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Abstrakt

Paraziti¢ti helminti patii mezi extracelularni patogeny napadajici savce, véetné clovéka.
V zavislosti na jeho migraci a usidleni v téle se vyviji imunitni odpovéd hostitele, ktera je
ovlivnéna mimo jiné plisobenim cytokinti a chemokint. Tyto malé proteiny jsou zodpovédné za
vhodnou proliferaci a migraci dal$ich slozek imunitniho systému. Tato bakalarska prace shrnuje

soucasné poznatky o jejich plisobeni béhem helmintarni infekce savcti.

Klicova slova: cytokiny, chemokiny, imunitni odpovéd, gastrointestinalni helminti, filarie,

schistosomy, neurotropni helminti

Abstract

Parasitic helminths belong to extracellular pathogens of mammals, including human.
Immunologic response depends on their migration and site of dwelling within host body. The
response is among other affected by cytokines and chemokines. These small proteins are
responsible for appropriate proliferation and migration of other components of immune system.
These bachelor thesis summarizes current knowledge about their role during helminth infection

in mammals.

Key words: cytokines, chemokines, immune response, gastrointestinal helminths, filarial,

schistosomes, neurotropic helminths
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Uvod

Paraziti¢ti helminti patifi zejména v rozvojovych zemich s nekvalitnimi hygienickymi
podminkami mezi casté infek¢ni agens zptlisobujici mnohdy zavazné patologické stavy. Télo
hostitele jim poskytuje Siroké spektrum mist pro jejich kone¢né usazeni a rozmnoZeni se. Navic
se mohou vyskytovat i ektopicky, takzZe ani v pripadé infekci tim samym druhem obcas
nepozorujeme stejnou lokalizaci parazita. Clovék a savci obecné mohou slouzit jako mezihostitel,
ve kterém se vyvijeji jednotliva larvalni stadia, jako definitivni hostitel, ve kterém se parazit
pohlavné rozmnozuje, i jako aberantni (nahodny) hostitel.

Imunitni systém na tyto infekce samoziejmé reaguje, nicméné je to zbran dvojsecna
a v nékterych pripadech prispiva k vaznému poskozeni aZ nekréze napadenych organi, nebo
jejich €asti. Po rozpoznani cizorodého antigenu se spousti kaskada reakci, ktera ma za cil parazita
odstranit, nebo ho alesponi izolovat od nepoSkozené tkané. Na téchto procesech se spole¢né
s dalSimi slozkami humoralni, ale i bunéfné imunity nemalou mérou podileji i cytokiny
a chemokiny. Jsou to proteiny s malou molekularni hmotnosti majici vyznamnou tlohu v buné¢né
signalizaci. Jedna se o tkanové hormony, které jsou produkované velkym mnoZstvi bunék
a predevsim bunikkami imunitniho systému, ktery svoji aktivitou také reguluji.

Cilem této bakalarské prace je popsat plisobeni jednotlivych cytokinli a chemokinli na
pritomnost parazitickych helminti v organismu savcich hostitelti - lidi i modelovych zvirat.
Funkce cytokini je popsdna na ndkazach patogenné vyznamnymi lidskymi helminty ze skupin (1)

gastrointestninalnich helmintg, (2) filarii, (3) schistosom a (4) neurotropnich helmintd.



1. Cytokiny a chemokiny

Mohou plsobit autokrinné, parakrinné, nebo endokrinné a vzajemné synergicky
i antagonisticky. Mimo sekretované formy, kterych je vétSina, existuji i membranové. Déleni
cytokini je vzhledem k dnesnim poznatkiim nepiesné a mnohé skupiny se prekryvaji a odrazi
jejich postupné objevovani. Nicméné je Sirokou védeckou verejnosti stale prijimané a pouzivané
déleni na interleukiny (IL), chemokiny, tumor nekrotizujici faktory (TNF), interferony (IFN),
transformujici ristové faktory (TGF), faktory stimulujici kolonie (SCF) a dalsi riistové faktory.

