidokazZe &tpit i myelin. Dol&kovaet al (2009) identifikovali novou cathepsin B
peptidazu, ktera je podobna cathepsinu B2 lidslspttistosom.

Zastupciceledi Schistosomatidaparazituji pouze u teplokrevnych obratldov€hemické a
strukturni sloZeni kozniho povrchu hostitsk ilis neliSi. Schistosomy vykazuji hostitelskou

specifitu, ale nap T. regentimize na zaklagstejnych signdil penetrovat i dokze svého



nespecifického hostitele. Nedokazedymvsak dokotit vyvoj (Horaket al 2002). Pokud se
jedna o prvni setkani hostitele se schistosomaiiiiererkarie proniknoutii a dokonce po
uréity ¢as fezivat v hostitelovych tkanich. V jistychipadech se schistosomdlyregentidokéazi
dostat az do hostitelovy nervoveé tkgiiradkova and Horak 2002). Stéjtak mohou penetrovat
do nespecifického hostitele i dalSi druhygta schistosom napTrichobilharzia szidatijejiz
schistosomuly jsou nachazeny v plicich nespecitibkyostitel (Hordk and Kol#ova 2000). B
opakovaném vystaveni nespecifického hostitel&iptachistosomam #gobuji penetrujici
cerkarie onemoemi nazyvané ,cerkariova dermatitida“ (Horékal. 2002). Jednéa se o
alergickou kozni reakci, ktera se projevujecasgji svédici vyrazkou, ale vékterych gipadech i
edémy, otoky uzlin a hotkami (Horaket al.2002).

4.2 Glykokalyx
Glykokalyx, kterym je krytodlo cerkarii je zn&n¢ imunogenni. Vazou se néjrjak lidske,

tak zvieci protilatky (Kemp 1972; Kemgt al. 1973 citace dle Samuelson and Caulfield 1985) a
je rozpoznavan i lidskym komplementem (Samuels@hGawlfield 1986). Je to v podsidt-2

um silna fibrilarni sf, ktera kryje parazitovato. Glykokalyx obsahujeradu sacharitl jako je L-
fukosa, D-galaktosa, D-glukosamin, D-galaktosamidrmanosa (Nandugt al 1991; Xuet al
1994) Je jimi tvéen z 82 % (Nanduet al. 1991). Nandurét al (1991) pozorovali, Ze glykokalyx
S. mansonnese celkovy zaporny naboj, ktery n#Sv zaporny naboj na ocasku, nez #la t
cerkarie. Bylo zji&tno, Ze i kdyZ se cerkarigigpieméné v schistosomulu glykokalyxu zbavuje,
jsou jest nekolik hodin po geméné na jejim povrchu patrné jeho zbytky (Samuelson and
Caulfield 1985).

Glykokalyx, ale i obsah Zlazek, jsou bohatym zdrogntigeri. Podhorsky et al. (2009) se
pokusili pouZzit vazbu specifickych lektima povrch cerkéril. szidatj T. frankiaT. regent;j jako
metodu k rozliSeniéthto druli. Navazené lektiny se vSak signifika&itmeliSily. Horaket al.
(1998) pozorovali, Ze schistosomdlaszidatisniZuje a nasle@niplré eliminuje uhlovodikove
epitopy na svém povrchu. Na ultrastrukturalni Urgerniento proces spojen se ztratou

glykokalyxu. Jedna se nejspis aigpb, kterym se snazi schistosomy vyhnout imuniipoesdi.

5. Migrace

Migrace ma #kolik fazi. Cerkérie a z ni se vyvijejici schistosda musi proniknoutips
rizné kozni vrstvy a poté migrovatgs dalSi organy, nez se dostanou na mistockéne
lokalizace. Opt se jeji ptibéh iSi podle toho, zda se jedna o visceralnnazalni skupinu,
ale také podle zkoumaného druhu. Nkllpad S. mansonaS. heamatobiummaji podobny

pribéh migrace, dermalnich cév dosdhne 90% schistoségnlibdin po infekci (p.i.).



Schistosomul\s. japonicunmizeme nalézt v dermalnich cévach dokonce uz 2 hqdiny
vétSina jich dosahne 24 hodin p.i. (deal. 2003). .

5.1. Migrace visceralnich druhi

Jako piklad zastupce visceralnich dfuham ntize poslouZit pravS. mansonijejiz biologie
je nejlépe prostudovana.

Po penetraci cerkariéigtava vstratum corneumlLezi zde rovnokrré s povrchemda. Jeji
dalSi migrace probiha Sikmagsstratum malpighiV této chvili jiZ probiha transformiai proces
na schistosomulu.

Méni pri tom svij metabolismus z aerobniho na anaerobni, stasdfbilnb povrchu a
morfologii. Cerkarie aktivé odvrhuji swj glykokalyx, ktery je zn&n¢ imunogenni. Transformace
se takeé poji siestavbou tegumentu. S jednotkovou (trojvrstevnoeinioranou tegumentu,
splyvaji méchyiky s rékolika vrstevnou sihou. Stava se z ni tak dvojita membrana, ta se jevi
v elektronovém transmisnim mikroskopu jako 7 vrsée(Hockley and McLaren 1973)

Poté, podle jedné z teorii, schistosomBlamansonopusti kizi a pomoci hlavove zlazy,

z které vypusti hustou granularni sekreci, prongieou cévy a dostane se do krevnfbtste
(Curwen and Wilson, 2003). Jini atiteastavaji nazor, ze hlavova Zlaza by mohla stouZzi

k opra¥ a prestavid penetraci poskozeného tegumentu (Dorsey 1976jaBakarni zlazky uz
jsou v této chvili prazdné (Stirewalt and Dorsey40 Schistosomula se necha proudem krve
zanest do plic, vstupuje do nich plicni arterii.

Nacasovani fichodu larev do plic se mezi jednotlivymi druhyi.l¥ ptipad S. mansoni
vrcholi grichod 5.-6. den p.i. , schistosom@yjaponicundomigruji do plic nejastji uz treti den
p.i. (Guiet al, 1995 citace dle Gobest al, 2006) V plicich schistosomula prséva dalsi
vyvoj. Vyviji se v plicnich kapilarach. Zguje povrch svého membranového tegumentu, mezi 3. a
8. dnem od infekce aZ 0 52% (Crabtreee and Wilt880 citace dle Simpson 1987). Bylo
pozorovano, Ze schistosomuly se mohsloem plicni faze migrace vyZivovat hostitelovou
plasmou. (Crabtree 1982 citace dle Simpson 1987is®somuly prolamuji 8hu kapilar a
vstupuji do plicnich alveal Zde se setkavaji s nejsi]&i imunitni odpo¥di (Crabtree and
Wilson 1986a citace dle Wilson 2009). Schistosonwbicich obvykle astavaji 3-4 dny
(Wilsonet al. 1986). Z alveal se schistosomuly dostanoubgo krevnihaeciste.

Z plic se schistosomuly dostévaji intravaskulaestou. Opusti plice a skrz plicni vénu se
dostanou do levé&asti srdce. Jsou pak krevniméblem distribuovany po celérilé. Vstoupi pak
splanchnickymi arteriemi skrz kapilarni ple¢edo hepato-portéalniho systémutisstanou
v jatrech. Zbylé schistosomululy sesvBapilarami vréati do plic a cirkuluji tak dlouhdokud se

také nedostanou do mista koneé lokalizace (Wheater and Wilson, 1979; Miller &kidison



1980; citace dle Simpson 1987 §H&m migrace portalnim systémem schistosomy&jioap

sparuji se (McManus and Loukas 2008).

5.2 Migrace nazalnich druhi
Krom T. regentije znamo skolik dalSich drufi nazélnich schistosom, naf@chistosoma

nasale Presto migrace nazélnich difuhikdy nebyla zkoumana na jiném modelu. Navic ndgra
schistosomulyf. regentije zn&né¢ specificka diky jejimu neurotropnimu chovani. Get§beh je
velmi rychly. Po penetracitii schistosomula vyhledava periferni nervy. Byla ndlezena jiz
1,5 dne po infekci. V dalSich dnech postupugspmichu (nélezy jiz 2 dny po infekci) a mozek
(12. den po infekci) az do mista své kamelokalizace. Zde, ve sliznici nazalni dutiny,ibyl
juvenilni ¢ervi zaznamenani uz 13. den. (Hradkova and Hoi@B2R Stoji za zminku, Ze délka
cyklu je odhadovana na pouhych 23 — 25 dni adiph infekce. (Horalet al.,1999; Kol&ovéaet
al., 2001).

6.1 Imunitni mechanismy
Povrch ¢la hostitele je kryt &zi. Ta je zodpo&dné za ochranu proti mechanickym,
fyzikalnim, chemickym i dalSim poskozenim. Ma zal(#abranit také gniku patogen
z vrejSiho prostedi. Ri praichodu hostitelovouiZi se cerkarie setkavaji s molekulami
a burg¢nymi slozkami nespecifické (vrozené, neadaptivspecifické (adaptivni) imunity.
Nespecificka imunita je vyvoj@vpavodrejSi nez imunita specificka. Tyto sloZzky imunity jso
v organismu fitomny jiz gred z&atkem infekce. Mohou tak zahdjit obranu proti patagténst
okamzit (radow v desitkach minut). Funguji na principu toho, €aguji na strukturnii funkéni
podobnosti cizorodych struktur. Vybiraji ty, ktgséu spoléné pro velké skupiny patogén
Nespecificka imunita pod sebe zahrnuje fagocytugilel také cytotoxicke liky (burgcné
slozky), komplement, lektiny a interferony (humaiadlozky).
Specifick& (ziskan&) imunitni odp&al se vyvinula pozgi. Na tuto skuténost se usuzuje
z toho divodu, Ze tento jeji typ nalézame az u obratiokcle zdokonaluje praci i zdéifpmnych
slozek nespecifické imunity. \éle organismu je iitomno obrovské mnozstvi imunitnich slozek,
které jsou schopny vysoce specificky reagovat niftry, které nejsottu viastni. Humoralni
slozky jsou reprezentovany protilatkami, Bame slozky zastupuji hlagntizné druhy lymfocy.
Kli¢ovym momentem imunitni odpédi je rozhodnuti, zda seigloni k tzv. Th1¢i k Th2

reakci.

6.1.1 Th1l typ imunitni odpowdi
Jinak Ize tuto reakci ozt také jako zaétlivou. Pokud se nezraly CD4+ (cluster of

differentiation) T-lymfocyt setka s makrofagem,t@a svéem MHC Il (major histokompatibility



complex) vystavuje fragmenty patogenaize tyto peptidové struktury rozeznat svym TCR (T-
cell receptor). T- lymfocytovy prekurzor se navazeinfikovany makrofag pomoci TCR a dalSich
ligandi a receptat. Infikovany makrofag vysle soubor sighahejen pes ligandové spojeni, ale
také humoral& Produkuje IL-12, ktery podporujégmenu prekurzoru v Thl-lymfocyt, ktery ma
za ukol se dit, aby vznikla skupina klolhrozeznavajicich danou strukturu parazita. Sam$-T
lymfocyty produkuji IL-2, ktery ma autokrinni funkdodporuje jejich mnozeni a proliferaci. T
h1-lymfocyty maji za ukol aktivovat makrofagy. Péalji to sekreci IFNy, ktery makofagy
berou jako signal proipchod do aktivovaného stavu. Aktivované makrofagylituji do okoli
dalsi latky, které stimuluji dalSi T-lymfocyty.

Tento typ imunitni odpaidi se obvykle upldiuje proti intracelularnim paragin (HoejSi and
Bartinkova 2005 ).

6.1.2 Th2 typ imunitni odpodi
Prekurzorovy T-lymfocyt se fize diferenciovat v Th2-lymfocyt pokud se setka SCAP

(antigen-presenting cell), ktera ma na povrchu MH@a kterém je navazan cizorody fragment,
ktery je T-prekurzorem rozeznanulBzité je, aby v okoli byla vysoka hladina IL-4ekf je pro
vyvin v Th2-lymfocyt nezbytny. Prekurzorovy T-lyntdgt se pomoci TCR, adhezivnich molekul
a kostimul&nich proteii navaze na APC.uBobici signaly daji podhk tomu, aby se
z prekurzoru stal Th2-lymfocyt a zahdjilo se jeltedi a proliferace. Hotové Th2-lymfocyty maji
za ukol pomoci volnychi membrano¥ vazanych cytokit stimulovat vznik co nejvice kla@inB-
lymfocyta, které se vazou na danou patogenni strukturu.

Th2 odpo¥d’ je asociované s tvorbou protilatek. B-lymfocytiemenéné vlivem setkani
s antigenem v plazmatickéiiy, produkuji imunoglobuliny (1g), které jsou vayama jejich
povrchu (IgM a IgD), nebo jsou jimi sekretovanyaamli (IgG1-19G4, IgAl, IgA2, IgE).
Protilatky opsonizuji a neutralizuji patogeny agedtruktury a funguji jako aktivatory
komplementu.

Tato imunitni reakce je ¥le pouzivana z pravidla v boji proti extracelul&nmaraziim
(HorejSi and Baftinkova 2005).

7. Imunita v kazi

Zda se, ze imunitni udalosti vk na p&atku infekce schistosomami, hrafilezitou
v plicich (Mountford and Trottein, 2004). Podle Haret al. (2000) jsou praymolekuly, které se
uvoliuji béhem penetrace cerkéarie doze, prvni parazitarni proteiny, s kterymi se hektit

imunitni systém setkava.

10



V jednotlivych vrstvach &ze, jimiz cerkarie prochéztigpenetraci, se mohou setkatmtto
typy hostitelovych buk: v epidermis s keratinocyty, melanocyty, intrael@lnimi lymfocyty
nebo Langerhansovymi tikami. V dermis se setkavaji s hl&mfibroblasty, mastocyty a
v malém mnozstvi s paitovymi T-lymfocyty. Mnohé zdchto burtk maji vyznamny podil na
vzniku imunitni odpowdi v kaZi proti invadujicim cerkariim.

Vznik imunitni reakce v&i byl studovan na oténim oslabenych cerkariich. Po té co byl
modelovy organismus (myS) vystaveémto cerkariim, se vyvijela nize popsana imunitni
odpowd.

Schistosomuly penetrujiciiki vyvolavaji okamzité uvolmi zargtlivych cytokini,
makrofagy produkovanych z&tivych proteimi (macrophage inflammatory protein) MiR-&
MIP-1B. Ty vedou k rychlému a kratkodobému nastupu produk-6 a IL-13 (Hogget al.2003)
a v odpo¥di na rE jsou uvolreny dalSi cytokiny, vetre IL-12 a IL-18 (Mountford and Trottein
2004). MIP -t a MIP — B takeé funguji jako atraktanty pro monocyty, lymfocg nezralé
dendritické biiky (Taubet al 1993; Sozzaret al 1997; Yinget al 2001 citace dle Hoget al
2003a).

Senzitizace &Ze zmsobena cerkarii je asociovana s produkcipL-Produkuji ho
Langerhansovy hiky (LC) a funguje jako autokrinni signal pro migrdo dermis (Enlet al.
1993 citace dle Kimbeat al 1998) a psobi také na keratinocyty (KC), které stimuluje
k uvolovani TNFe (Kimber and Cumberbatch, 1992 citace dle Angedl.2001), ktery dava
LC sekundarni signal k opusi epidermis. Za normalnich podminek jsou LC sppjen
s keratinocyty pomoci E-cadherinu (Tagtgal. 1993). Ri setkani s patogenem, v tomtpgact
s cerkérii, LC pohlti jeho antigeny, vlivem I3 TNFa klesne exprese E-cadherinu, LC se
uvolni ze sousedstvi KC a migruji do nejblizsi lgtidké uzliny. LC jsou vlastnantigen
prezentuji dendritické hiky, které vystavi fragmenty parazitarnich antigea svych MHC |l
téidy, kde je rozeznavaji naivni T-lymfocyty, ktegétimto zgisobem stimuluji k pomnozZeni
(Romaniet al. 2003a citace dle Kumkaét al. 2007). Recentni prace, ragumkateet al (2007)
vSak rozpoutaly diskusi, zda LC nemaji v imunitnict&lostech spojenych s penetraci cerkarii
spiSe regukni nez stimulani roli. Stoitzner et al.(2006) rozviji teorii, héavni tloha CD 207+
LC spaiva spiSe nez v iniciaci imunitnich mechaniswkiizové prezentaci antigg@mavéazanych
na MHC | dalSim APC v koznich lymfatickych uzlinach

LC samy produkujfadu cytokiri, nag. IL-1pB, IL-6, IL-12 a IL-15 (Enket al. 1993). T-
lymfocyty aktivované pomoci LC migruji 2pdo kize a zalezi na druhu a koncentraci cytdkin
s kterymi se zde setkaji, zda se vyvinou v Th1l nidlymfocyty.