Cytokiny a chemokiny moduluji slozky nespecifické imunity - tvorbu makrofagt,
eozinofill, neutrofill, Zirnych bunék a dalSich bunék prirozené imunity, ale dtilezitou roli hraji
i vimunité specifické. Mimo jiné se podili spolecné s transkripcnimi faktory a specifickymi
receptory (viz Tabulka 1) na diferenciaci naivnich CD4+ T bunék (viz Obrazek 1). Vysledkem této
soucinnosti mohou byt T pomocné bunky typu 1 (Th1), které jsou dilezité v bunécné odpovédi
proti intracelularnim patogentim, Th2 bézné se ticastnici protilatkové (humoralni) odpovédi proti
extracelularnim patogeniim, jako jsou napft. helminti. Th9 buriky se podili na boji s nadory v téle
a v nékterych pripadech podobné jako Th2 potlacuji helmintarni infekce, avSak jsou casto
zodpovédné za zanétlivda a alergickd onemocnéni. Th17 buiiky jsou dulezité v potlaceni
extracelularnich bakterif a plisni, zvla$té na slizni¢nich povrSich. Pomocné folikularni T bunky
(Tth) reguluji aktivitu B bunék a regulacni T bunky (Treg) reguluji efektorové T buiiky a udrzuji
homeostazu. Treg se déli na prirozené Treg (nTreg) vznikajici v brzliku a Treg indukované
ptisobenim TGF-f (iTreg) (shrnuto v Schmitt and Ueno, 2015). Mezi regula¢ni T buriky se radi
i Tr1, ptijehoz diferenciaci se na rozdil od vyse zminénych neuplatiiuje transkrip¢ni faktor Foxp3

(Bergmann et al,, 2008).

Tabulka 1: Hlavni transkrip¢ni faktory a receptory podilejici se na diferenciaci CD4+ T

bunék (shrnuto v Schmitt and Ueno, 2015 a Zeng et al., 2015)

T buriky Transkripcni faktory a receptory
Thl STAT1, STAT4, T-bet

Th2 GATA3, STAT6

Th17 RORyt, STAT3, RORa

Tfh Bcl-6

Treg Foxp3

Trl c-Maf, AhR, IRF4

Th9 IRF4, PU.1




Obrazek 1: Pisobeni zdkladnich cytokinG na diferenciaci vybranych CD4+ T bunék

(prevzato a upraveno z Russ et al., 2013)

Hlavni vyznam cytokinl pri nakaze parazitickymi helminty je shrnut v tabulce 2. Na
chemokiny se vnékterych pripadech klade zvlastni duraz vzhledem kjejich specifickym

chemotaktickym funkcim, které jsou sepsané v tabulce 3.



Tabulka 2: Vybrané cytokiny, jejich hlavni zdroje, vyznam a funkce zejména pii infekci helminty

cytokin zdroje vyznam reference

IL-1B makrofagy pyrogen, prozanétliva | (Alheim et al., 1997; Stouch et al., 2016)

funkce

IL-1a makrofagy pyrogen, prozanétlivd | (Alheim et al., 1997; Rabolli et al., 2014;

funkce Turner et al., 2009)

IL-2 Th1 bunky rastovy faktor Th (Berglundh et al., 2002; Kajiyama et al., 2007)

bunék

IL-4 Th2 bunky, inhibice Th1l odpovédi, |(Berglundh et al., 2002; lwaki et al., 2011;
bazofily proliferace Th2 bunék | Morita et al., 2011)

IL-5 Th2 bunky proliferace eozinofill | (Morita et al., 2011; Sher et al., 1990)

IL-6 mikroglie, prozanétliva funkce (Angeli et al., 2001; Berglundh et al., 2002;
astrocyty, Lafortune et al., 1996)
makrofagy,

Th2 bunky
IL-9 CD4+ bunky | zvySuje propustnost (Kajiyama et al., 2007; McDermott et al.,
stfevniho epitelu 2003)

IL-10 TrlaTh2 imunoregulacni a (Ankathatti Munegowda et al, 2012; Groux et
bunky, protizanétliva funkce al, 1997; Skrzeczyriska-Moncznik et al, 2008)
monocyty

IL-12 makrofagy, stimulace Th1l (Argueta-Donohué et al., 2008; Bastos et al.,
monocyty, odpovédi 2007; Blumenthal-Barby et al., 2006; Zheng
dendritické and Flavell, 1997)
bunky

IL-13 Th2 inhibice Th1l odpovédi |(Davidson et al, 2007; Morita et al, 2011)

IL-17A Th1l7 prozanétliva funkce, (Guo et al, 2015; Morita et al, 2011; Ye et al,

proliferace eozinofil( a | 2001)
neutrofil{

IL-18 makrofagy, stimulace mikroglii a (Bastos et al, 2007; Wheeler et al, 2003)
mikroglie Th1 odpovédi

IL-22 Th17 imunoregulacni funkce | (Morita et al, 2011; Zheng et al, 2007)

TGF-B T bunky, imunoregulace, hojeni | (Abe et al, 2001; Korten et al, 2010; Kulkarni
makrofagy, ran et al, 1993)
fibrocyty

IFN-y Th1 bunky stimulace Th1l (Berglundh et al., 2002; Blumenthal-Barby et

odpovédi al., 2006; Morita et al., 2011)

OPN monocyty, stimulace Thil (Ashkar et al., 2000; Gliem et al., 2015)
makrofagy odpovédi, aktivace

astrocytl

TNF-a mikroglie, prozanétliva funkce (Domingos et al., 2009; Lafortune et al.,
astrocyty, 1996)
monocyty,
makrofagy




Tabulka 3: Vybrané chemokiny a jimi atrahované bunky ddleZité pii nakaze helminty.

chemokin |alternativni ndzev chemotakticka aktivita |zdroje

CCL2 Monocyte monocyty, bazofily a| (Ajueboretal., 1998; Contietal.,
Chemoattractant Protein 1 | proliferace Th2 bunék |1997; Gu et al., 2000)
(MCP-1)

CCL3 Macrophage Inflammatory | makrofagy, eozinofily | (Phillips et al., 2003; Wang et al.,
Protein-1la (MIP-1a) 2013)

CCL4 Macrophage Inflammatory | makrofagy (Manuelpillai et al., 2012)
Protein-1B (MIP-1pB)

CCL7 Monocyte monocyty, eozinofily (Noso et al., 1994; Uguccioni et
Chemoattractant Protein 3 al., 1995)
(MCP-3)

CCL11 Eotaxin-1 eozinofily (Provost et al., 2013)

CcCL17 Thymus and Activation | Th2 bunky (Vestergaard et al., 2004)
Regulated Chemokine
(TARC)

CCL24 Myeloid Progenitor | eozinofily (Provost et al., 2013)
Inhibitory Factor 2 (MPIF-
2)/Eotaxin-2

CXCL2 Macrophage Inflammatory | neutrofily (Rouault et al., 2013)
Protein-2a (MIP-2a)

CXCL5 epithelial-derived neutrofily (Dent et al., 2014)
neutrophil-activating
peptide 78 (Ena78)

CXCL8 IL-8 neutrofily (De Buck et al., 2015; Rouault et

al., 2013)

CXCL9 Monokine induced by | T burky (Liu et al., 2012)
gamma interferon (MIG)

CXCL11 Interferon-inducible T-cell | Trl buriky (Zohar et al., 2014)
alpha chemoattractant (I-
TAC)

- Eosinophil chemotactic | eozinofily (Owhashi et al., 2000)

factor-L (ECF-L)




2. Infekce gastrointestinalnimi helminty

Gastrointestinalni helminti jsou nejcastéjsi ptivodci helmintarnich onemocnéni
(helmint6z) clovéka. Radi se mezi né druhy, které v urcitém Zivotnim stadiu obyvaji organy travici

soustavy.

2.1. Infekce motolici Fasciola hepatica

F. hepatica je Castym parazitem jater a Zlucovodid piezvykavcl, ovSsem mize napadat
i travici ustroji dalSich savcl vCetné ¢lovéka. Nakaza probihd peroralné pozienim metacerkarie,
ta v tenkém stievé excystuje a transformuje se v juvenila, ktery penetruje sténou stfeva a skrze
jatra migruje do zZluc¢ovodd, kde se usazuje a dospiva. V pripadech napadeni Clovéka se infekce
projevuje bolesti biicha v oblasti jater, horeckami, zvySenym mnozstvim eozinofilti v krvi (Dauchy
etal, 2006; Guichard et al.,, 2002) a zloutenkou vzniklou ucpanim zlucovoda (Gulsen et al., 2006).

Vyzkum imunitni odpovédi vici F. hepatica se provadi nejcastéji na potkanech, pripadné
mySich. Experimentalni nakazy potkana ukazaly, Ze migrace juvenila v jatrech byla doprovazena
tvorbou zanétlivych granulomatéznich 1ézi a zvySujicim se mnozstvim lymfocytl, makrofagd,
neutrofild a zejména eozionofilli v okoli parazita a jim vytvorenych migracnich tuneli (Tliba et al,
2000). S pribéhem infekce dochazelo k nekréze jaterniho parenchymu (Saric et al, 2010)
a postupnému zbytiiovani zlucovodl potkana, jelikoZ se zde motolice ve vétSiné pripadd usazuje
(Tliba et al., 2000) a klade vajicka, ktera putuji Zlucovody do stiev a s trusem z téla ven (Valero et
al, 2002). Vyznam makrofagi a eozinofilG pfi tvorbé granulomatéznich 1ézi byl prokazan pfti
ndkaze CCL3/MIP-1a deficientnich mySi (De Paula et al.,, 2010). Chemokin CCL3/MIP-1a atrahuje
makrofagy (Wang et al, 2013) a eozinofily (Phillips et al., 2003) a vjeho nepritomnosti byla
vjatrech pozorovana omezena tvorba lézi s malym mnoZstvim infiltrovanych bunék v okoli
parazita (De Paula et al,, 2010).