Pri praniku hostitelovou &Zi zpisobuji schistosomy hostiteli edémy a dilataci genifch

cev. Vzagti nasleduje vtok neutrofila pozdiji i dalSich bugk do kize (Hogget al. 2003). Je
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zajimavé, ze se liSi slozeni sekretovanych cytogindle druhu penetrujici schistosomuly.
Vlivem infekce cerkariem$. haematobiuree zvySily hladiny IL-1ra, IL-10 a TNE podobr
reagoval imunitni systéntimapadenS. mansoniPenetrace cerkari japonicunvyvolala
vzestup sekrecél-f, IL-1ra, IL-2, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18 a TNFa (He, et al. 2003).

Keratinocyty ovlivauji imunitni odpo¥d’ v kaZi tim, Ze produkuji dalStizné cytokiny a to
jak prozastlivé, nag. IL-1a, IL-18, TNF-u, IL-6, IL-7 a IL-12, tak také ty, co zénhpotlaiuji,
nag. IL-1ra a IL-10 (Chu and Morris 1989).

Polaizace k Thl odpasdi je zprostedkovana pomoci dvou cytokin INF-y a IL-2. K Th2
se imunitni odpodd’ prikloni, pokud jsou do prostdi sekretovany IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13.
Makrofagy jsou podle Bentlest al. (1981) prvni bu&ny typ aktivovany penetraci cerkarie.
Akumuluji se kolem schistosomuly (Crabtree and @il4986). Tyto akumulované makrofagy
mohou zabit schistosomulud@aa odliSnymi mechanismy. Prvni je nezavisli Higopnnosti
protilatek navazanych na povrchu schistosomulypilestedkovan makrofagy aktivovanymi
pomoci IFNy, které zabiji schistosomulu produkci toxickych afetiti, nag. pomoci NO
(James 1986). Pro spast druhého zfisobu zabiti schistosomul, je peba aby na jejich povrchu
byly navazany antiparazitalni protilatky. Makrofégg/tak diky nim mohou navazat na
schistosomulu a vypustit na jejich tegument sekieké granula (Butterworth 1984).

Presto je imunitnim systémem rozpoznana a zadrzé&haiyen velmi mal&éast penetrujicich
schistosom (Wilson, 2009). Podle Mangold and D4&83) gekoné kozni bariéru¢chem 5-7
dna po infekci, @i pouZziti mySiho modelu, az 90% cerk&iimansoniSchistosomy si totiz
vyvinuly celoufradu mechanisih jejichz pomoci unikaji imunitnimu systému hodéte

Jednim ze zjsohi vyhnuti je odhozeni glykokalyxuigpiemsné cerkérie v schistosomulu.
Glykokalyx aktivuje alternativni cestu komplemefiias da Silva and Kazatchkine 1980) a
stimuluje produkci protilatek (Kemgt al1973; Horak et al. 1998b).

Dalsim zgisobem Uniku je vyuZitigsobeni eikosanoidna regulaci imunitniho systému
hostitele. Mezi eikosanoidyieme z#adit i prostaglandiny. Bylo popsano, ze syntézalinv
malého mnozstvi (pmol) prostaglandinp(EGE), tlumi produkci IL-12 a zvySuji sekreci IL-10
(Van der Pouw Kraan et al. 1995, Enk and Katz 19B#&obenim parazita na kyselinu
arachidonovou vznika PGERuzicka and Printz, 1984 citace dle Ramaswatrgt 2000), ktery
pasobi na mysi i lidské keratinocyty a stimuluje jpridukci IL-10. Dokaze tak utlumit
vznikajici kozni zagtlivou reakci (Ramaswamsgt al. 2000).

DalSi prostaglandin, ktery ovilwje imunitni pochody i kozni infekciS. mansonije PGD.
Pasobina kozni Langerhansovy tiky a zpomaluje jejich migraci do lymfatickych uzliangeli
et al 2001)
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V neposlednfact dokazeS. mansonmoci serinové proteazy (28 kDa), r@pst navazané
komplementové proteiny C3, C3b a C9 (Marikovekyl. 1990).
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Obr.2 Migrace a imunitni odpéd’ v kaZi, proti oz&enim oslabené cerkaris ( mansoniv mysim
modelu.Vys¥tlivky: BM, bazalni membréana, E, epidermis, D, dexn$C,stratum corneum

sdLN, podkozni lymfaticka uzlinai&racovano od Mountford and Trottein (2004)

7.1 Cerkariova dermatitida — imunitni reakce nespeifickych hostitel:

Zda se, Ze pta schistosomy penetruji rychleji, nez druhy napadagavce. Plati to jak pro
prinik kazi specifického i nespecifického hostitele. Cerkariszidati pro plny vstup do lidské
kuze potebuje 4 min (Haas and Haeberlein 2009).

Cerkériova dermatitida Zigobovana ptdmi druhy schistosom, n&jsgji rodem
Trichobilharzia(Horaket al 2002), je alergicka hypersenzitivni kozni realitera se vyviji po
opakované penetraci cerkérii divk nespecifickych hostitiel Nekteré druhy pt&ich schistosom
(T. szidati, T. regentiatd.) dok&Zou proniknout déla savé, ale ¥tSina jich zahynedhem
nékolika dni po vniknuti (Haas and Pietsch, 1991; Kimva et al, 2004). Pronikajici cerkarie
mohou ’jaky ¢as feZivat v hostitelovych tkanich, dokazou se tramsévat na schistosomulu,
ale nedokazou vyvoj doko.

Kolem mista piniku se vytvéi edém (Horalet al 2002). Otok je vyvolan mastocyty a

makrofagy produkovanym histaminem (van Loveeeal, 1997 citace dle Kdilova et al
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2004). Do mista f@niku jsou navic atrahovany leukocyty jako neutsgfdosinofily, makrofagy,
CD4+ lymfocyty a mastocyty (Kdilova et al. 2004).

Kourilova et al (2004) objasnili mechanismy imunitni odgdvpii primarnim, ale takéip
opétovném setkani nespecifického hostitele s penetmiiptatimi schistosomami.

Pri prvnim setkani nespecifického hostitele byva iitnirreakce mirgSi. Po prvni infekci
zpasobendT. regentije prvnich gkolik hodin po penetraci (1-6) z&nprovazen uvalovanim IL-
1B, IL-6 a IL-12p40. Antigenem stimulované lymfocyagpovidaji na prvni setkani s pronikajici
cerkarii smiSenou Th1/Th2 cytokinovou odpdiv i opakovaném vystaveni cerkariiimregenti
(4x) byla zaznamenéana jasna Th2 polarizace s dotmhsekreci IL-4 a IL-5. Tato polarizace
byla dokazana i zvySenim antigeérspecifickych sérovych protilatek IgM, IgG1 a IgE,

nésledujicim po hostiteléwneékolikanasobné infekci (Lichtenbergoeéal. 2008).

8. Imunita v plicich
Plice hraji podle Wilsoet al. (1986) hlavni roli v eliminaciiichozich schistosomul.

Schistosomuly v plicichdZn¢ setrvavaji 3-4 dny,dhem nichZ se vyviji aifpravuji

k opetovnému vstupu do krevnilteciste (Wilson et al. 1986 Harropet al (2000) nazn&uji, ze
plice mohou byt mistem, v kterém schistosomeleohk dni zistava a zriény, které zde
probihaji, ji gizptsobi k dalSi migraci. Proto je v tomto obdobi eélk zasahu imunitniho
systému.

Schistosomuly fichazejici do plic vyvolavaji zétlivou reakci, shlukne se kolem nich kdny
infiltrat, ktery je sloZen fevazrge s CD4+ lymfocyt a makrofag (von Lichtenberget al. 1985;
Crabtree and Wilson 1986 ). Zda se, Ze tytaklgwytvori bariéru, kterd brani schistosomule
v dalSi migraci (Crabtree and Wilson 1986; Couland Wilson 1988). Dean and Mangold (1992)
popsali, Ze takto zachycena larva 8kdm rtkolika dni zmensSuje a dadne. Neumira vSak

v plicich. Jednou z moznosti odsianhtéchto larev je pomodiasinkoveho epitelu v trachei, ktery
je vwnese ven. Poté jsou eventdalglouceny gastroinetstinalnim traktem.

IFN- vy, produkovany CD4+ Thl lymfocyty (Smythiesal 1992) je kltovy cytokin, protoZe je
to predpokladany aktivator makrofagMenson and Wilson 1989). Ty &pifi funkci
efektorovych buék (James 1986 citace dle Smythies et al. 19929nimi odpo¥d’ v plicich je
zavisla na CD4+ Th-lymfocytech (Vignadt al. 1989 citace dle Mountforet al 1995). U mysSi
vakcinované oz&nymi cerkariemi, fichod parazita do plic rychle vyvola kontaktni &an
Produkce IFN« stimuluje produkci NO tim, Zeipobi na syntazu oxidu dusnatého (Kaneijal
1993). NO vSak nehraje hlavni roli v eliminaci stbsom v plicich (Wilson 1998). Bylo zjéto,
Ze gitomnost erytrocyt eliminuje cytotoxicky dinek NO, v krevnintecisti jsou tak
schistosomuly fed jeho gsobenim chr&my (Coulsoret al 1998).
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Antigeny ziskané z plicni schistosomuly jsainté stimulatory proliferace lymfodyta sekrece

vvvvvv

9. Imunita v krvi
S. mansoniale i dalSi druhy visceralnich schistosomfipaezi parazity, ki stravi &tSinu

svého zivota v intravaskularnim priesii (Oswalcet al 1994) a dokazi zdegrivat az #kolik
desitek let (Harrigt al 1984). Schistosomuly a da$@ schistosmom jsou kryty pérvyvinutym
heptalaminarnim tegumentem (neodermis). Jedné&saw/b zdvojenou cytoplazmatickou
membranu, které kryje syncytium na povrchu pargziaa Hellemonckt al 2006). McLaren and
Hockley (1977) a Wiegtt al (1988) se domnivaji, Ze tato struktura, ktendiwmna na povrchu
krevnich zastupcdigenei, je dlezitd adaptace pomahajici parazétpieziti v krevnim prosedi.

V krevni plasng jsou gitomny komplementové proteiny. V krevnietisti se dosplci
schistosom setkavaji se silnou protilatkovou odgavBraschi and Wilson (2006) pozorovali, Ze
se na povrch tegumen8i mansonivaze komplementovy protein C3 a hostitelovy
imunoglobuliny IgM, 1gG1 a IgG3 (viz obr. 3)

Schistosom vSak disponuji schopnostmi, ktera jgapiuje hostiteli boj sdmito parazity.
Dokézou totiz hostitelovu imunitni odpa¥ utlumit ¢i se ji aspsne vyhnout (Angeliet al 2001,
Ramaswamyt al 2000). Vet jejich anikovych mechanisine velmi pestry a jistbudou
postupr odhaleny i dalSi Zisoby, jimiZ gisobi na hostitelovu imunitu.

DAF- dendritické biiky, které jsou satasti imunitniho systému hostitele maji na svém
povrchu 70 kDa membréanovy protein (delay/decaylacatng factor), jehoZz pomoci imunitni
systém hostitele tlumi aktivaci alternativni a id&é cesty komplementu@s C3 konvertazu
(Mendofet al. 1984). Schistosomy jsou schopné tento proteinmmglomovat do vlastni mebrany
a in¢é se tak branit napadeni komplementovymi proteififfaet al. 1991).

Paramyosin, vdzany v membg&egumentu schistosom je také schopny zamezitaaditiv
komplementoveé kaskady. Vaze na se be C1q a diky ssmenize rozvinout klasicka cesta
komplementové aktivace (Husleral 1996).

Schistosomy také vyuzivaji k maskovani svych tequaraich antigennich epitép
membranové komponenty ziskané z hostitelovych@yti. Schistosomul&. mansoni
exkretuje do svého okoli monopalmitoyl-PC, kterpik& jako odpadni produkiipperiodickée
obmeng tegumentu. #obi lysi erytrocyt. Casti membran z lizovanych erytrogytouzije parazit
k vlastnimu maskovani (Caulfield and Cianci 1986la@et al 1986 citace dle van Hellemoetl
al. 2006).
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Membrana tegumentu také obsahuje pro schistospegjfieky lyso-fosfatidyl serin (lyso-
PS). Tato molekula je schopna aktivovat Toll likeeptor 2. Bsobi na dendritické Hilky,
potlatuje produkci IL-12, a tak indukuje vznik Th2 imumitbdpowdi. Tento imuno-supresivni
mechanismus tak nejspiSe napomaha dlouhé&eiivani parazita uviihostitele (van der Klegt
al. 2002).

10. Imunita v CNS —T. regenti:
T. regentj na rozdil od vSech znamych déuteledi Schistosomatidae, migruje do mista

koneiného uéeni nervovou soustavou. Penetrujgik prochazi perifernimi nervy.
Prostednictvim michy a prodlouzené michy domigruje dakoo Zde pokréuje pes hemisféry
a bulbus olfactorius do nosni dutiny (Hoetkal 1999, Hradkova and Horak 2002).

Jak popisuje Lichtenbergowd al. (2009), po ndkaze mySiho modelu cerkarigmegentj
muzeme jiz po 2 dnech sledovatasek infekce v CNS. Histologicka vyseni, ktera provedli
Kolarovaet al (2001), ukazala, zZe se vyviji silna géina reakce kolem schistosomul, ktera vede
az k eosinofilni meningiti&l Byly pozorovany distrofni a nekrotické Zny neurori. Takeé byla
zaznamenana zvySena proliferace astioeygedé i bilé hmeétmichy. Parazit vyvolava expresi
MHC Il na povrchu astrocyta také se diky jeharffpomnosti zvySuje exprese ICAM-1 na povrchu
endotelia. ICAM-1 je adhezivni molekula, ktera ufinge vtok CD4+ lymfocyli a makrofad
(Lichtenbergovéet al. 2009).

Jsou také zaznamenanyigady lidské neuroschistosomézy. Jésgbena vagky
schistosomhlavre druhyS. japonicumS. mansoniS. heamatobiupktera jsou do CNS zanesena
krevnimreciSttm. Zda se, Ze mira poSkozeni CNS je zavislatitarpnosti parazitovych vajec v
nervové tkani a na hostitel®¥munitni odpo¥di (Scrimgeour and GajduSek 1985; Pittella 1997

citace dle Ferrart al 2008).

11.1 Antigeny schistosom
Antigeny by se daly definovat jako latky (molekuyligeré jsou fi setkani s bikami imunitniho

systém rozpoznany a n&mje imunitni systém schopen zareagovat tvorbouaifgeych
protilatek, nebo specifické b&mné odpo¥di. Takovéto molekuly jsou sami@me sowasti tla
parazifi. P¥i setkani s nimi se aktivuje hostiiglimunitni systém. Zivotni cyklus schistosom je
velmi slozity. Jednotliva Zivotni stadia se prothiguji nejen morfologicky, ale také strukturnim
sloZzenim svéhcla. LiSi se tudizZ i antigeny, které jsou jednotiiviystadii exprimovany.
Antigeny lze obechirozclit na dva typy, sekini a membranayvazané. Jak napovida nazev,
sekr&ni antigeny jsou uvdibvany z parazita do prdsti, vazané jsou zakotveny na jeho
povrchu.Krong toho mizeme vylenit antigeny somaticke, tviei strukturni a cytoplazmatickou

slozku v €le parazita.
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Prehled nejdlezit¢jSich antigen je uveden v tabulce 1.V textu pod tabulkou jsou

charakterizovany nejvyznargi antigeny, které jsou oproti jinym |épe prozkauny, jsou

pouzivany v diagnostice, nebo jsou kandidaty nalwvakciny. Zartila jsem se fevazig na

antigenyS. mansoniprotoze jsou nejlépe prostudovany a existujech nejvice literatury.

Tabulka antigeih schistosom

ZKRATKA NAZEV VELIKOS CHARAKTERISTIKA STADIUM
T [KDA] LOKALIZACE
PROTEINU
1. Sm28GST Glutation-S 28 Detoxifikani enzym V8echna vyvojova stadia
transferaza Protein lokalizovany krom nedozralych vajek
v tegumentu, v
parenchymu, v epitelu
jicnu a genitalii
2. SG3PDH Glyceraldehyd-3 42 Metabolicky Povrchovy | Schistosomuly; Dosiici
fosfat protein enzym
dehydrogenaza
3. PGK Fosfoglycerat 45 Metabolicky enzym Schistosomuly;
kinasa Tegument Dosglci
4, Smp80 Calpain 80 Ca2+ dependentni Dosglci
cysteinova peptidaza
Tegument a pod nim lezigi
svalovina
5. Le* Lewis X antigen Povrchovy glykoprotein VSechnaepva stadia
6. Sm97 Paramyosin 97 Svalovy protein Tegumgrichistosomuly; Dosfici
a pod nim lezici svaloving
7. Irv-5 Irradiation- 200 Tegumentarni protein a | Plicni schistosomuly;
asociated vaccing v penetranich zlazach Cerkarie
antigen
8. Sm14/FABP | Mastné kyseliny 14,8 Membranovy protein a | Schistosomuly
vazajici protein epitel steva
9. Sm 23/Sj23 | Tetraspaninovy 23 Membranovy a gtvni Dosglci
membranovy antigen
protein
10. | Sm28 (TPI) | Triosa-fosfat 28 Glykoliticky enzym, u Nové transformovana
isomeraza vSech stadii na povrchu, yschistosomula
nekterych navic ve gtwe
11. | Sm29 29 Tegumnetarni Schistosomuly; Dositci

membranovy protein
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12. | SOD Superoxid Tegumentarni aigvni

dismutaza epitel
13. | SmTSP-1 Tetraspanin Integralni membranovy | Dosglci
protein
14. | SmTSP-2 Tetraspanin Integralni membranovy | Dosglci
protein
15. | SmRP44 Fruktoso 1,6 44 Dosplci
bisfosfat adolaza
16. | Sm31 Cathepsin B S$evni cysteinova Cerkarie, Schistosomuly,;
protedza Dosplci
17. | Sm32 Hemoglobinaza Asparaginilova Cerkarie. Schistosomuly;
endopeptidasa Dosplci
18. | Sm22,6/ 22,6 Protein obsazeny Schistosomuly; Dosjici
Sj22,6 v tegumentu s sliznici
19. |Sm 22,3/ 22 Dosplci
RP26
20. | Sm30 Cerkériova 30 Circumacetabularni zlazy| Cerkarie
elastaza

Tabulka 1. Antigeny schistosog mansoniS. haematobiuraS. japonicum
Vysweétlivky: 18 .(Websteet al. 1996; Stein and David 1986; Fitzsimmeiral 2007)

Odhalovéni cirkulujicich antigérschistosom v séru a rigacienti pomaha g
imunologické diagnosticerpurcovani ndkazy schistosomésou (Simpson and Smitlo&s) 1
Z vySe uvedenych antigéfsou k této diagnostice vyuzivany tyto:

RP26, ktery odpovida na 99% genu Sm22,3. S 89% citlivibsttekuje akutni fazi
schistosomézy, Ize ho vyuzivat jako imunodiagn&stimarker. Nativni protein byl nalezen
pouze ve frakci z dosfca (Makarovaet al 2003).

Sm31/Sm32jsou povaZzovany za uziteé antigeny poméhajici v diagnostice schistosomozy
zvlase v endemickych oblastech (El-Sayeidal. 1998). Ruppeét al 1990 zjistil, Ze se s jejich
pomoci daji na 98% odhalit jedinci vylujici vejce schistosom.

11.2 Cerkéarie
Pri transformaci cerkarie v schistosomulu je uvolo ugité mnoZzstvi molekul. Podle

Mountford and Harrop (1998) je tdiblizné 12 hlavnich proteiin kterych se cerkarie zprosti
béhem prvnich 3 hodin transformaceit$ina €chto proteiid je zatim nezndmé (Harrap al
1999). Nicmeéa bylo jiz popsano &kolik molekul antigefi, asociovanych s timto vyvojovym
stadiem.
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Jednim z nich je 30 kDeerkéariova elastaza Je obsazena v cirkum acetabularnich Zlazach
cerkarii. Bylo zjis¢no, Ze je tento enzym séimozpoznavan séry ziskanymi od lidi infikovanych
S. mansoniS. japonicunaS. haematobiur{Toy et al 1987 citace dle Baghat and Ruppel 2002).
Bahgat et al. (2001) vSak pozorovali, ze i kdyperkmentalni iminuzace vede k produkci
protilatek, Bhem girozené infekce cerkariova elastaza nedokaze vijedaou protilatkovou
odpowd.

DalSim jsouSm31/Sm32proteazy. Sm31 byl charakterizovan jako u schistogritomny
cathepsin B. Byl nalezen v acetabulérnich ZlazBetitgnet al. 1997). Sm32 byla dena jako
asparaginyl endopeptidaza (Tettal 1999), které je lokalizovana v hlavové Zlaze aeik(El
Meanawyet al. 1990). Hlavi jsou vSak tyto d¥ proteazy lokalizovany veigte schistosomul a
dosglcu (Caffreyet al. 2004).

11.3 Schistosomuly
Mezi potenciélni zdroje antigériohoto stadia Ize zahrnout hlavovou Zlazu, z&tnéetevo a

material odhozeny z tegumentéhiem jeho pestavby (Mountford and Harrop 1998). Bylo
zjisteno, Ze antigeny ziskané z plicni schistosomuly 18magi zvySeni produkce IN#-v daleko
mensim mnozstvi podporuji uvalvani IL-4.

V¢étSina antigef piitomnych u schistosomul, je lokalizovana i v ddém stadiu. Proto se

dulezitymi antigeny, které maji ¢tstadia, spokné zabyvam v kapitole 11.4.

11.4 Dosplci:
Na antigeny je velmi bohaty povrch dékgh ¢ervii zvany tegument (neodermis). Tegument

by se dal popsat jako syncytium kryté dvouvrstevmambranou obklopujici celou schistosomu
(van Hellemoncet al 2006). Antigeny asociované s tegumentem jsouazanmy na obr. 3.

Vyskyt Sm28/Sh GTS(glutathion S-transferazy 28) byl pozorovan u ¥Segvojovych stadii
s vyjimkou nedosgych vajec (Porchett al 1994). Byl zaznamenan v tegumentu, v parenchymu,
v epitelu jicnu i v epitelu genitalii (Liet al. 1996). Jejim hlavnim Ukolem, je detoxifikace
produkii vznikajicich @i oxidativnim metabolismu na membebfWalkeret al. 1993 citace dle
Boulangeret al 1995). Bylo zji&no, Ze tato molekula, pouZzita k imunizaciiegiho modelu
(pavian), vede k potteni fekundity schistosom (Boulangaral.1991). Indukuje signifikantni
IgE a IgA protilatkovou odpad’, ktera koreluje s rezistenci paci@ifl-Sherbinyet al 2003).

42 kDa bend ziskany ze solubilniho extraktu diygih jedind S. mansoniodpovida
SG3DPH(glycerraldehyd-3 fosfat dehydrogenéaze). V sé&mopere rezistentnich pacieinbyla
tato molekula rozpoznana IgG1, IgG3 a IgA protiéati. Také vyvolava sekreci IL-4 a INFa
proliferaci lymfocyti u jedindi se silnou produkci vajec. Jedn&a se o mozného #atadna vyrobu
vakciny (El Ridiet al 2001).
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Smp80je velkou podjednotkoaalpainu. Jedna se o vapnikem aktivovanou neutralni
cysteinovou proteazu. Calpain byl imunolokalizowagosglych ¢ervii ve vnitni membras
tegumentu (Braschi and Wilson 2006) a v pod nirfitlealovirg. Zjistilo se také, ze seastni
membranoveho obény (Siddiquiet al. 1993 citace dle McManus and Loukas 2008). U pavian
imunizovanych DNA vakcinou zaloZzenou na Sm80 sakedo o 38% mnozZstwiervi. U
ockovanych zviat tato vakcina vyvolala produkci IgG (IgG1 a Ig@3pgM protilatek. Také bylo
zaznamenano, ze krevni periferni mononukleéariikyu reakci na tuto vakcinu produkovaly ve
zvySené nie Thl (II-2 a INFy) i TH2 (IL-4 a IL-10) cytokiny. | pes vznik smiSené reakce se
zda, Ze dominantni protektivni imunitni odpd\je Thl typu. Tento vysledek nazilaze calpain
je vynikajicim kandidatem na vyrobu vakciny (Ahmeddhl 2009).

Tetraspaniny, jsou transmembranové proteiny, které proch#ikrat pres membranu a
hraji roli v buré¢né signalizaci eukaryot, zejména imterakci mezi imunitnimi efektoeovymi
buikami a jejich ligandy (Hemler 2001). TetraspanimgvuEpodobré tvori sowtast
intramembranoveé it ktera tvaéi oporu pro zakotveni dalSich proteinovych kompaoinéAndre
et al. 2006). Nekteré tetraspaninové proteiny jsou obsazeny i urtegntu schistosom.

Sm23(u S. mansonia jeho analog &. japonicun§j23 jsou Fitomny v tegumentu dosfea
(Harnet al 1985 citace dle Louka al. 2007). Jedna se o tetraspaniny (Wrigthal. 1991).
Sm23 vyvolava Th2 odpeéd’ s produkci IgG3 protilatek, negatikoreluje produkce IgG4 a IL-
10 (Al-Sherbinyet al. 2003). Byl vybran do nezavislého testu WHO, kteigdal potencialni
vakcinoveé kandidéaty (Berquist and Colley, 1998).

SmTSP-1aSmTSP-2jsou no¥ objevené proteiny z rodiny tetraspahii®mythet al 2003),
které jsou sotasti vigjSi membrany tegumentu (Braschi and Wilson 2006R-P byl sili
rozpoznavan IgG1 a IgG3 ze sétaqrert rezistentnich jedinc Nebyl vSak rozeznan 1gG
protilatkymi chronicky nemocnych paciénfo vakcinaci mysiho modelu rekombinantnim TPS-
2 bylo zaznamenano 57% a 64% sniZzeni mnoZsrviljasptervi a poskozeni jater granuomy,
které vznikaji kolem vajec.Vakcinace pomoci rekamahtniho TPS-1 nedoséhla tak dobrych
vysledli. Zda se ze TSP-2 je dalSi moznou variantou najwakxiny (Tranet al 2006).

Sm14/FABPje antigen popsany jako mastné kyseliny vazajiaigin (Moseret al 1991).
Bylo zjisteno, Ze je tento cytosolicky protein lokalizovanazhlini lamig teqgumentu a ve
strevnim epitelu schistosomul a dekpi (Brito et al 2002).Vyvolava signifikantni zvySeni 1IgG3
protilatek a také indukuje produkci INFCAI-Sherbinyet al 2003).

Protilatky ze séra mySi vakcinovanych rekombinantrV-5 se vazali na 200kDa velky
polypeptid, ktery je fitomen na povrchu néwransformovanych schistosomul (Soissdrl
1992). Po inokulaci pavid@rekombinantnim IrV-5 bylo dosazeno 27,7%rpérné ochrany.
Také bylo zaanamenano znateln&mgéeni velikosti granulofn(Soissoret al 1993).
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SOD (superoxid dismutaza) byla imunolokalizovana v tagatu a v subtegumentalni tkani
S. mansonf{Honget al. 1993). Jedna se o0 &8i superoxid dismutazu, ktera inhibuje toxicitu
granulocyi proti ve vejcich probihajicimu cyklu trikarboxilpeh kyselin (Kazurat al 1985).
SOD kodujici cDNA byla klonovana a teno rekombim&ipirotein byl rozeznan séry nemocnych
pacienti (Siddiqui et al. 2003).

PGK fosfoglycerat kinaza je 45 kDa velkd molekula dese v tegumentu schistosomul a
dosglych cervi (Leeet al. 1995 ).

Sm97(paramyosin) je exprimovan na povrchu tegumennpkchistosomuly a
v penetranich zlazach cerkarig. mansonfGobert and McManus 2005). Je to 97 kDa velky
myofibrilarni protein, ktery byl objeven u bezoliyah. Jednou z jehoitkezitych vlastnosti je
schopnost inhibovat komplement (Degtgal 2003). Mysi vakcinované rekombinantnim
paramyosinem vykazovali signifikantni 26-33% reansti k zngndm spojenym s infekd.
mansoni.Také stimuloval T-lymfocyty k produkci produkciNFy, ktery aktivoval makrofagy
(Pearceet al. 1988).

Fruktoso 1,6 bisfosfat adolaza dosglct S. mansonje 44kDa protein. U mysi
vakcinovanych timto proteinem se vyvinulo velké stea IgG, respektive IgG1 protilatek,
lgG2a izotyp byl pitomen na nizké arovni. Marquesal (2007) tvrdi, Ze tento antigen nejen Ze
stimuluje imunitni odpod’, ale také mze zprostedkovat ochranu proti zZnam spojenym
s infekci a proti vzniku granuloim Je podle nich dalSi uch&zea gipravu vakciny.

Lewis-X antigen (LNFP Ill) byl identifikovan jako imunoreaktivni oligosachaontisazeny

vV rozpustném vajméem antigenu (Ket al. 1990), pozdji byl nalezen na povrchu vSech stadii
(Cummings and Nyame 1996 séru nakaZzenych mysi gekka ,byla zaznamenéna vysoka
hladina IgG a IgM protilatek, které specificky remévali Lé (Nyameet al 1997). Podle Nyame
et al. (1998) je exprese Eeharakteristicka pouze pro r&thistosomaSchistosomy ovlifuji
jeho pomoci hostitelskou protektivni imunitu skizéukci sekrece IL-10.

Sm29je tegumentalni protein nachazejici se na povschistosomul, ale také u obou
pohlavi dosplych schistosom§. mansoni Braschi and Wilson (2006) se domnivali, Ze jede
protein sekretovan a neni membr&hoazany. Cardoset al. (2006) vSak zjistili, Ze ma C
terminalni membran@wazanou domeénu. filsledovani protilatkové odpésti u piirozere
rezistentnich jedinca u re-infikovanych pacieinbylo zjiS€no, Ze je silt rozpoznavan IgG1 a
IgG3 protilatkami (Cardoset al 2006). PouZzitim tohoto proteinu (rSm29) k vakcimaysiho
modelu bylo dosazeno zvySené produkce IINFNF-o a IL-10 a absence IL-4. Také dokaze
stimulovat peritonealni makrofagy k produkci IL-K2ery polarizuje imunitni odpaéd’ k TH1
fenotypu. Tento protein je novym kandidatem na kyrgakciny (Cardoset al. 2006).
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Zajimaveé je i zjistni, ze u schistosom ziskanych z mysi vakcinovangkbmbinantnim
Sm29 byla sniZzena exprese u 96% sledovanyci, geezi kterymi bylo mnohath, které koduji
povrchové proteiny. Zda se totiz, Zze v odgdivna imunitni Utok schistoma tlumi expresi silnych
antigeri, mezi které ¥tSina povrchovych proteinpati (Cardoscet al. 2008).

Complement C3

laM (Mug) .\\r{’ fragment !‘.".';'I_-"illu

Hostitelova krev

membrana # Tatraspanin 8 Carbonic
Shakl anhydrase
Glyceral-3-phosphate
£ Y Seneempens 2 Anion channel
HSP 70
200 kDo
Surface protein
Tegument Trn

Obr. 3. Tegumnet dosfze S. mansorv krevnimiegisti mySi. Repracovano dle Braschi and Wilson 2006

11.5 Vajika
Vajicka schistosom maji pozoruhodnou schopnost §ibjla vzniklou Thl odpowd a silrg

polarizovat imunitni odpad’ k Th2 (Pearcet al. 1991; Pearce and MacDonald 2002 citace dle
McManus and Loukas 2008 ). Th2 lymfocyty uugl IL-13, cytokin, ktery

stimuluje myofibroblasty k tvorbkolagenu. Kolem vajek se vytvéeji granulomy a jatra jsou
postiZzena fibrozou (Mentink-Kane and Wynn 2004; Weghal 2004 citace dle Pearce and
Presto se zd4, Ze je tento proces p¥dsp pro hostitele, protoZze blokuj&idky hepatotoxickych
antigerii uvoliovanych z vajika parazita (Hen®et al 2002). Polarizace k Th2 imunitni odgov
byla dlouho povazovana zayodce &chto patologii. Recentni data vSak naznia Zze gedchozi
vysledky byly matouci, a Ze ve skémesti je icinou morbidity Thl typ buktné odpo¥di

(Fallon 2000, Moraigt al. 2002 citace dle Moraist al.2008).
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Antigeny, které vyvolavaji tuto silnou Th2 odpdy jsou vSak zatim neznamé (Pearce and
Freitas 2008).

Rozpustny antigenni extrakt ziskany z #iS. mansonpisobi gimo na lidské krevni
basofily. Jak bylo zji$no Falconeet al (1996), po inkubaci bazafil(darci, se nikdy fedtim se
schistosomiazou nesetkali) s extraktem, byla paZora silnd degranulace, vypatrithistaminu,
sulfoleukotrieri a také se zvySila produkce IL-&htito bunkami. DalSi analyza odhalila, ze
pavodcem degranulace a expreseédidiych cytokini IL-4 a IL-13 bazofily je glykoprotein IPSE,
ktery je sodasti extraktu z vajek (Schramnet al 2003).