V plazmé infikovanych potkanii bylo v prvnich tydnech po infekci pozorovano zvysené
mnozstvi IL-1f, IL-5 a IL-13 a pokles hladiny IFN-y (Saric et al., 2010), coz svédc¢i o potlaceni Th1
(Blumenthal-Barby et al, 2006) a rozvoji Th2 odpovédi (Morita et al, 2011). V pokrocilé
chronické fazi infekce bylo v séru potkanti zaznamenano postupné snizZovani hladiny cytokinti IL-
4 a IL-10 a také doslo k poklesu mnozstvi krevnich leukocytd, lymfocytd, neutrofild, monocytt a
eozinofilli na totoZnou uroven jako u zdravé kontroly (Gironénes et al., 2007). Podobné vysledky
byly pozorovany i v periferni krvi kratce nakaZenych imunokompetentnich (IK) mysi, v jejichz
sleziné byl zjistén nartst CD4+ bunék, makrofagli, monocytd a neutrofild a navySovani hladiny
cytokinu IL-4, jeZ negativné korelovalo s mnozZstvim prozanétlivych IL-1f a TNF-a, které byly
potlacovany. Dale bylo v krevnim séru takovychto mysi detekovano zvySené mnozstvi cytokinu

TGF-B (Chung et al. 2012), ktery se vyznamnou mérou podili na imunoregulaci a udrzovani



homeostaze (Kulkarni et al., 1993).

Polarizaci imunitni odpovédi smérem k Th2 odpovédi a potlaceni Th1, potvrzuji i in vitro
experimenty. Stimulaci jaternich mononuklearnich CD4+ a CD8+ bunék nakaZenych potkant
smési mitogend phorbol meristate acetate (PMA)/ionomycin za in vitro podminek byl dokazan
okamzity narast hladiny cytokind IL-4 a IL-10. Soucasné stim dochazelo i ke
kratkodobému nardstu mnozstvi IFN-y u stimulovanych vzork z prvnich dni po infekci (Tliba et
al, 2002). Vpripadé stimulace mononukledrnich bunék ze sleziny infikovanych potkanti
mitogennim konkanavalinem A (Con A) byl pozorovan nartst mnozstvi IL-4 a IL-10 a okamzity
pokles IL-2 (Cervi et al, 2001). Produkce IFN-y byla podobna jako ve studii Tliba et al. (2002).
Mimo to se také zvySovala produkce IL-10 peritonedlnimi makrofagy z nakazenych potkant po
stimulaci mitogennim lipopolysacharidem (LPS) (Cervi et al, 2001). V pozdéjsich fazich infekce
byl po stimulaci slezinnych T bunék, B bunék a makrofagt z nakazenych potkani mitogeny Con A
a LPS pozorovan imunosupresivni efekt a dochazelo k jejich mensi proliferaci nez v pripadé bunék
ze zdravé kontroly (Gironenes et al., 2007).

Buniky imunitniho systému reaguji na tegumentalni antigeny F. hepatica, coz bylo
potvrzeno in vitro experimenty. V pripadé stimulace dendritickych bunék z kostni direné mysi
témito antigeny byla pozorovana produkce chemokinti CCL3/MIP-1a a CXCL2/MIP-2a (Vukman
et al, 2013), které atrahuji makrofagy a eozinofily (Phillips et al, 2003; Wang et al, 2013),
respektive neutrofily (Rouault et al, 2013). Vliv peritonedlnich monocytli a makrofagii na
zivotaschopnost juvenilnich Cervi byl pozorovan v praci Piedrafita et al. (2001). Pfi inkubaci
Cerstvé excystovaného juvenila s buitkami! ziskanymi z peritonea zdravého potkana, které byly
stimulovany LPS a krevnim sérem infikovaného potkana doslo k tvorbé srazeniny okolo
tegumentu Cerva a jeho naslednému usmrceni (Piedrafita et al.,, 2001). Tésny kontakt a pokryti co
nejvétsi plochy je dilezité ke spravnému plisobeni oxidu dusnatého, ktery je témito bunikami
produkovan (Jagannath et al., 1998; Panaro et al., 1999). Tento efekt byl potlac¢en inhibici syntézy
oxidu dusnatého a také pri absenci imunizovaného séra, kdy bylo usmrceni parazita pozorovano

jen v malém procentu pripada (Piedrafita et al., 2001).