11. 6 AntigenyT. regenti
Takeé i infekci nespecifického hostitele, jsou jeho imuaitin systémem rozpoznavany

antigeny uvoliné schistosomou. Séra z pacieteri proctlali cerkariovou dermatitidu,
obsahovala specifické IgG proti TrH (homogenatrkaee) i TrE/S (cerkarialni
exkreiné/sekre&ni produkty) antigeim. Stej tak v sérech z re-infikovanych mysi se vyvinuly
antigen specifické IgM a IgG1 protilatky a zvySia celkova produkce IgE (Lichtenberg@ta
al. 2008). Lidské i mysi protilatky (IgE a 1gG1) seesfjicky vazaly na 34 kDa velkou molekulu
(Lichtenbergovéet al. 2008), které byla pozfl rozeznana, jako glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenaza (KaSret al. 2009). DalSi protein, ktery byl rozpoznan silngGL a IgE reakci,
byl identifikovan jako 25 kDa trioso-fosfat izomeea(Kasnyet al. 2009).

12. Vyvoj vakciny:
Schistosomoza je velmi roz8hé onemocmi. Trpi jim vic nez 200 miliahlidi. Je proto

velmi Zadouci vyvinout &innou vakcinu. DalSimiovodem této snahy jsou zaznamenatipauly
snizujici se citlivosti na pouzivan&igo, paraziquantel (PZQ) (Doenhoff and Pica-Mattacc
2006; Gryseelst al. 2006). Od komen¢ vyrakené vakciny se &kava, Ze by #la obsahovat
neutralizujici protilatky, které by blokovaly kbivé parazitarni proteiny, podilejici se ham
traveni krve nebo migraci tkémi (Loukaset al 2006). Nanes§ti je giprava @inné vakciny
ztizena mnoha faktory.

Z etickych divodia nemohou byt k vyzkumu pouzivani lid&t$inou se jako modelovy
organismus volittzné kmeny mysi. Vlastnosti imunitnich odpdvlidi a mysi si jsou v mnohém
podobné, ale také se od sebe odlisSuji, neni pisifg jak by vakcina vytwena pomoci mysiho
modelu fungovala (Abatat al 2006). V gipact pripravy vakciny protB. japonicunje situace
ztizena i tim, Ze tato schistosoma ma Sirokou tatsitiou zakladnu, kroflovéka napada dalsi
druhy Zivaiichu, ktefi funguji jako rezervoar pro reinfekce lidi. Prgganutné vytvait veterinarni

vakcinu, ktera by branilafenosu parazitna rezervoarova zigta (McManus and Loukas, 2008).
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Ktze je mistem, do kterého byhbyt zangten vyvoj anti-larvalni vakciny (Mountford and
Trottein, 2004). Vakcinace zavisla na IgE protiftk niZze gedstavovat problém, protoZe by
mohla potencialhindukovat anafylakticky Sok po vakcinaci (McMarargd Loukas, 2008).

Jeden ze zkoumanychigmhi navozeni protektivni imunity hostitele, je provagpomoci
oslabenych larev schistosom. Oslabeni bylo dosaded#ienim (UV, nebg-z&eni) €chto larev.
Oz&eni musi byt optimalni,ifis silné oz&ené cerkarie (80 krad) zahynothlem sedmi din
v kiizi a nejsou tak schopny navodit protektivni imurffdonstanet al 1990). Oz&ené cerkérie
penetruji pomaleji koZnimi vrstvami, prochazejzpezdnim i podkozZnimi lymfatickymi
uzlinami a opoduji i svij ptichod do plic (Mastiret al. 1983). Diky tomu ziska imunitni systém
dostatelkéasu ke své aktivacMuze vylepSovat imunitni rozpoznavani proti vystavany
antigerim (Dillon et al. 2008 citace dle Cardost al. 2008). Studie (nha mysich) pouZivajici
oz&ené cerkdrie ukazuji, Ze ochranézm byt vyvolana jak smiSenou Th1/Th2, stdpk i Thl
odpowdi a také polarizaci k Th2\(ynn and Hoffmann 20Q0Zatim neni mozné pouzivat tuto
vakcinaci pro lidi, ale jeifjatelné, aby se zahdjil jeji vyvoj z&glem veterinarni by
(McManus and Loukas 2008).

Velké nadje se vkladaji do vyvoje vakcin na zaldaahtigeri uvolhovanych jednotlivymi
stadii. Tyto antigeny se lisi i druh&@WVHO vybrala Sest kandidgtkteré podrobila nezavislym
testim. Jednalo se o tyto antigeBymansoniSm97 (paramyosin), GST (glutathion S-transferaza
28), rlrV5, Sm23, TPI (triosofosfat izomeraza) al@mBohuzel ani jeden z antigenedokazal
splnit vytteny cil, vyvolat alespp40% ochranu (Berquist and Colley, 1998).

V endemickeé oblasti vyskytu schistosomoézy (Brax#ieistuje mala skupina lidi, ktera je
prirozere rezistentni. To znamen4, Ze byla vystavena paregit nebyla nakazenas(pet byly
provadny kontroly stolice na vyskyt va&gk) a nikdy nebyla kena PZQ (Correa-Oliveirat al
2000). Imunitni odpax!’ na antigeny (ze schistosomuly a ddep S. mansonitéto rezistentni
skupinky byla porovnavana s odgolV pacieni s chronickym stadiem onemagrn. U
rezistentnich pacietpo stimulaci &mito antigeny stouply hladiny Thl i Th2 cytoki(Bahia-
Oliveiraet al 1996), u chronicky nemocnych se zvysila jen pkogul'h2 cytoki (Robertset al
1993). To naznauje, Ze rezistencé&cthto osob je zaloZena hlavna vzniku Th1l odpadi
(Correa-Oliveireaet al 2000). Tato skupina je velmiiposné pi vyvoji vakciny. Zkouma se, zda
jejich sérum reaguje nagukladané antigeny.

V soutasné dob ze objevuje novy typ vakcinace, ktery pouziva platovée DNA. Tyto
vakciny jsou schopny generovat jak Btmou tak humoralni imunitni odp&¥. Po vpraveni
plazmidu do biiky zatne tato sdm syntetizovat antigen a pddpgvoj imunitni odpo¥di. Tyto

vakciny vSak zatim byly ugpre pouZzity pouze ve veterinarni medi€iflmeret al 2006 ).
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13. Zawkr a podékovani

V této préci jsem se snaZila shrnout dosavadnigtkyro imunitni odposdi vedené hostiteli
proti jednotlivym stadiim schistosom. Tato imunitaipovd’ se prondnuje s postupem migrace
parazita&lem hostitele. B praniku kizi vyvolava penetrujici cerkéarie a péggo transformaci i
koZni schistosomula Th2 imunitni odgdV Pranik se projevi vznikem edému a dilataci cév. Plati
to i pro penetraci ptach schistosom.iPopakovaném gimiku do nespecifického hostitele
vyvolaji cerkariovou dermatitidu, kozni alergickimakci.

V plicich se schistosomula setkava s vyraznou finitni odpowdi. Plice, jsou mistem,
kde dochazi k neptSi eliminaci schistosom. Plicni schistosomulagdrzena biie¢nym
infiltratem, ktery ji obklopi. To rize vest k postupnému uhynu zachycena larvy.

V krevnimrecgisti, kde stravi schistosomytéinu svého Zivota, jsou vystaveny silnému Gtoku
serovych protilatek. Ovladaji vSadu unikovych mechanisimkteré jim pomahaji se hostitetov
imunitni opodi vyhnout. Dok&dZou navazané protilatky a kompletoed proteiny rozgpit.

Imunita v CNS je spojena s druhdmregenti Tato pt&i schistosoma migruje na misto svého
uréeni nervovou soustavoutiprimo infekci nespecifického hostiteleide proniknout i do jeho
nervové soustavy. Imunitni systém hostitele, sedzi eliminovat, dochazi tak ale k poSkozeni
vlastni nervové tkan cozZ se projevuje navenekznymi neuromotorickymi poruchami

DalSim mym vytenym cilem bylo popsat nejvyzna#i antigeny schistosom. Antigenni
struktury pochazejici z parazita daji pétk vzniku imunitni opowdi, kterd pokud je spré¥n
polarizovana, vede aZ k eliminaci parazita. dledité se zabyvat vyzkumem v této oblasti,
protoze mnohé z objevenych antigdsy mohly byt kléem k vyvoji vakciny proti schistosomoze.
Farmaceutické firmy nabizejidé&a proti této chorol ale v gipact nejpouzivagjSiho
praziquantelu jiz byla zaznamenana snizené citlipasziti.

. Diagnostika schistosomézy se provagkailika zpisoby. Klasicka cesta jegs detekci
vajec v mai ¢i stolici pacient., ale nejpouzivaijsi je imunodiagnostika.

Svoji budouci praci chci zattit na charakterizaci imunitni odpé&di specifického hostitele
(Anas platyrhynchos f. domestjqaroti antigetim ptati schistosomyl. regenti Chtla bych
zjistit, na které antigeny specificky hostitelgage a porovnat je s jiZ znamymi antigeny, 8a n
reaguji nespecifti hostitelé. Také se chci pokusit o diagnostikaétazuT. regentiptimo z krve
hostitele. V sotasné dob je nutné nakazeného praka usmrtit &rib\pritomost parazita pomoci
pitvy. V budoucnu by mohla byt ndkaza odhalena pdrapecifického antigenu, ktery by byl

rozpoznan protilatkami ptéknakazenych touto schistosomou.

Na zavr bych chéla na tomto mistpodtkovat svému Skoliteli Liboru MikeSovi za

obrovskou trplivost cenné rady,fipominky,clanky a, bez kterych by tato prace nevznikla.
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Stejre tak dtkuji své rodirg a gratelim za to, Ze mdrzeli nad vodou i v obdobi nejhorsi

,bakal&ské krize“.
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Abstrakt:
Motolice ¢eledi Schistosomatidae jsotuvodci zavaznych onemoéni lidi a hospodi&kych i

voln¢ Zijicich zviat. Imunitni systém napadenych hostitelzviji proti €mto parazitm dpowd’.
Ta je do zn&né miry tk&owve specifickd. V kZi hostitele se vyviji &Sinou odpowd’, v plicich
se polarizuje spiSe k Thl. V& schistosom maji pozoruhodnou schopnost vyvataits Th2
odpowd’. Granulomy kolem vajec jsouipinou patologickych zrn vnittnich orgaf a ve finale
az umrti hostitele. Imunitni systém reaguje nagamy vazané na povrchu parazita nebo na
antigeny, které sekretuje. Antigeny se liSi podlghd schistosomy, ale také podle vyvojového
stadia, které je exprimuje. Reakézmych hostital na stejny antigen se roziinmaze lisit.
Existuji 1éky proti schistosomoze, zatim vSak nabglvinuta dostataé¢ U¢inné vakcina.

Antigeny jsou zkoumany K moznému objevu &inné vakciny a maji i diagnosticky vyznam.

Kli¢ova slova:Schistosomoza, imunitni odpsal, antigeny, cerkariova dermatitida

Abstract:

The trematodes of the family Schistosomatidaecmesative agents of serious disease in
human beings and both domestic and wild animals.iffitmune system of infected hosts
develops a response against these parasites sTitgsue specific. The skin usually develops Th2
response in the lungs it rather polarizes to TlethisSosomes eggs have a remarkable ability to
induce a strong Th2 response. Granulomas arounegtigeare the cause of pathological changes
in inner organs sometimes leading to death of . The immune system responds to antigens
bound on the surface of the parasite, or to theeget antigens. Antigens vary according to
schistosome species, but also according to thda@mwental stage, which expresses them. The
reaction of different hosts on the same antigen atsy vary. There are drugs agains
schistosomiasis, however, no suficiently effectiaecine has been developed yet. developed
sufficiently effective vaccine. Antigens are beingestigated for possible discovery of an

effective vaccine and for the purpose of serodiago® of schistosomiasis.

Key words Schistosomiasis, immune response, antigens, rcardamatitis
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2. Uvod
Schistosomy s&adi mezi motolice s dvouhostitelskymi cykly vazamyra vodu, jejichz

cerkarie aktive napadaji hostitele. Jedn& se o parazityisavataki, jimz jako mezihostitelé
slouzi vodni plzi. Zastupceledi Schistosomatidae jsou na rozdil ¢ty ostatnich motolic
gonochoristé.

Poprveé byla ndkaza schistosomami popséatiawtka v roce 1851 dmeckym lékéem
Theodorem Bilharzem. Pr&podle objevitele bylo onemoéni, které schistosomy #pobuiji,
dlouho ozn#&ovano jako bilharziéza. Jedna se o tropické onegropondrné nizkou
mortalitou, ale velkou prevalenci v arealech swéfgkytu. Postizeni lidé maji vazné zdravotni
problémy. Dlouhy chronicky gbéh onemoc#ni vede aZ k Uplnému gzeni z pracovniho
procesu a zjsobuje tak nezanedbatelné ekonomickeé ztraty. Paatestik WHO je v sotasné
doke (k roku 2002) nakazeno 200 milidfidi v 74 zemich sita. Steji tak je schistosomoza
zvitat, hlavré dobytka, zasadnim veterinarnim problémem. Nej@iibdsi znané ekonomické
problémy, ale také nakazeny dobyteizm slouzit jako rezervoar pro infekci liddkierymi
druhy.

Jako specificky hostitel slouzZiovék negastji péti druhim schistosomSchistosoma
mansonj S. japonicumS. mekongi, S. intercalatuars. haematobiunPrvnictyti druhy
zpasobuji obvykle chronickou hepatitidu a intestindibfozu. S. haematobiume asociovana se
vznikem fibrézy, kalcifikace a zGzeni gmvého traktu (McManus and Loukas 2008). Navic lidé
mohou byt nahodnnakazeni i zwecimi druhy schistosom, na|s. bovis neboS. margrebowiei
a to nejen sasmi, ale také druhy, které napadaji ptaky apd Trichobilharzig). Ptasi
schistosomy se v8ak nedoké#igriniku do nespecifickeého hostitele vyvinout v délsp (Horak
et al 2002). Tyto pt& schistosomy i primoinfekci dokazou proniknout dédznych
hostitelovych tkani, n&pT. regentido nervoveé soustavy mysSi (Hradkova and Horak 20@29)o
T. szidatido plic (Horadk and Kol@va 2000). Ogtovné setkani hostitelova imunitniho systému
s pronikajicimi cerkariemi se projevuje jako ceiaa dermatitida, zattlivé kozni onemocini
(Horaket al. 2002).

VétSina dat pouZitych v této praci byla ziskdna naehmvého druhs. mansoniktery je
nejlépe prostudovan. Cyklus tohoto druhugderk udrzovan v laboratich. VEtSinou jsou jako
koneinych hostitelé s pouzivangané kmeny mysi.

Tato prace si klade za cil:
e Popsat pibéh imunitnich reakciip schistosomoze.

e Seznamit se s nejvyznamjsimi antigeny uvalovanymi jednotlivymi stédii.
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¢ Nastinit budouci mozny vyvoj vakciny proti schistogze.

3. Cyklus

Celed’ Schistosomatidae je charakteristicka dvouhoskijetiscyklem zahrnujicim vodniho
plze jako mezihostitele a teplokrevného obratlgege hostitele koneného. Cyklus (viz Obr.1)
ve &tSing pripadi zatina uvolrénim vajiéek z hostitele do vody, ta ma&gsto charakteristickou
stavbu siny s iznymi vybZky a trny. Ve vod se z vajka vlivem zngny osmotického tlaku
lihne pohyblivé stadium miracidium (Kassim and @ilison 1976, Bair and Etger 1973). To
aktivné vyhledava ve votldruhow specifickeého rskkyse, ktery slouzi jako mezihostitel.
Penetruje do jeho svalnaté nohy. V blizkosti mistaiku se vyviji v primarni (matskou)
sporocystu, v té vznikaji dalSi stadia, sekund@odiné) sporocysty. Ty migrujgtem mekkyse
do mista definitivni lokalizace, kterym je hepatok@as. Zde se uviiisekundarnich sporocyst
vyvijeji cerkarie, stadia, ktera se cyklicky utgji z infikovaného plze a penetrujé skiizk
kone&ného hostitele.

DalSi migrace zavisi na tom, zda se jedna o \@citi o nazalni druh. Visceralni
schistosomy (p&it mezi r¢ vSechny druhy schistosom napadajloiz¢ka) osidluji vnitni organy,
dospElci nazalnich drut ziji v tkanich nosni dutiny. Cerkarie po nalezeostitele pronikneies
jeho kiZi (viz. penetrace) a &éni se na schistosomulu. Ta gtsinou uziva k pohybu pele
hostitele cévni soustavu. Schistosomuadm rékolika dni domigruje do plic. Opusti cévu,
néjaky ¢as Zistdva v plicnim alveolu a poté se vraci do krevi@dte. Krevnim olghem je
zanesena az do mista definitivni lokalizace, kd#ojeorten vyvoj v dosplce. Misto definitivni
lokalizace se liSi podle druhu. Wipadt S. japonicunje to hepatoportalni systém zasobuijici jatra
(zejménavena portag v pripad S. haematobiuroévy urogenitalniho systému &umansoni
mezenterické cévy (Kumkatt al 2007). Zde se setkavaji®pohlavi. V gipadt zastupé rodu
Schistosomaamec sae samici ve ventralnitt¥ni ryze, nebolcanalis gynaecophorus dochazi
ke kopulaci. Samice vyprodukujéhem dne 300 az 3000 w&gk, paty se liSi podle druhu.
Vajicka nakladena do céviplusnych orgéainzpisobi zastlivou reakci, diky niz se dostanou do
lumen steva nebo do mwvych cest a vyjdou ven s vykalymoci (McManus and Loukas,
2008).

O nazalnich druzich nenfipps zndmo. Pdt mezi r& nag. Trichobilharzia regentiktera ma
mezi schistosomami, diky svému neurotropnimu chiogdyklu, znan¢ specifické postaveni.
Jednd se o schistosomu parazitujici u vrubozobtahiipPo penetraci do definitivniho hostitele
vyuziva schistosomula jako migrd cestu nervovou soustavu (Hoitkal 1999). Zgisobuje tak
svému hostitelitzné neuromotorické poruchy (Hradkova and Horak 2002s CNS se dostane

az do nosni dutiny. Préw tkanich nosni sliznice Ziji doslpi. DalSi zvlastnosti této schistosomy
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je to, ze se na rozdil od jinych dfumiracidium dostavéa z v&ja pri izoosmotickém tlaku jiz
v nosni dutig (Horaket al 1998a).

Z plze se do vody A\ = Infeleni stadium
Sporacyty v pla ) lWEIH cerlkare A= Diagnosticke st.
(nepohlavil mnoZent)

%/‘" }\

Po promilenuti ztrati
cerlaane ocasel a prement
se na schistosomulumn

Miracidium promloe

do tlkané plie LAl
Ervt rmpnye do jater,
lede dospiva O

/

9' ] mel?ﬁ mnc1 G

7. vajié ele SE\ ~ -"' " r Y
uvolni miracidia X i

o
- Sy E’ , oparovamnt dospélel mugrup do:
-_«:r_,'ru - ll" "'j B mesentericloyeh
= -‘r_ _.JEH!QH?‘JE“"’ \__' {‘-'F
S mansoni & haematobium stiev/konecnia
C ¢ Zlmho pletence

mocoveho méchyre
Obr.1 Zivotni cyklusS. mansoniS. japonicuma S. haematobiunPrepracovano z
[http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Schistosomiasistt

4.1 Penetrace cerkérie do definitivniho hostitel

Penetrace do hostitele probiha&siny druhi obdobi, jen s malymi rozdily. Cerkarie
v pribéhu penetrace odvrhuji vidhaty ocasek. Pomaha jim s tim na zadsiti €la umistny
svalovy limec. Nktefi autdi povazuji jeho odvrzeni za gétek transformace v schistosomulu
(He et al. 2005).

Pro pfinik do hostitele jsou cerkarie vybavenskalika druhy penetranich zlaz. U cerkaris.
mansonibyla popsana hlavova Zlaza, 2 pary preacetabaléar(dirkumacetabularnich) a 3 pary
postacetabularnich Zlaz (Stirewalt and Kruidenf#81t Dorsey 1976 ). Jedna se vZdy o
jednobur¢né zlazky.

Penetrani proces maatSinou ti kroky. Prvni faze je fichyceni cerkarie na povrclike.

Podret k trvalému kontaktu s hostitelovoiX daji cerkarii izné mastné kyseliny a hydrofilni
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extrakty. V gipact druhuS. mansondaji tento stimul ceramidy a diacylglyceroly na phwu
hostitele (Haast al. 1994). Nasleduje druhd faze, plazeni po povrchstitete a hledani
vhodného mista k vniknuti de@jnPosledni fazi je inik pres epidermis. Cerkérie stimulovana
nenasycenymi mastnymi kyselinami z povrclide kyselinou linolovou a linolenovou (Sheft

al. 1972), z&ne pomoci svalové kontrakce vypaus acetabulérnich Zlaz sekretoricka granula,
jejichz obsah narusuje hostitelovuiikdejich sloZeni se liSi podle toho, zda jsou pkogéana

v preacetabularniclij v cirkumacetabularnich Zldzach. Obsahuji protesgzgubstratovou
specifitou Wci proteimim hostitelovy kiZe.

V sekretech z cirkumacetabularnich Zlaz byly nalgzeerinové proteazy, nejznéjsi je
cerkariova elastaza (30 kDa) popsana u@lthmansona S. haematobiunTato proteaza &pi
keratin, laminin, kolagen IV, elastin a dalSi slpkkZze (McKerrow et al 1985; Marikovskyet
al. 1990). US. japonicummebyla v acetabularnich zlazach serinova protealezena (Chlichlia
et al. 2005).

Cysteinové peptidazy byly pozorovany u diigh mansoni, $aponicum(Klinkert et al
1989),ale také uT. regentia T.szidati(MikeS et al. 2005). Jedna se o tzv. cathepsiny B a L. Podle
hypotézy Daltoret al. (1996,1997) slouZi k lyzi svrchni zroho#lgtvrstvy kiZze. Daltoret al.
(1997) je pomoci immunolokalizai studie zjistil v postacetabularnich Zlaz&mmansoniByla
zaznamenana iffpomnost metaloproteazy u druBehistosoma douthittAmiri 1988), ale jedna
se o ojedinly ptipad. Déle se v sekretu postacetabularnich Zl&ajjlektiny a mucinové
polysacharidy. V obsahu preacetabulérnich Zlazeme nalézt velké mnoZstvi vapniku (Dresden
and Asch 1977, Mikeét al.2005). Zajimava jeiftomnost eikosanoid Neni zejmé, zda jsou
tyto latky, které vznikaji jako produkty degradamastnych kyselin, obsazeny v Zldzovych
sekrecichg¢i vznikaji preménou v Kizi obsazenych mastnych kyselin. Maji schopnosmitiu
imunitni reakci hostitele aigobi jako vazodilatatoryNevhutaluet al 1993.

Ve stevech lidskych schistosom byly objevenieshi cathepsiny, které schistosomy
vyuzivaji k traveni krevnich proteginJednalo se o cathepsiny B, C, D, E, F a L (Ca#tel
2004). Schistosomy pgatmezi prvousté ziwdchy, stevni obsah je vyvrhovan spolu se zbytky
trAveniny a do kontaktu s hostitelem se tak dostas@ievni proteéazy, kteréigobi histoliticky a
imunogeni (Skelly and Shomaker 2001). Cathepsin B1 je u Bchistosomé#okalizovan ve
strew (Caffreyet al 2004). (Dvaak et al. 2005) pozoroval, ze cathepsin B1 obsazenyiestst
T. regentidokazZe &tpit i myelin. Dol&kovaet al (2009) identifikovali novou cathepsin B
peptidazu, ktera je podobna cathepsinu B2 lidslspttistosom.

Zastupciceledi Schistosomatidaparazituji pouze u teplokrevnych obratldov€hemické a
strukturni sloZeni kozniho povrchu hostitsk ilis neliSi. Schistosomy vykazuji hostitelskou

specifitu, ale nap T. regentimize na zaklagstejnych signdil penetrovat i dokze svého



nespecifického hostitele. Nedokazedymvsak dokotit vyvoj (Horaket al 2002). Pokud se
jedna o prvni setkani hostitele se schistosomaiiiiererkarie proniknoutii a dokonce po
uréity ¢as fezivat v hostitelovych tkanich. V jistychipadech se schistosomdlyregentidokéazi
dostat az do hostitelovy nervoveé tkgiiradkova and Horak 2002). Stéjtak mohou penetrovat
do nespecifického hostitele i dalSi druhygta schistosom napTrichobilharzia szidatijejiz
schistosomuly jsou nachazeny v plicich nespecitibkyostitel (Hordk and Kol#ova 2000). B
opakovaném vystaveni nespecifického hostitel&iptachistosomam #gobuji penetrujici
cerkarie onemoemi nazyvané ,cerkariova dermatitida“ (Horékal. 2002). Jednéa se o
alergickou kozni reakci, ktera se projevujecasgji svédici vyrazkou, ale vékterych gipadech i
edémy, otoky uzlin a hotkami (Horaket al.2002).

4.2 Glykokalyx
Glykokalyx, kterym je krytodlo cerkarii je zn&n¢ imunogenni. Vazou se néjrjak lidske,

tak zvieci protilatky (Kemp 1972; Kemgt al. 1973 citace dle Samuelson and Caulfield 1985) a
je rozpoznavan i lidskym komplementem (Samuels@hGawlfield 1986). Je to v podsidt-2

um silna fibrilarni sf, ktera kryje parazitovato. Glykokalyx obsahujeradu sacharitl jako je L-
fukosa, D-galaktosa, D-glukosamin, D-galaktosamidrmanosa (Nandugt al 1991; Xuet al
1994) Je jimi tvéen z 82 % (Nanduet al. 1991). Nandurét al (1991) pozorovali, Ze glykokalyx
S. mansonnese celkovy zaporny naboj, ktery n#Sv zaporny naboj na ocasku, nez #la t
cerkarie. Bylo zji&tno, Ze i kdyZ se cerkarigigpieméné v schistosomulu glykokalyxu zbavuje,
jsou jest nekolik hodin po geméné na jejim povrchu patrné jeho zbytky (Samuelson and
Caulfield 1985).

Glykokalyx, ale i obsah Zlazek, jsou bohatym zdrogntigeri. Podhorsky et al. (2009) se
pokusili pouZzit vazbu specifickych lektima povrch cerkéril. szidatj T. frankiaT. regent;j jako
metodu k rozliSeniéthto druli. Navazené lektiny se vSak signifika&itmeliSily. Horaket al.
(1998) pozorovali, Ze schistosomdlaszidatisniZuje a nasle@niplré eliminuje uhlovodikove
epitopy na svém povrchu. Na ultrastrukturalni Urgerniento proces spojen se ztratou

glykokalyxu. Jedna se nejspis aigpb, kterym se snazi schistosomy vyhnout imuniipoesdi.

5. Migrace

Migrace ma #kolik fazi. Cerkérie a z ni se vyvijejici schistosda musi proniknoutips
rizné kozni vrstvy a poté migrovatgs dalSi organy, nez se dostanou na mistockéne
lokalizace. Opt se jeji ptibéh iSi podle toho, zda se jedna o visceralnnazalni skupinu,
ale také podle zkoumaného druhu. Nkllpad S. mansonaS. heamatobiummaji podobny

pribéh migrace, dermalnich cév dosdhne 90% schistoségnlibdin po infekci (p.i.).



Schistosomul\s. japonicunmizeme nalézt v dermalnich cévach dokonce uz 2 hqdiny
vétSina jich dosahne 24 hodin p.i. (deal. 2003). .

5.1. Migrace visceralnich druhi

Jako piklad zastupce visceralnich dfuham ntize poslouZit pravS. mansonijejiz biologie
je nejlépe prostudovana.

Po penetraci cerkariéigtava vstratum corneumlLezi zde rovnokrré s povrchemda. Jeji
dalSi migrace probiha Sikmagsstratum malpighiV této chvili jiZ probiha transformiai proces
na schistosomulu.

Méni pri tom svij metabolismus z aerobniho na anaerobni, stasdfbilnb povrchu a
morfologii. Cerkarie aktivé odvrhuji swj glykokalyx, ktery je zn&n¢ imunogenni. Transformace
se takeé poji siestavbou tegumentu. S jednotkovou (trojvrstevnoeinioranou tegumentu,
splyvaji méchyiky s rékolika vrstevnou sihou. Stava se z ni tak dvojita membrana, ta se jevi
v elektronovém transmisnim mikroskopu jako 7 vrsée(Hockley and McLaren 1973)

Poté, podle jedné z teorii, schistosomBlamansonopusti kizi a pomoci hlavove zlazy,

z které vypusti hustou granularni sekreci, prongieou cévy a dostane se do krevnfbtste
(Curwen and Wilson, 2003). Jini atiteastavaji nazor, ze hlavova Zlaza by mohla stouZzi

k opra¥ a prestavid penetraci poskozeného tegumentu (Dorsey 1976jaBakarni zlazky uz
jsou v této chvili prazdné (Stirewalt and Dorsey40 Schistosomula se necha proudem krve
zanest do plic, vstupuje do nich plicni arterii.

Nacasovani fichodu larev do plic se mezi jednotlivymi druhyi.l¥ ptipad S. mansoni
vrcholi grichod 5.-6. den p.i. , schistosom@yjaponicundomigruji do plic nejastji uz treti den
p.i. (Guiet al, 1995 citace dle Gobest al, 2006) V plicich schistosomula prséva dalsi
vyvoj. Vyviji se v plicnich kapilarach. Zguje povrch svého membranového tegumentu, mezi 3. a
8. dnem od infekce aZ 0 52% (Crabtreee and Wilt880 citace dle Simpson 1987). Bylo
pozorovano, Ze schistosomuly se mohsloem plicni faze migrace vyZivovat hostitelovou
plasmou. (Crabtree 1982 citace dle Simpson 1987is®somuly prolamuji 8hu kapilar a
vstupuji do plicnich alveal Zde se setkavaji s nejsi]&i imunitni odpo¥di (Crabtree and
Wilson 1986a citace dle Wilson 2009). Schistosonwbicich obvykle astavaji 3-4 dny
(Wilsonet al. 1986). Z alveal se schistosomuly dostanoubgo krevnihaeciste.

Z plic se schistosomuly dostévaji intravaskulaestou. Opusti plice a skrz plicni vénu se
dostanou do levé&asti srdce. Jsou pak krevniméblem distribuovany po celérilé. Vstoupi pak
splanchnickymi arteriemi skrz kapilarni ple¢edo hepato-portéalniho systémutisstanou
v jatrech. Zbylé schistosomululy sesvBapilarami vréati do plic a cirkuluji tak dlouhdokud se

také nedostanou do mista koneé lokalizace (Wheater and Wilson, 1979; Miller &kidison



1980; citace dle Simpson 1987 §H&m migrace portalnim systémem schistosomy&jioap

sparuji se (McManus and Loukas 2008).

5.2 Migrace nazalnich druhi
Krom T. regentije znamo skolik dalSich drufi nazélnich schistosom, naf@chistosoma

nasale Presto migrace nazélnich difuhikdy nebyla zkoumana na jiném modelu. Navic ndgra
schistosomulyf. regentije zn&né¢ specificka diky jejimu neurotropnimu chovani. Get§beh je
velmi rychly. Po penetracitii schistosomula vyhledava periferni nervy. Byla ndlezena jiz
1,5 dne po infekci. V dalSich dnech postupugspmichu (nélezy jiz 2 dny po infekci) a mozek
(12. den po infekci) az do mista své kamelokalizace. Zde, ve sliznici nazalni dutiny,ibyl
juvenilni ¢ervi zaznamenani uz 13. den. (Hradkova and Hoi@B2R Stoji za zminku, Ze délka
cyklu je odhadovana na pouhych 23 — 25 dni adiph infekce. (Horalet al.,1999; Kol&ovéaet
al., 2001).

6.1 Imunitni mechanismy
Povrch ¢la hostitele je kryt &zi. Ta je zodpo&dné za ochranu proti mechanickym,
fyzikalnim, chemickym i dalSim poskozenim. Ma zal(#abranit také gniku patogen
z vrejSiho prostedi. Ri praichodu hostitelovouiZi se cerkarie setkavaji s molekulami
a burg¢nymi slozkami nespecifické (vrozené, neadaptivspecifické (adaptivni) imunity.
Nespecificka imunita je vyvoj@vpavodrejSi nez imunita specificka. Tyto sloZzky imunity jso
v organismu fitomny jiz gred z&atkem infekce. Mohou tak zahdjit obranu proti patagténst
okamzit (radow v desitkach minut). Funguji na principu toho, €aguji na strukturnii funkéni
podobnosti cizorodych struktur. Vybiraji ty, ktgséu spoléné pro velké skupiny patogén
Nespecificka imunita pod sebe zahrnuje fagocytugilel také cytotoxicke liky (burgcné
slozky), komplement, lektiny a interferony (humaiadlozky).
Specifick& (ziskan&) imunitni odp&al se vyvinula pozgi. Na tuto skuténost se usuzuje
z toho divodu, Ze tento jeji typ nalézame az u obratiokcle zdokonaluje praci i zdéifpmnych
slozek nespecifické imunity. \éle organismu je iitomno obrovské mnozstvi imunitnich slozek,
které jsou schopny vysoce specificky reagovat niftry, které nejsottu viastni. Humoralni
slozky jsou reprezentovany protilatkami, Bame slozky zastupuji hlagntizné druhy lymfocy.
Kli¢ovym momentem imunitni odpédi je rozhodnuti, zda seigloni k tzv. Th1¢i k Th2

reakci.