2.2. Infekce hlisticemi rodu Trichuris

Trichuris trichiura je Siroce rozSireny stievni parazit sidlici nejcastéji ve slepém nebo
tlustém stirevé Clovéka. Nakaza probéhne pozirenim vajicka s vyvinutou larvou, ktera se nejprve
docasné prichyti ve dvanactniku a po dospéni migruje do svého typického stanovisté, kde se

zavrta hlavovym koncem do slizni¢niho povrchu. Nakaza se projevuje slabosti, prijmy a bolesti

1 Buné&&nou smés tvofili pfedevsim monocyty a makrofagy, v mensi mife lymfocyty a také eozinofily, neutrofily
a Zirné bunky (Piedrafita et al., 2001).



bficha. V okoli parazita byva u pacientl patrna akumulace eozinofild ve stievni vrstvé lamina
propria (Kyung Sun et al., 2009).

Jako modelovy organizmus se béZné vyuZziva hlistice mysi T. muris. V pfipadé nakazy T.
muris mysiho kmene AKR, jez je citlivy k této nakaze, dochazi ke snizeni kontraktility podélnych
svalli okolo tlustého stieva. V okoli parazita bylo ve stfevé pozorovano zvySené mnoZstvi
eozinofili, Zirnych bunék, neutrofili a zanétlivého cytokinu IFN-y, jehoz mnoZstvi ovSem
s prodluZujici se dobou infekce a zvySujicim se mnozstvim cervi klesalo (Motomura et al., 2010).

ZvySena produkce IFN-y byla pozorovana i in vitro u bunék izolovanych z mezenterickych
lymfatickych uzlin a lymfocytd ziskanych z periferni krve mysi kmene AKR nakaZené T. muris,
ktery byly stimulovany exkre¢nimi-sekre¢nimi (E-S) produkty T. muris. V pripadé stimulace
stejnych bunék z kmene mysi rezistentniho vii¢i nakaze (BALB/K), byla naopak produkce IFN-y
potlacena a zvySovalo se mnoZstvi Th2 cytokind IL-4, IL-5 a IL-9 az do té doby, nez byla
u testované mysi infekce potlacena. Poté zac¢alo mnozstvi téchto cytokint opét ubyvat. (Taylor et
al, 2000).

Pti in vitro stimulaci lidskych mononuklearnich bunék z periferni krve (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC) homogenatem tél a E-S produkty T. trichiura a T.muris dochazelo ke
srovnatelné produkci 1L-4, IL-10, IL-13 a TNF-a. AvSak mnozstvi Th2 cytokint IL-4 a IL-13 bylo
vysSi pri stimulaci antigeny z celého téla jednotlivych paraziti. Pri stimulaci E-S antigeny parazitt
prevazovala produkce prozanétlivého TNF-a (Domingos et al., 2009; Turner et al, 2002), ale
i imunoregulacniho IL-10 (Turner et al., 2002), dilezitého pro regulaci Th2 odpovédi (Artis et al.,
1999). Z cehoz lze odvodit, Ze tyto E-S produkty potlacuji imunitni odpovéd' a davaji parazitovi

veétsi Sanci na preziti.

2.3. Infekce hlistici Ascaris lumbricoides

Clovék se nakazi pozienim vajitka s vyvinutou larvou, ktera se v travicim traktu vylihne
a migruje skrze sténu stireva portalni cévou do jater. Odtud dale migruje pies srdce do plicni tepny.
Poté penetruje skrze sténu plicnich sklipkd do pradusek, migruje pridusnici do hltanu, odkud se
po spolknuti dostava do tenkého stieva, kde dospiva a po oplozeni produkuje vajicka, ktera se
uvoliuji do vnéjsiho prostredi s vykaly. Strevni formy infekce zpisobuji poskozeni stény stieva,
krvacivé priijmy, poruchy traveni a pripadné i gangrénu streva. V submukoze tenkého stireva byva
patrny zanét a pritomnost eozinofild a lymfocytd (Kawatra et al., 2010).