6.1.1 Th1l typ imunitni odpowdi
Jinak Ize tuto reakci ozt také jako zaétlivou. Pokud se nezraly CD4+ (cluster of

differentiation) T-lymfocyt setka s makrofagem,t@a svéem MHC Il (major histokompatibility



complex) vystavuje fragmenty patogenaize tyto peptidové struktury rozeznat svym TCR (T-
cell receptor). T- lymfocytovy prekurzor se navazeinfikovany makrofag pomoci TCR a dalSich
ligandi a receptat. Infikovany makrofag vysle soubor sighahejen pes ligandové spojeni, ale
také humoral& Produkuje IL-12, ktery podporujégmenu prekurzoru v Thl-lymfocyt, ktery ma
za ukol se dit, aby vznikla skupina klolhrozeznavajicich danou strukturu parazita. Sam$-T
lymfocyty produkuji IL-2, ktery ma autokrinni funkdodporuje jejich mnozeni a proliferaci. T
h1-lymfocyty maji za ukol aktivovat makrofagy. Péalji to sekreci IFNy, ktery makofagy
berou jako signal proipchod do aktivovaného stavu. Aktivované makrofagylituji do okoli
dalsi latky, které stimuluji dalSi T-lymfocyty.

Tento typ imunitni odpaidi se obvykle upldiuje proti intracelularnim paragin (HoejSi and
Bartinkova 2005 ).

6.1.2 Th2 typ imunitni odpodi
Prekurzorovy T-lymfocyt se fize diferenciovat v Th2-lymfocyt pokud se setka SCAP

(antigen-presenting cell), ktera ma na povrchu MH@a kterém je navazan cizorody fragment,
ktery je T-prekurzorem rozeznanulBzité je, aby v okoli byla vysoka hladina IL-4ekf je pro
vyvin v Th2-lymfocyt nezbytny. Prekurzorovy T-lyntdgt se pomoci TCR, adhezivnich molekul
a kostimul&nich proteii navaze na APC.uBobici signaly daji podhk tomu, aby se
z prekurzoru stal Th2-lymfocyt a zahdjilo se jeltedi a proliferace. Hotové Th2-lymfocyty maji
za ukol pomoci volnychi membrano¥ vazanych cytokit stimulovat vznik co nejvice kla@inB-
lymfocyta, které se vazou na danou patogenni strukturu.

Th2 odpo¥d’ je asociované s tvorbou protilatek. B-lymfocytiemenéné vlivem setkani
s antigenem v plazmatickéiiy, produkuji imunoglobuliny (1g), které jsou vayama jejich
povrchu (IgM a IgD), nebo jsou jimi sekretovanyaamli (IgG1-19G4, IgAl, IgA2, IgE).
Protilatky opsonizuji a neutralizuji patogeny agedtruktury a funguji jako aktivatory
komplementu.

Tato imunitni reakce je ¥le pouzivana z pravidla v boji proti extracelul&nmaraziim
(HorejSi and Baftinkova 2005).

7. Imunita v kazi

Zda se, ze imunitni udalosti vk na p&atku infekce schistosomami, hrafilezitou
v plicich (Mountford and Trottein, 2004). Podle Haret al. (2000) jsou praymolekuly, které se
uvoliuji béhem penetrace cerkéarie doze, prvni parazitarni proteiny, s kterymi se hektit

imunitni systém setkava.
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V jednotlivych vrstvach &ze, jimiz cerkarie prochéztigpenetraci, se mohou setkatmtto
typy hostitelovych buk: v epidermis s keratinocyty, melanocyty, intrael@lnimi lymfocyty
nebo Langerhansovymi tikami. V dermis se setkavaji s hl&mfibroblasty, mastocyty a
v malém mnozstvi s paitovymi T-lymfocyty. Mnohé zdchto burtk maji vyznamny podil na
vzniku imunitni odpowdi v kaZi proti invadujicim cerkariim.

Vznik imunitni reakce v&i byl studovan na oténim oslabenych cerkariich. Po té co byl
modelovy organismus (myS) vystaveémto cerkariim, se vyvijela nize popsana imunitni
odpowd.

Schistosomuly penetrujiciiki vyvolavaji okamzité uvolmi zargtlivych cytokini,
makrofagy produkovanych z&tivych proteimi (macrophage inflammatory protein) MiR-&
MIP-1B. Ty vedou k rychlému a kratkodobému nastupu produk-6 a IL-13 (Hogget al.2003)
a v odpo¥di na rE jsou uvolreny dalSi cytokiny, vetre IL-12 a IL-18 (Mountford and Trottein
2004). MIP -t a MIP — B takeé funguji jako atraktanty pro monocyty, lymfocg nezralé
dendritické biiky (Taubet al 1993; Sozzaret al 1997; Yinget al 2001 citace dle Hoget al
2003a).

Senzitizace &Ze zmsobena cerkarii je asociovana s produkcipL-Produkuji ho
Langerhansovy hiky (LC) a funguje jako autokrinni signal pro migrdo dermis (Enlet al.
1993 citace dle Kimbeat al 1998) a psobi také na keratinocyty (KC), které stimuluje
k uvolovani TNFe (Kimber and Cumberbatch, 1992 citace dle Angedl.2001), ktery dava
LC sekundarni signal k opusi epidermis. Za normalnich podminek jsou LC sppjen
s keratinocyty pomoci E-cadherinu (Tagtgal. 1993). Ri setkani s patogenem, v tomtpgact
s cerkérii, LC pohlti jeho antigeny, vlivem I3 TNFa klesne exprese E-cadherinu, LC se
uvolni ze sousedstvi KC a migruji do nejblizsi lgtidké uzliny. LC jsou vlastnantigen
prezentuji dendritické hiky, které vystavi fragmenty parazitarnich antigea svych MHC |l
téidy, kde je rozeznavaji naivni T-lymfocyty, ktegétimto zgisobem stimuluji k pomnozZeni
(Romaniet al. 2003a citace dle Kumkaét al. 2007). Recentni prace, ragumkateet al (2007)
vSak rozpoutaly diskusi, zda LC nemaji v imunitnict&lostech spojenych s penetraci cerkarii
spiSe regukni nez stimulani roli. Stoitzner et al.(2006) rozviji teorii, héavni tloha CD 207+
LC spaiva spiSe nez v iniciaci imunitnich mechaniswkiizové prezentaci antigg@mavéazanych
na MHC | dalSim APC v koznich lymfatickych uzlinach

LC samy produkujfadu cytokiri, nag. IL-1pB, IL-6, IL-12 a IL-15 (Enket al. 1993). T-
lymfocyty aktivované pomoci LC migruji 2pdo kize a zalezi na druhu a koncentraci cytdkin
s kterymi se zde setkaji, zda se vyvinou v Th1l nidlymfocyty.

Pri praniku hostitelovou &Zi zpisobuji schistosomy hostiteli edémy a dilataci genifch

cev. Vzagti nasleduje vtok neutrofila pozdiji i dalSich bugk do kize (Hogget al. 2003). Je
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zajimavé, ze se liSi slozeni sekretovanych cytogindle druhu penetrujici schistosomuly.
Vlivem infekce cerkariem$. haematobiuree zvySily hladiny IL-1ra, IL-10 a TNE podobr
reagoval imunitni systéntimapadenS. mansoniPenetrace cerkari japonicunvyvolala
vzestup sekrecél-f, IL-1ra, IL-2, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18 a TNFa (He, et al. 2003).

Keratinocyty ovlivauji imunitni odpo¥d’ v kaZi tim, Ze produkuji dalStizné cytokiny a to
jak prozastlivé, nag. IL-1a, IL-18, TNF-u, IL-6, IL-7 a IL-12, tak také ty, co zénhpotlaiuji,
nag. IL-1ra a IL-10 (Chu and Morris 1989).

Polaizace k Thl odpasdi je zprostedkovana pomoci dvou cytokin INF-y a IL-2. K Th2
se imunitni odpodd’ prikloni, pokud jsou do prostdi sekretovany IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13.
Makrofagy jsou podle Bentlest al. (1981) prvni bu&ny typ aktivovany penetraci cerkarie.
Akumuluji se kolem schistosomuly (Crabtree and @il4986). Tyto akumulované makrofagy
mohou zabit schistosomulud@aa odliSnymi mechanismy. Prvni je nezavisli Higopnnosti
protilatek navazanych na povrchu schistosomulypilestedkovan makrofagy aktivovanymi
pomoci IFNy, které zabiji schistosomulu produkci toxickych afetiti, nag. pomoci NO
(James 1986). Pro spast druhého zfisobu zabiti schistosomul, je peba aby na jejich povrchu
byly navazany antiparazitalni protilatky. Makrofégg/tak diky nim mohou navazat na
schistosomulu a vypustit na jejich tegument sekieké granula (Butterworth 1984).

Presto je imunitnim systémem rozpoznana a zadrzé&haiyen velmi mal&éast penetrujicich
schistosom (Wilson, 2009). Podle Mangold and D4&83) gekoné kozni bariéru¢chem 5-7
dna po infekci, @i pouZziti mySiho modelu, az 90% cerk&iimansoniSchistosomy si totiz
vyvinuly celoufradu mechanisih jejichz pomoci unikaji imunitnimu systému hodéte

Jednim ze zjsohi vyhnuti je odhozeni glykokalyxuigpiemsné cerkérie v schistosomulu.
Glykokalyx aktivuje alternativni cestu komplemefiias da Silva and Kazatchkine 1980) a
stimuluje produkci protilatek (Kemgt al1973; Horak et al. 1998b).

Dalsim zgisobem Uniku je vyuZitigsobeni eikosanoidna regulaci imunitniho systému
hostitele. Mezi eikosanoidyieme z#adit i prostaglandiny. Bylo popsano, ze syntézalinv
malého mnozstvi (pmol) prostaglandinp(EGE), tlumi produkci IL-12 a zvySuji sekreci IL-10
(Van der Pouw Kraan et al. 1995, Enk and Katz 19B#&obenim parazita na kyselinu
arachidonovou vznika PGERuzicka and Printz, 1984 citace dle Ramaswatrgt 2000), ktery
pasobi na mysi i lidské keratinocyty a stimuluje jpridukci IL-10. Dokaze tak utlumit
vznikajici kozni zagtlivou reakci (Ramaswamsgt al. 2000).

DalSi prostaglandin, ktery ovilwje imunitni pochody i kozni infekciS. mansonije PGD.
Pasobina kozni Langerhansovy tiky a zpomaluje jejich migraci do lymfatickych uzliangeli
et al 2001)
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V neposlednfact dokazeS. mansonmoci serinové proteazy (28 kDa), r@pst navazané
komplementové proteiny C3, C3b a C9 (Marikovekyl. 1990).
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Obr.2 Migrace a imunitni odpéd’ v kaZi, proti oz&enim oslabené cerkaris ( mansoniv mysim
modelu.Vys¥tlivky: BM, bazalni membréana, E, epidermis, D, dexn$C,stratum corneum

sdLN, podkozni lymfaticka uzlinai&racovano od Mountford and Trottein (2004)

7.1 Cerkariova dermatitida — imunitni reakce nespeifickych hostitel:

Zda se, Ze pta schistosomy penetruji rychleji, nez druhy napadagavce. Plati to jak pro
prinik kazi specifického i nespecifického hostitele. Cerkariszidati pro plny vstup do lidské
kuze potebuje 4 min (Haas and Haeberlein 2009).

Cerkériova dermatitida Zigobovana ptdmi druhy schistosom, n&jsgji rodem
Trichobilharzia(Horaket al 2002), je alergicka hypersenzitivni kozni realitera se vyviji po
opakované penetraci cerkérii divk nespecifickych hostitiel Nekteré druhy pt&ich schistosom
(T. szidati, T. regentiatd.) dok&Zou proniknout déla savé, ale ¥tSina jich zahynedhem
nékolika dni po vniknuti (Haas and Pietsch, 1991; Kimva et al, 2004). Pronikajici cerkarie
mohou ’jaky ¢as feZivat v hostitelovych tkanich, dokazou se tramsévat na schistosomulu,
ale nedokazou vyvoj doko.

Kolem mista piniku se vytvéi edém (Horalet al 2002). Otok je vyvolan mastocyty a

makrofagy produkovanym histaminem (van Loveeeal, 1997 citace dle Kdilova et al
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2004). Do mista f@niku jsou navic atrahovany leukocyty jako neutsgfdosinofily, makrofagy,
CD4+ lymfocyty a mastocyty (Kdilova et al. 2004).

Kourilova et al (2004) objasnili mechanismy imunitni odgdvpii primarnim, ale takéip
opétovném setkani nespecifického hostitele s penetmiiptatimi schistosomami.

Pri prvnim setkani nespecifického hostitele byva iitnirreakce mirgSi. Po prvni infekci
zpasobendT. regentije prvnich gkolik hodin po penetraci (1-6) z&nprovazen uvalovanim IL-
1B, IL-6 a IL-12p40. Antigenem stimulované lymfocyagpovidaji na prvni setkani s pronikajici
cerkarii smiSenou Th1/Th2 cytokinovou odpdiv i opakovaném vystaveni cerkariiimregenti
(4x) byla zaznamenéana jasna Th2 polarizace s dotmhsekreci IL-4 a IL-5. Tato polarizace
byla dokazana i zvySenim antigeérspecifickych sérovych protilatek IgM, IgG1 a IgE,

nésledujicim po hostiteléwneékolikanasobné infekci (Lichtenbergoeéal. 2008).

8. Imunita v plicich
Plice hraji podle Wilsoet al. (1986) hlavni roli v eliminaciiichozich schistosomul.

Schistosomuly v plicichdZn¢ setrvavaji 3-4 dny,dhem nichZ se vyviji aifpravuji

k opetovnému vstupu do krevnilteciste (Wilson et al. 1986 Harropet al (2000) nazn&uji, ze
plice mohou byt mistem, v kterém schistosomeleohk dni zistava a zriény, které zde
probihaji, ji gizptsobi k dalSi migraci. Proto je v tomto obdobi eélk zasahu imunitniho
systému.

Schistosomuly fichazejici do plic vyvolavaji zétlivou reakci, shlukne se kolem nich kdny
infiltrat, ktery je sloZen fevazrge s CD4+ lymfocyt a makrofag (von Lichtenberget al. 1985;
Crabtree and Wilson 1986 ). Zda se, Ze tytaklgwytvori bariéru, kterd brani schistosomule
v dalSi migraci (Crabtree and Wilson 1986; Couland Wilson 1988). Dean and Mangold (1992)
popsali, Ze takto zachycena larva 8kdm rtkolika dni zmensSuje a dadne. Neumira vSak

v plicich. Jednou z moznosti odsianhtéchto larev je pomodiasinkoveho epitelu v trachei, ktery
je vwnese ven. Poté jsou eventdalglouceny gastroinetstinalnim traktem.

IFN- vy, produkovany CD4+ Thl lymfocyty (Smythiesal 1992) je kltovy cytokin, protoZe je
to predpokladany aktivator makrofagMenson and Wilson 1989). Ty &pifi funkci
efektorovych buék (James 1986 citace dle Smythies et al. 19929nimi odpo¥d’ v plicich je
zavisla na CD4+ Th-lymfocytech (Vignadt al. 1989 citace dle Mountforet al 1995). U mysSi
vakcinované oz&nymi cerkariemi, fichod parazita do plic rychle vyvola kontaktni &an
Produkce IFN« stimuluje produkci NO tim, Zeipobi na syntazu oxidu dusnatého (Kaneijal
1993). NO vSak nehraje hlavni roli v eliminaci stbsom v plicich (Wilson 1998). Bylo zjéto,
Ze gitomnost erytrocyt eliminuje cytotoxicky dinek NO, v krevnintecisti jsou tak
schistosomuly fed jeho gsobenim chr&my (Coulsoret al 1998).
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Antigeny ziskané z plicni schistosomuly jsainté stimulatory proliferace lymfodyta sekrece

vvvvvv

9. Imunita v krvi
S. mansoniale i dalSi druhy visceralnich schistosomfipaezi parazity, ki stravi &tSinu

svého zivota v intravaskularnim priesii (Oswalcet al 1994) a dokazi zdegrivat az #kolik
desitek let (Harrigt al 1984). Schistosomuly a da$@ schistosmom jsou kryty pérvyvinutym
heptalaminarnim tegumentem (neodermis). Jedné&saw/b zdvojenou cytoplazmatickou
membranu, které kryje syncytium na povrchu pargziaa Hellemonckt al 2006). McLaren and
Hockley (1977) a Wiegtt al (1988) se domnivaji, Ze tato struktura, ktendiwmna na povrchu
krevnich zastupcdigenei, je dlezitd adaptace pomahajici parazétpieziti v krevnim prosedi.

V krevni plasng jsou gitomny komplementové proteiny. V krevnietisti se dosplci
schistosom setkavaji se silnou protilatkovou odgavBraschi and Wilson (2006) pozorovali, Ze
se na povrch tegumen8i mansonivaze komplementovy protein C3 a hostitelovy
imunoglobuliny IgM, 1gG1 a IgG3 (viz obr. 3)

Schistosom vSak disponuji schopnostmi, ktera jgapiuje hostiteli boj sdmito parazity.
Dokézou totiz hostitelovu imunitni odpa¥ utlumit ¢i se ji aspsne vyhnout (Angeliet al 2001,
Ramaswamyt al 2000). Vet jejich anikovych mechanisine velmi pestry a jistbudou
postupr odhaleny i dalSi Zisoby, jimiZ gisobi na hostitelovu imunitu.

DAF- dendritické biiky, které jsou satasti imunitniho systému hostitele maji na svém
povrchu 70 kDa membréanovy protein (delay/decaylacatng factor), jehoZz pomoci imunitni
systém hostitele tlumi aktivaci alternativni a id&é cesty komplementu@s C3 konvertazu
(Mendofet al. 1984). Schistosomy jsou schopné tento proteinmmglomovat do vlastni mebrany
a in¢é se tak branit napadeni komplementovymi proteififfaet al. 1991).

Paramyosin, vdzany v membg&egumentu schistosom je také schopny zamezitaaditiv
komplementoveé kaskady. Vaze na se be C1q a diky ssmenize rozvinout klasicka cesta
komplementové aktivace (Husleral 1996).

Schistosomy také vyuzivaji k maskovani svych tequaraich antigennich epitép
membranové komponenty ziskané z hostitelovych@yti. Schistosomul&. mansoni
exkretuje do svého okoli monopalmitoyl-PC, kterpik& jako odpadni produkiipperiodickée
obmeng tegumentu. #obi lysi erytrocyt. Casti membran z lizovanych erytrogytouzije parazit
k vlastnimu maskovani (Caulfield and Cianci 1986la@et al 1986 citace dle van Hellemoetl
al. 2006).
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Membrana tegumentu také obsahuje pro schistospegjfieky lyso-fosfatidyl serin (lyso-
PS). Tato molekula je schopna aktivovat Toll likeeptor 2. Bsobi na dendritické Hilky,
potlatuje produkci IL-12, a tak indukuje vznik Th2 imumitbdpowdi. Tento imuno-supresivni
mechanismus tak nejspiSe napomaha dlouhé&eiivani parazita uviihostitele (van der Klegt
al. 2002).

10. Imunita v CNS —T. regenti:
T. regentj na rozdil od vSech znamych déuteledi Schistosomatidae, migruje do mista

koneiného uéeni nervovou soustavou. Penetrujgik prochazi perifernimi nervy.
Prostednictvim michy a prodlouzené michy domigruje dakoo Zde pokréuje pes hemisféry
a bulbus olfactorius do nosni dutiny (Hoetkal 1999, Hradkova and Horak 2002).

Jak popisuje Lichtenbergowd al. (2009), po ndkaze mySiho modelu cerkarigmegentj
muzeme jiz po 2 dnech sledovatasek infekce v CNS. Histologicka vyseni, ktera provedli
Kolarovaet al (2001), ukazala, zZe se vyviji silna géina reakce kolem schistosomul, ktera vede
az k eosinofilni meningiti&l Byly pozorovany distrofni a nekrotické Zny neurori. Takeé byla
zaznamenana zvySena proliferace astioeygedé i bilé hmeétmichy. Parazit vyvolava expresi
MHC Il na povrchu astrocyta také se diky jeharffpomnosti zvySuje exprese ICAM-1 na povrchu
endotelia. ICAM-1 je adhezivni molekula, ktera ufinge vtok CD4+ lymfocyli a makrofad
(Lichtenbergovéet al. 2009).

Jsou také zaznamenanyigady lidské neuroschistosomézy. Jésgbena vagky
schistosomhlavre druhyS. japonicumS. mansoniS. heamatobiupktera jsou do CNS zanesena
krevnimreciSttm. Zda se, Ze mira poSkozeni CNS je zavislatitarpnosti parazitovych vajec v
nervové tkani a na hostitel®¥munitni odpo¥di (Scrimgeour and GajduSek 1985; Pittella 1997

citace dle Ferrart al 2008).

11.1 Antigeny schistosom
Antigeny by se daly definovat jako latky (molekuyligeré jsou fi setkani s bikami imunitniho

systém rozpoznany a n&mje imunitni systém schopen zareagovat tvorbouaifgeych
protilatek, nebo specifické b&mné odpo¥di. Takovéto molekuly jsou sami@me sowasti tla
parazifi. P¥i setkani s nimi se aktivuje hostiiglimunitni systém. Zivotni cyklus schistosom je
velmi slozity. Jednotliva Zivotni stadia se prothiguji nejen morfologicky, ale také strukturnim
sloZzenim svéhcla. LiSi se tudizZ i antigeny, které jsou jednotiiviystadii exprimovany.
Antigeny lze obechirozclit na dva typy, sekini a membranayvazané. Jak napovida nazev,
sekr&ni antigeny jsou uvdibvany z parazita do prdsti, vazané jsou zakotveny na jeho
povrchu.Krong toho mizeme vylenit antigeny somaticke, tviei strukturni a cytoplazmatickou

slozku v €le parazita.
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Prehled nejdlezit¢jSich antigen je uveden v tabulce 1.V textu pod tabulkou jsou

charakterizovany nejvyznargi antigeny, které jsou oproti jinym |épe prozkauny, jsou

pouzivany v diagnostice, nebo jsou kandidaty nalwvakciny. Zartila jsem se fevazig na

antigenyS. mansoniprotoze jsou nejlépe prostudovany a existujech nejvice literatury.

Tabulka antigeih schistosom

ZKRATKA NAZEV VELIKOS CHARAKTERISTIKA STADIUM
T [KDA] LOKALIZACE
PROTEINU
1. Sm28GST Glutation-S 28 Detoxifikani enzym V8echna vyvojova stadia
transferaza Protein lokalizovany krom nedozralych vajek
v tegumentu, v
parenchymu, v epitelu
jicnu a genitalii
2. SG3PDH Glyceraldehyd-3 42 Metabolicky Povrchovy | Schistosomuly; Dosiici
fosfat protein enzym
dehydrogenaza
3. PGK Fosfoglycerat 45 Metabolicky enzym Schistosomuly;
kinasa Tegument Dosglci
4, Smp80 Calpain 80 Ca2+ dependentni Dosglci
cysteinova peptidaza
Tegument a pod nim lezigi
svalovina
5. Le* Lewis X antigen Povrchovy glykoprotein VSechnaepva stadia
6. Sm97 Paramyosin 97 Svalovy protein Tegumgrichistosomuly; Dosfici
a pod nim lezici svaloving
7. Irv-5 Irradiation- 200 Tegumentarni protein a | Plicni schistosomuly;
asociated vaccing v penetranich zlazach Cerkarie
antigen
8. Sm14/FABP | Mastné kyseliny 14,8 Membranovy protein a | Schistosomuly
vazajici protein epitel steva
9. Sm 23/Sj23 | Tetraspaninovy 23 Membranovy a gtvni Dosglci
membranovy antigen
protein
10. | Sm28 (TPI) | Triosa-fosfat 28 Glykoliticky enzym, u Nové transformovana
isomeraza vSech stadii na povrchu, yschistosomula
nekterych navic ve gtwe
11. | Sm29 29 Tegumnetarni Schistosomuly; Dositci

membranovy protein
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12. | SOD Superoxid Tegumentarni aigvni

dismutaza epitel
13. | SmTSP-1 Tetraspanin Integralni membranovy | Dosglci
protein
14. | SmTSP-2 Tetraspanin Integralni membranovy | Dosglci
protein
15. | SmRP44 Fruktoso 1,6 44 Dosplci
bisfosfat adolaza
16. | Sm31 Cathepsin B S$evni cysteinova Cerkarie, Schistosomuly,;
protedza Dosplci
17. | Sm32 Hemoglobinaza Asparaginilova Cerkarie. Schistosomuly;
endopeptidasa Dosplci
18. | Sm22,6/ 22,6 Protein obsazeny Schistosomuly; Dosjici
Sj22,6 v tegumentu s sliznici
19. |Sm 22,3/ 22 Dosplci
RP26
20. | Sm30 Cerkériova 30 Circumacetabularni zlazy| Cerkarie
elastaza

Tabulka 1. Antigeny schistosog mansoniS. haematobiuraS. japonicum
Vysweétlivky: 18 .(Websteet al. 1996; Stein and David 1986; Fitzsimmeiral 2007)

Odhalovéni cirkulujicich antigérschistosom v séru a rigacienti pomaha g
imunologické diagnosticerpurcovani ndkazy schistosomésou (Simpson and Smitlo&s) 1
Z vySe uvedenych antigéfsou k této diagnostice vyuzivany tyto:

RP26, ktery odpovida na 99% genu Sm22,3. S 89% citlivibsttekuje akutni fazi
schistosomézy, Ize ho vyuzivat jako imunodiagn&stimarker. Nativni protein byl nalezen
pouze ve frakci z dosfca (Makarovaet al 2003).

Sm31/Sm32jsou povaZzovany za uziteé antigeny poméhajici v diagnostice schistosomozy
zvlase v endemickych oblastech (El-Sayeidal. 1998). Ruppeét al 1990 zjistil, Ze se s jejich
pomoci daji na 98% odhalit jedinci vylujici vejce schistosom.

11.2 Cerkéarie
Pri transformaci cerkarie v schistosomulu je uvolo ugité mnoZzstvi molekul. Podle

Mountford and Harrop (1998) je tdiblizné 12 hlavnich proteiin kterych se cerkarie zprosti
béhem prvnich 3 hodin transformaceit$ina €chto proteiid je zatim nezndmé (Harrap al
1999). Nicmeéa bylo jiz popsano &kolik molekul antigefi, asociovanych s timto vyvojovym
stadiem.
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Jednim z nich je 30 kDeerkéariova elastaza Je obsazena v cirkum acetabularnich Zlazach
cerkarii. Bylo zjis¢no, Ze je tento enzym séimozpoznavan séry ziskanymi od lidi infikovanych
S. mansoniS. japonicunaS. haematobiur{Toy et al 1987 citace dle Baghat and Ruppel 2002).
Bahgat et al. (2001) vSak pozorovali, ze i kdyperkmentalni iminuzace vede k produkci
protilatek, Bhem girozené infekce cerkariova elastaza nedokaze vijedaou protilatkovou
odpowd.

DalSim jsouSm31/Sm32proteazy. Sm31 byl charakterizovan jako u schistogritomny
cathepsin B. Byl nalezen v acetabulérnich ZlazBetitgnet al. 1997). Sm32 byla dena jako
asparaginyl endopeptidaza (Tettal 1999), které je lokalizovana v hlavové Zlaze aeik(El
Meanawyet al. 1990). Hlavi jsou vSak tyto d¥ proteazy lokalizovany veigte schistosomul a
dosglcu (Caffreyet al. 2004).

11.3 Schistosomuly
Mezi potenciélni zdroje antigériohoto stadia Ize zahrnout hlavovou Zlazu, z&tnéetevo a

material odhozeny z tegumentéhiem jeho pestavby (Mountford and Harrop 1998). Bylo
zjisteno, Ze antigeny ziskané z plicni schistosomuly 18magi zvySeni produkce IN#-v daleko
mensim mnozstvi podporuji uvalvani IL-4.

V¢étSina antigef piitomnych u schistosomul, je lokalizovana i v ddém stadiu. Proto se

dulezitymi antigeny, které maji ¢tstadia, spokné zabyvam v kapitole 11.4.

11.4 Dosplci:
Na antigeny je velmi bohaty povrch dékgh ¢ervii zvany tegument (neodermis). Tegument

by se dal popsat jako syncytium kryté dvouvrstevmambranou obklopujici celou schistosomu
(van Hellemoncet al 2006). Antigeny asociované s tegumentem jsouazanmy na obr. 3.

Vyskyt Sm28/Sh GTS(glutathion S-transferazy 28) byl pozorovan u ¥Segvojovych stadii
s vyjimkou nedosgych vajec (Porchett al 1994). Byl zaznamenan v tegumentu, v parenchymu,
v epitelu jicnu i v epitelu genitalii (Liet al. 1996). Jejim hlavnim Ukolem, je detoxifikace
produkii vznikajicich @i oxidativnim metabolismu na membebfWalkeret al. 1993 citace dle
Boulangeret al 1995). Bylo zji&no, Ze tato molekula, pouZzita k imunizaciiegiho modelu
(pavian), vede k potteni fekundity schistosom (Boulangaral.1991). Indukuje signifikantni
IgE a IgA protilatkovou odpad’, ktera koreluje s rezistenci paci@ifl-Sherbinyet al 2003).

42 kDa bend ziskany ze solubilniho extraktu diygih jedind S. mansoniodpovida
SG3DPH(glycerraldehyd-3 fosfat dehydrogenéaze). V sé&mopere rezistentnich pacieinbyla
tato molekula rozpoznana IgG1, IgG3 a IgA protiéati. Také vyvolava sekreci IL-4 a INFa
proliferaci lymfocyti u jedindi se silnou produkci vajec. Jedn&a se o mozného #atadna vyrobu
vakciny (El Ridiet al 2001).
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Smp80je velkou podjednotkoaalpainu. Jedna se o vapnikem aktivovanou neutralni
cysteinovou proteazu. Calpain byl imunolokalizowagosglych ¢ervii ve vnitni membras
tegumentu (Braschi and Wilson 2006) a v pod nirfitlealovirg. Zjistilo se také, ze seastni
membranoveho obény (Siddiquiet al. 1993 citace dle McManus and Loukas 2008). U pavian
imunizovanych DNA vakcinou zaloZzenou na Sm80 sakedo o 38% mnozZstwiervi. U
ockovanych zviat tato vakcina vyvolala produkci IgG (IgG1 a Ig@3pgM protilatek. Také bylo
zaznamenano, ze krevni periferni mononukleéariikyu reakci na tuto vakcinu produkovaly ve
zvySené nie Thl (II-2 a INFy) i TH2 (IL-4 a IL-10) cytokiny. | pes vznik smiSené reakce se
zda, Ze dominantni protektivni imunitni odpd\je Thl typu. Tento vysledek nazilaze calpain
je vynikajicim kandidatem na vyrobu vakciny (Ahmeddhl 2009).

Tetraspaniny, jsou transmembranové proteiny, které proch#ikrat pres membranu a
hraji roli v buré¢né signalizaci eukaryot, zejména imterakci mezi imunitnimi efektoeovymi
buikami a jejich ligandy (Hemler 2001). TetraspanimgvuEpodobré tvori sowtast
intramembranoveé it ktera tvaéi oporu pro zakotveni dalSich proteinovych kompaoinéAndre
et al. 2006). Nekteré tetraspaninové proteiny jsou obsazeny i urtegntu schistosom.

Sm23(u S. mansonia jeho analog &. japonicun§j23 jsou Fitomny v tegumentu dosfea
(Harnet al 1985 citace dle Louka al. 2007). Jedna se o tetraspaniny (Wrigthal. 1991).
Sm23 vyvolava Th2 odpeéd’ s produkci IgG3 protilatek, negatikoreluje produkce IgG4 a IL-
10 (Al-Sherbinyet al. 2003). Byl vybran do nezavislého testu WHO, kteigdal potencialni
vakcinoveé kandidéaty (Berquist and Colley, 1998).

SmTSP-1aSmTSP-2jsou no¥ objevené proteiny z rodiny tetraspahii®mythet al 2003),
které jsou sotasti vigjSi membrany tegumentu (Braschi and Wilson 2006R-P byl sili
rozpoznavan IgG1 a IgG3 ze sétaqrert rezistentnich jedinc Nebyl vSak rozeznan 1gG
protilatkymi chronicky nemocnych paciénfo vakcinaci mysiho modelu rekombinantnim TPS-
2 bylo zaznamenano 57% a 64% sniZzeni mnoZsrviljasptervi a poskozeni jater granuomy,
které vznikaji kolem vajec.Vakcinace pomoci rekamahtniho TPS-1 nedoséhla tak dobrych
vysledli. Zda se ze TSP-2 je dalSi moznou variantou najwakxiny (Tranet al 2006).