V krevnim séru pacientu s askariézou byla pozorovana zvysSena hladina chemokinu
CXCL5/Ena78 (Asemota et al., 2014), atrahujiciho neutrofily (Dent et al., 2014), avSak ta postupné
klesala srostouci intenzitou ndkazy (Asemota et al, 2014). Naopak mnoZstvi chemokinu
CXCL9/MIG atrahujiciho Th bunky (Liu et al., 2012) s intenzitou nakazy stoupalo (Asemota et al.,
2014). Hladina chemokinu CXCL11/I-TAC, dulezitého pii migraci Tr1 bunék (Zohar et al,, 2014)
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zlstala na podobné uUrovni jako u neinfikovanych kontrolniho vzorkl (Zohar et al, 2014). Pri
stimulaci PBMC pacienti s askariézou antigeny dospélé A. lumbricoides dochazelo ke
zvySené produkci IL-4 a IL-5. MnoZstvi IL-10 a IFN-y ziistalo v této studii oproti zdravé kontrole
nezménéno (Cooper et al., 2000).V piipadé kultury periferni krve pacientd rizného véku z oblasti
s vysokym vyskytem A. lumbricoides dochazelo po stimulaci antigeny celého ¢erva k produkci IL-
9, IL-10 a IL-13, ktera byla vyssi u starSich pacientd, kde lze piedpokladat delsi dobu nakazy
a zaroven byla prokazana jeji mensi intenzita (Turner et al, 2003). IL-9 indukuje tvorbu zirnych
bunék a zvySuje propustnost stievniho epitelu, priCemz dochazi ke sniZeni mnoZstvi stfevnich

parazitd (McDermott et al, 2003).

2.4. Zavér kapitoly

Gastrointestindlni helminti jsou béznymi parazity savcli, vCetné clovéka s vyskytem
prevazné v rozvojovych zemich s nizkymi hygienickymi standardy. V pripadé uspésného boje
imunitniho systému proti témto parazitim se uplatiiuje polarizace imunitni odpovédi smérem
k Th2 a potlaceni Th1 a Th17 odpovédi. V ptipadé dlouhodobych ndkaz bylo pozorovano v téle
hostitele ubyvani Th bunék, neutrofild, eozinofild, monocyti a dalSich bunék imunitniho systému
podilejicich se na tvorbé granulomi okolo parazita. Na potlaceni imunitni odpovédi se podileji
i sami paraziti svymi E-S produkty, které vyvolavaji tvorbu imunoregula¢niho cytokinu IL-10.
V posledni dobé probihd intenzivni vyzkum o moznostech vyuZiti tohoto jevu pri 1écbé

autoimunitnich onemocnénf jako je Crohnova choroba (Hiemstra et al., 2014).



3. Infekce filariemi

Filarie jsou tenké hlistice, typicky vazané na tropické a subtropické oblasti. Infek¢ni larvou
pro Clovéka je stadium L3, které prenaseji krev sajici Clenovci. V téle definitivniho hostitele se
vyskytuji jak dospélci, tak i migrujici larvy (mikrofilarie, L.1) a zptisobuji nemoc zvanou filarioza.
Typicka je pro radu filarii pfitomnost endosymbiotickych bakterii z rodu Wolbachia zptsobujici
vazné patologické stavy. Nasledujici podkapitoly shrnou vysledky mapovani imunitni odpovédi
lidi na nédkazy filariemi Onchoderca volvulus a Wuchereria bancrofti a jejich piisobeni na mysi

modelovy organismus v piipadé filarie Brugia malayi.

3.1. Infekce filarii Onchocerca volvulus

Dospéli jedinci jsou v definitivnim hostiteli lokalizovani ve skupinach v podkoZi, kde
zpusobuji tvorbu vazivovych nodulti - onchocerkomi. Zde dochazi k jejich mnozeni a cyklickému
uvolilovani mikrofilarii. Tyto larvy migruji kGzi a po jejich smrti dochazi k zanétlivé reakci,
vyvolavajici svédéni a hrozi sekundarni infekce vzniklé skrabanim postiZenych mist. V pripadé
chronické (generalizované) formy infekce (GEO) dochazi ke ztraté pigmentu kize (tzv. leopardi
kaze) a zhorsenti jeji elasticity. V nékterych pripadech se vyskytuje hyperreaktivni forma infekce
(tzv. Sowda), pro kterou je typické malé mnozstvi cerkarii v téle hostitele a projevuje se silnou
dermatitidou, hyperpigmentaci a praskani kiize - lichenifikaci. Mikrofilarie mohou domigrovat az
do o¢i a vyvolavat zde zanétlivé reakce, coz miiZe vést az k oslepnuti - ri¢ni slepota.

Pfi nakaze ¢lovéka bylo v okoli dospélych samcii a samicek bez pritomnosti mikrofilarii
pozorovano zvySené mnozstvi neutrofild a makrofagli. Tyto bunky bylo také mozné nalézt
v drobné polotekuté cysté v anteriorni casti cervi. Polotekuté skupenstvi cysty patrné usnadnuje
Cervliim prijem hostitelskych bunék jako potravy (Rubio De Krémer et al., 1998). Eozinofily byly
prokazany jen v pritomnosti mikrofilarif, at uz v déloze samicky nebo i jejim okoli (Rubio De
Krémer et al., 1998; Wildenburg et al., 1996). Zirné butiky se vyskytovaly v nodulech zejména za
pritomnosti samic¢ek produkujicich mikrofilarie nebo samotnych sameckii a na rozdil od
neutrofild a makrofagl nebyly v tésném kontaktu s kutikulou parazita (Wildenburg et al., 1998).
V okoli mrtvych ¢ervi bylo veliké mnozstvi Zirnych bunék (Wildenburg et al., 1998), makrofagt a
mnohojadernych obrovskych bunék, ale témér zZadné neutrofily (Rubio De Kromer et al.,, 1998).
Makrofagy, Zirné bunky, T bunky a fibrocyty infikovanych pacienti produkovaly TGF-f3 v okoli
dospélého viabilniho parazita, mikrofilarii, ale i mrtvych jedinct (Korten et al.,, 2010). TGF-# ma
kromé imunoregulacni funkce (Kulkarni et al., 1993) i dllezity podil na diferenciaci fibrocyta a
hojeni ran (Abe et al, 2001).

V krevnim séru pacientid s onchocerkoézou bylo oproti zdravé kontrole pozorovano mensi

Y

mnozstvi prozanétlivého cytokinu IL-6 a naopak vice protizanétlivého IL-13, jehoz hodnoty
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stoupaly se zvySujicim se mnoZstvim mikrofilarii v kizi. V pripadé zvyseného mnozstvi IL-10
dochazelo k vyraznému poklesu hladiny monocytl (Nmorsi et al, 2012). Bylo také detekovano
zvySené mnozstvi chemokinu CCL17/TARC v séru pacientl s mikrofilariemi oproti pacientim
v postpatentni fazi, kdy se télo zbavilo parazita, aniz by probihala cilena 1écba. I tito jedinci vSak
méli vy$si hodnoty zminéného cytokinu neZ ti nenakaZeni (Lechner et al, 2012). Chemokin
CCL17/TARC se podili na atrakci Th2 bunék a rozvoji zanétu v kiizi (Vestergaard et al, 2004).
Hodnoty chemokinu CCL17/TARC negativné korelovaly s mnozstvim chemokinu CCL3/MIP-1a
(Lechneretal., 2012), coZ je chemokin atrahujici eozinofily (Phillips et al., 2003) a makrofagy (Wang
et al., 2013) a jeho tvorba muZe byt inhibovana cytokinem IL-4 (Standiford et al., 1993), ktery patii
mezi cytokiny produkované Th2 buiikami (Iwaki et al., 2011).

PBMC kratce nakazenych pacientd (akutni faze) po in vitro stimulaci antigeny z dospélého
cerva produkovaly vétsi mnozstvi cytokint IL-5 a IFN-y neZ tomu bylo v piipadé pacienti s GEO
(Cooper et al, 2001). V podobném experimentu byla pozorovana vyssi hladina IL-5 také po
stimulaci PBMC z pacientti rezistentnich k ndkaze (Doetze et al.,, 2000). Monocyty z periferni krve
pacientli s GEO stimulované antigeny z dospélct i mikrofilarii produkovaly v prvnich hodinach
TNF-a. Postupné se vsak jeho hladina sniZovala a zvySovalo se mnoZstvi IL-10 (Brattig et al,
2000). T bunky izolované z onchocerkomti pacient s GEO po stimulaci mitogenni smési anti-
CD3/anti-CD28 produkovaly zejména zvySené mnoZzstvi cytokinu IL-10, mensi mnoZzstvi IL-5 a
IFN-y a téméf zadny IL-2 a IL-4 (Satoguina et al, 2002). Nartst hladiny IL-10 v této fazi infekce
byl potvrzen i stimulaci PBMC Buné¢nym stimula¢nim koktejlem? (Katawa et al., 2015). Tato data
napovidaji, Ze by mohlo dochazet k proliferaci regulacnich Tr1 bunék (Groux et al, 1997).
Ditlezitost IL-10 jako imunosupresoru pii GEO byla prokazana neutralizaci IL-10 a TGF-
specifickymi protilatkami proti témto cytokinim pridanymi do kultury PBMC stimulovanymi
antigenem z dospélych O. volvulus, nacez byla pozorovana proliferace T bunék (Doetze et al.,
2000). V praci Cooper et al. (2001) byla zvySena proliferace PBMC pozorovana dokonce jen pii
neutralizaci IL-10. Diferenciace T bunék na Tr1 by mohla byt divodem dlouhého trvani GEO
infekce bez zavaznych patologickych stavi.