Sm14/FABPje antigen popsany jako mastné kyseliny vazajiaigin (Moseret al 1991).
Bylo zjisteno, Ze je tento cytosolicky protein lokalizovanazhlini lamig teqgumentu a ve
strevnim epitelu schistosomul a dekpi (Brito et al 2002).Vyvolava signifikantni zvySeni 1IgG3
protilatek a také indukuje produkci INFCAI-Sherbinyet al 2003).

Protilatky ze séra mySi vakcinovanych rekombinantrV-5 se vazali na 200kDa velky
polypeptid, ktery je fitomen na povrchu néwransformovanych schistosomul (Soissdrl
1992). Po inokulaci pavid@rekombinantnim IrV-5 bylo dosazeno 27,7%rpérné ochrany.
Také bylo zaanamenano znateln&mgéeni velikosti granulofn(Soissoret al 1993).
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SOD (superoxid dismutaza) byla imunolokalizovana v tagatu a v subtegumentalni tkani
S. mansonf{Honget al. 1993). Jedna se o0 &8i superoxid dismutazu, ktera inhibuje toxicitu
granulocyi proti ve vejcich probihajicimu cyklu trikarboxilpeh kyselin (Kazurat al 1985).
SOD kodujici cDNA byla klonovana a teno rekombim&ipirotein byl rozeznan séry nemocnych
pacienti (Siddiqui et al. 2003).

PGK fosfoglycerat kinaza je 45 kDa velkd molekula dese v tegumentu schistosomul a
dosglych cervi (Leeet al. 1995 ).

Sm97(paramyosin) je exprimovan na povrchu tegumennpkchistosomuly a
v penetranich zlazach cerkarig. mansonfGobert and McManus 2005). Je to 97 kDa velky
myofibrilarni protein, ktery byl objeven u bezoliyah. Jednou z jehoitkezitych vlastnosti je
schopnost inhibovat komplement (Degtgal 2003). Mysi vakcinované rekombinantnim
paramyosinem vykazovali signifikantni 26-33% reansti k zngndm spojenym s infekd.
mansoni.Také stimuloval T-lymfocyty k produkci produkciNFy, ktery aktivoval makrofagy
(Pearceet al. 1988).

Fruktoso 1,6 bisfosfat adolaza dosglct S. mansonje 44kDa protein. U mysi
vakcinovanych timto proteinem se vyvinulo velké stea IgG, respektive IgG1 protilatek,
lgG2a izotyp byl pitomen na nizké arovni. Marquesal (2007) tvrdi, Ze tento antigen nejen Ze
stimuluje imunitni odpod’, ale také mze zprostedkovat ochranu proti zZnam spojenym
s infekci a proti vzniku granuloim Je podle nich dalSi uch&zea gipravu vakciny.

Lewis-X antigen (LNFP Ill) byl identifikovan jako imunoreaktivni oligosachaontisazeny

vV rozpustném vajméem antigenu (Ket al. 1990), pozdji byl nalezen na povrchu vSech stadii
(Cummings and Nyame 1996 séru nakaZzenych mysi gekka ,byla zaznamenéna vysoka
hladina IgG a IgM protilatek, které specificky remévali Lé (Nyameet al 1997). Podle Nyame
et al. (1998) je exprese Eeharakteristicka pouze pro r&thistosomaSchistosomy ovlifuji
jeho pomoci hostitelskou protektivni imunitu skizéukci sekrece IL-10.

Sm29je tegumentalni protein nachazejici se na povschistosomul, ale také u obou
pohlavi dosplych schistosom§. mansoni Braschi and Wilson (2006) se domnivali, Ze jede
protein sekretovan a neni membr&hoazany. Cardoset al. (2006) vSak zjistili, Ze ma C
terminalni membran@wazanou domeénu. filsledovani protilatkové odpésti u piirozere
rezistentnich jedinca u re-infikovanych pacieinbylo zjiS€no, Ze je silt rozpoznavan IgG1 a
IgG3 protilatkami (Cardoset al 2006). PouZzitim tohoto proteinu (rSm29) k vakcimaysiho
modelu bylo dosazeno zvySené produkce IINFNF-o a IL-10 a absence IL-4. Také dokaze
stimulovat peritonealni makrofagy k produkci IL-K2ery polarizuje imunitni odpaéd’ k TH1
fenotypu. Tento protein je novym kandidatem na kyrgakciny (Cardoset al. 2006).
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Zajimaveé je i zjistni, ze u schistosom ziskanych z mysi vakcinovangkbmbinantnim
Sm29 byla sniZzena exprese u 96% sledovanyci, geezi kterymi bylo mnohath, které koduji
povrchové proteiny. Zda se totiz, Zze v odgdivna imunitni Utok schistoma tlumi expresi silnych
antigeri, mezi které ¥tSina povrchovych proteinpati (Cardoscet al. 2008).

Complement C3

laM (Mug) .\\r{’ fragment !‘.".';'I_-"illu

Hostitelova krev

membrana # Tatraspanin 8 Carbonic
Shakl anhydrase
Glyceral-3-phosphate
£ Y Seneempens 2 Anion channel
HSP 70
200 kDo
Surface protein
Tegument Trn

Obr. 3. Tegumnet dosfze S. mansorv krevnimiegisti mySi. Repracovano dle Braschi and Wilson 2006

11.5 Vajika
Vajicka schistosom maji pozoruhodnou schopnost §ibjla vzniklou Thl odpowd a silrg

polarizovat imunitni odpad’ k Th2 (Pearcet al. 1991; Pearce and MacDonald 2002 citace dle
McManus and Loukas 2008 ). Th2 lymfocyty uugl IL-13, cytokin, ktery

stimuluje myofibroblasty k tvorbkolagenu. Kolem vajek se vytvéeji granulomy a jatra jsou
postiZzena fibrozou (Mentink-Kane and Wynn 2004; Weghal 2004 citace dle Pearce and
Presto se zd4, Ze je tento proces p¥dsp pro hostitele, protoZze blokuj&idky hepatotoxickych
antigerii uvoliovanych z vajika parazita (Hen®et al 2002). Polarizace k Th2 imunitni odgov
byla dlouho povazovana zayodce &chto patologii. Recentni data vSak naznia Zze gedchozi
vysledky byly matouci, a Ze ve skémesti je icinou morbidity Thl typ buktné odpo¥di

(Fallon 2000, Moraigt al. 2002 citace dle Moraist al.2008).
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Antigeny, které vyvolavaji tuto silnou Th2 odpdy jsou vSak zatim neznamé (Pearce and
Freitas 2008).

Rozpustny antigenni extrakt ziskany z #iS. mansonpisobi gimo na lidské krevni
basofily. Jak bylo zji$no Falconeet al (1996), po inkubaci bazafil(darci, se nikdy fedtim se
schistosomiazou nesetkali) s extraktem, byla paZora silnd degranulace, vypatrithistaminu,
sulfoleukotrieri a také se zvySila produkce IL-&htito bunkami. DalSi analyza odhalila, ze
pavodcem degranulace a expreseédidiych cytokini IL-4 a IL-13 bazofily je glykoprotein IPSE,
ktery je sodasti extraktu z vajek (Schramnet al 2003).

11. 6 AntigenyT. regenti
Takeé i infekci nespecifického hostitele, jsou jeho imuaitin systémem rozpoznavany

antigeny uvoliné schistosomou. Séra z pacieteri proctlali cerkariovou dermatitidu,
obsahovala specifické IgG proti TrH (homogenatrkaee) i TrE/S (cerkarialni
exkreiné/sekre&ni produkty) antigeim. Stej tak v sérech z re-infikovanych mysi se vyvinuly
antigen specifické IgM a IgG1 protilatky a zvySia celkova produkce IgE (Lichtenberg@ta
al. 2008). Lidské i mysi protilatky (IgE a 1gG1) seesfjicky vazaly na 34 kDa velkou molekulu
(Lichtenbergovéet al. 2008), které byla pozfl rozeznana, jako glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenaza (KaSret al. 2009). DalSi protein, ktery byl rozpoznan silngGL a IgE reakci,
byl identifikovan jako 25 kDa trioso-fosfat izomeea(Kasnyet al. 2009).

12. Vyvoj vakciny:
Schistosomoza je velmi roz8hé onemocmi. Trpi jim vic nez 200 miliahlidi. Je proto

velmi Zadouci vyvinout &innou vakcinu. DalSimiovodem této snahy jsou zaznamenatipauly
snizujici se citlivosti na pouzivan&igo, paraziquantel (PZQ) (Doenhoff and Pica-Mattacc
2006; Gryseelst al. 2006). Od komen¢ vyrakené vakciny se &kava, Ze by #la obsahovat
neutralizujici protilatky, které by blokovaly kbivé parazitarni proteiny, podilejici se ham
traveni krve nebo migraci tkémi (Loukaset al 2006). Nanes§ti je giprava @inné vakciny
ztizena mnoha faktory.

Z etickych divodia nemohou byt k vyzkumu pouzivani lid&t$inou se jako modelovy
organismus volittzné kmeny mysi. Vlastnosti imunitnich odpdvlidi a mysi si jsou v mnohém
podobné, ale také se od sebe odlisSuji, neni pisifg jak by vakcina vytwena pomoci mysiho
modelu fungovala (Abatat al 2006). V gipact pripravy vakciny protB. japonicunje situace
ztizena i tim, Ze tato schistosoma ma Sirokou tatsitiou zakladnu, kroflovéka napada dalsi
druhy Zivaiichu, ktefi funguji jako rezervoar pro reinfekce lidi. Prgganutné vytvait veterinarni

vakcinu, ktera by branilafenosu parazitna rezervoarova zigta (McManus and Loukas, 2008).
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Ktze je mistem, do kterého byhbyt zangten vyvoj anti-larvalni vakciny (Mountford and
Trottein, 2004). Vakcinace zavisla na IgE protiftk niZze gedstavovat problém, protoZe by
mohla potencialhindukovat anafylakticky Sok po vakcinaci (McMarargd Loukas, 2008).

Jeden ze zkoumanychigmhi navozeni protektivni imunity hostitele, je provagpomoci
oslabenych larev schistosom. Oslabeni bylo dosaded#ienim (UV, nebg-z&eni) €chto larev.
Oz&eni musi byt optimalni,ifis silné oz&ené cerkarie (80 krad) zahynothlem sedmi din
v kiizi a nejsou tak schopny navodit protektivni imurffdonstanet al 1990). Oz&ené cerkérie
penetruji pomaleji koZnimi vrstvami, prochazejzpezdnim i podkozZnimi lymfatickymi
uzlinami a opoduji i svij ptichod do plic (Mastiret al. 1983). Diky tomu ziska imunitni systém
dostatelkéasu ke své aktivacMuze vylepSovat imunitni rozpoznavani proti vystavany
antigerim (Dillon et al. 2008 citace dle Cardost al. 2008). Studie (nha mysich) pouZivajici
oz&ené cerkdrie ukazuji, Ze ochranézm byt vyvolana jak smiSenou Th1/Th2, stdpk i Thl
odpowdi a také polarizaci k Th2\(ynn and Hoffmann 20Q0Zatim neni mozné pouzivat tuto
vakcinaci pro lidi, ale jeifjatelné, aby se zahdjil jeji vyvoj z&glem veterinarni by
(McManus and Loukas 2008).

Velké nadje se vkladaji do vyvoje vakcin na zaldaahtigeri uvolhovanych jednotlivymi
stadii. Tyto antigeny se lisi i druh&@WVHO vybrala Sest kandidgtkteré podrobila nezavislym
testim. Jednalo se o tyto antigeBymansoniSm97 (paramyosin), GST (glutathion S-transferaza
28), rlrV5, Sm23, TPI (triosofosfat izomeraza) al@mBohuzel ani jeden z antigenedokazal
splnit vytteny cil, vyvolat alespp40% ochranu (Berquist and Colley, 1998).

V endemickeé oblasti vyskytu schistosomoézy (Brax#ieistuje mala skupina lidi, ktera je
prirozere rezistentni. To znamen4, Ze byla vystavena paregit nebyla nakazenas(pet byly
provadny kontroly stolice na vyskyt va&gk) a nikdy nebyla kena PZQ (Correa-Oliveirat al
2000). Imunitni odpax!’ na antigeny (ze schistosomuly a ddep S. mansonitéto rezistentni
skupinky byla porovnavana s odgolV pacieni s chronickym stadiem onemagrn. U
rezistentnich pacietpo stimulaci &mito antigeny stouply hladiny Thl i Th2 cytoki(Bahia-
Oliveiraet al 1996), u chronicky nemocnych se zvysila jen pkogul'h2 cytoki (Robertset al
1993). To naznauje, Ze rezistencé&cthto osob je zaloZena hlavna vzniku Th1l odpadi
(Correa-Oliveireaet al 2000). Tato skupina je velmiiposné pi vyvoji vakciny. Zkouma se, zda
jejich sérum reaguje nagukladané antigeny.

V soutasné dob ze objevuje novy typ vakcinace, ktery pouziva platovée DNA. Tyto
vakciny jsou schopny generovat jak Btmou tak humoralni imunitni odp&¥. Po vpraveni
plazmidu do biiky zatne tato sdm syntetizovat antigen a pddpgvoj imunitni odpo¥di. Tyto

vakciny vSak zatim byly ugpre pouZzity pouze ve veterinarni medi€iflmeret al 2006 ).
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13. Zawkr a podékovani

V této préci jsem se snaZila shrnout dosavadnigtkyro imunitni odposdi vedené hostiteli
proti jednotlivym stadiim schistosom. Tato imunitaipovd’ se prondnuje s postupem migrace
parazita&lem hostitele. B praniku kizi vyvolava penetrujici cerkéarie a péggo transformaci i
koZni schistosomula Th2 imunitni odgdV Pranik se projevi vznikem edému a dilataci cév. Plati
to i pro penetraci ptach schistosom.iPopakovaném gimiku do nespecifického hostitele
vyvolaji cerkariovou dermatitidu, kozni alergickimakci.

V plicich se schistosomula setkava s vyraznou finitni odpowdi. Plice, jsou mistem,
kde dochazi k neptSi eliminaci schistosom. Plicni schistosomulagdrzena biie¢nym
infiltratem, ktery ji obklopi. To rize vest k postupnému uhynu zachycena larvy.

V krevnimrecgisti, kde stravi schistosomytéinu svého Zivota, jsou vystaveny silnému Gtoku
serovych protilatek. Ovladaji vSadu unikovych mechanisimkteré jim pomahaji se hostitetov
imunitni opodi vyhnout. Dok&dZou navazané protilatky a kompletoed proteiny rozgpit.

Imunita v CNS je spojena s druhdmregenti Tato pt&i schistosoma migruje na misto svého
uréeni nervovou soustavoutiprimo infekci nespecifického hostiteleide proniknout i do jeho
nervové soustavy. Imunitni systém hostitele, sedzi eliminovat, dochazi tak ale k poSkozeni
vlastni nervové tkan cozZ se projevuje navenekznymi neuromotorickymi poruchami

DalSim mym vytenym cilem bylo popsat nejvyzna#i antigeny schistosom. Antigenni
struktury pochazejici z parazita daji pétk vzniku imunitni opowdi, kterd pokud je spré¥n
polarizovana, vede aZ k eliminaci parazita. dledité se zabyvat vyzkumem v této oblasti,
protoze mnohé z objevenych antigdsy mohly byt kléem k vyvoji vakciny proti schistosomoze.
Farmaceutické firmy nabizejidé&a proti této chorol ale v gipact nejpouzivagjSiho
praziquantelu jiz byla zaznamenana snizené citlipasziti.

. Diagnostika schistosomézy se provagkailika zpisoby. Klasicka cesta jegs detekci
vajec v mai ¢i stolici pacient., ale nejpouzivaijsi je imunodiagnostika.

Svoji budouci praci chci zattit na charakterizaci imunitni odpé&di specifického hostitele
(Anas platyrhynchos f. domestjqaroti antigetim ptati schistosomyl. regenti Chtla bych
zjistit, na které antigeny specificky hostitelgage a porovnat je s jiZ znamymi antigeny, 8a n
reaguji nespecifti hostitelé. Také se chci pokusit o diagnostikaétazuT. regentiptimo z krve
hostitele. V sotasné dob je nutné nakazeného praka usmrtit &rib\pritomost parazita pomoci
pitvy. V budoucnu by mohla byt ndkaza odhalena pdrapecifického antigenu, ktery by byl

rozpoznan protilatkami ptéknakazenych touto schistosomou.

Na zavr bych chéla na tomto mistpodtkovat svému Skoliteli Liboru MikeSovi za

obrovskou trplivost cenné rady,fipominky,clanky a, bez kterych by tato prace nevznikla.
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Stejre tak dtkuji své rodirg a gratelim za to, Ze mdrzeli nad vodou i v obdobi nejhorsi

,bakal&ské krize“.
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