V pripadé hyperreaktini formy nakazy dochazi k diferenciaci CD4+ bunék smérem
k tvorbé Th2 a Th17 bunék. O tom svéd¢i minimalni hodnoty IFN-y a zvySené mnozZstvi IL-4
a IL-17 produkované PBMC, ktery byly ziskany z pacientl s heperreaktivni formou infekce a in
vitro stimulovany vySe zminénym stimula¢nim koktejlem2 nebo antigenem z dospélych cervi,
v porovnani se stimulaci PBMC z jedincti s GEO. Stejné tak byly pozorovany transkrip¢ni faktory

spjaté se zminénymi Th bunikami (GATAS3 resp. STAT3) (Katawa et al., 2015).

2 Slozeni této smési: phorbol 12-myristate 13-acetate + lonomycin + Brefeldin A + monensin.
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3.2. Infekce filarii Wuchereria bancrofti

v

W. bancrofti je nejcastéjsi pavodce lidskych lymfatickych filari6z. Dospélci ziji v lymfatické
soustavé a samicky periodicky uvolnuji mikrofilarie migrujici podkozim. Béhem akutni faze
infekce trpi pacient horeckami a zanéty lymfatické soustavy (lymphangitis a adenolymphangitis).
Pro chronickou obstruktivni fazi je typicka elefantidza a tvorba lymfatického edému a hydrocelu
(vodni kyly). Klinické priznaky pacientd z endemickych oblasti se déli podle faze infekce na tii
skupiny. (1) jedinci bez priznaki s piitomnosti mikrofilarii v obéhu, (2) jedinci s piiznaky
filariozy a s pritomnosti filaridlniho antigenu v obéhu (s pritomnosti mikrofilarii i bez), (3) jedinci
s priznaKky filariozy bez pritomnosti filaridlnich antigenti (Adriana et al., 1998).

VétSina praci vénujicich se ndkaze W. bancrofti byla provaddéna na pacientech
z endemickych oblasti a za in vitro podminek, kdy se vétSinou ke stimulaci pouzivaly antigeny
filarie Brugia malay (BMA). V séru i hydrocelni tekutiné pacientli s patologickymi priznaky a bez
pritomnosti filaridlniho antigenu bylo pozorovano zvySené mnozZstvi cytokint IFN-y i IL-10
(Mishra et al, 2014). Produkce cytokini nejednotného fenotypu v piipadé chronického
onemocnéni byla prokazana i pti stimulaci PBMC z pacienti v této fazi infekce pomoci BMA, kdy
byly exprimovany cytokiny IL-2 a IFN-y, respektive IL-4 a IL-5 (Ravichandran et al, 1997) a také
po stimulaci PBMC z pacienti s klinickymi priznaky mitogenni smési PMA/ionomycin dochazelo
ke zvySené produkci cytokinu IFN-y, ale také IL-4 oproti stimulaci bunék z asymptomatickych
jedinct (Adriana et al., 1998). U asymptomatickych pacienti s pritomnosti mikrofilarii v téle byla
in vitro pozorovana sniZena proliferace PBMC po stimulaci BMA, oproti chronicky nemocnym
zvySenou expresi IL-10 a také IL-4 a IL-5. Oproti tomu pfi experimentdlni stimulaci PBMC
nenakazenych jedinci pomoci BMA byla patrna silnd prozanétliva odpovéd, reprezentovana
cytokiny IL-2 a IFN-y (Ravichandran et al, 1997). V piipadé asymptomatickych pacientli bylo
prokazano i potlaceni exprese Toll-like receptorti (TLR), které jsou dilezité pro aktivaci antigen
prezentujicich bunék. Zejména B buiiky, ale i monocyty je u asymptomatickych pacientt
exprimovaly v omezené mire, coZ ovlivnilo sniZenou produkci IL-5 a IFN-y (ale ne IL-4) CD4+

buiikami po stimulaci BMA (Babu et al., 2005).

3.3 Infekce filarii Brugia malayi

B. malayi patii mezi béZna nematoda zptsobujici lymfatickou filariézu. Nakaza a patolo-
gické priznaky jsou podobné jako u nakazy filarii W. bancrofti.

Podobné jako v predchozich pripadech zde dochazi kbalancovani mezi Thl a Th2
odpoveédi. Studie provadéna na jedincich z endemickych oblasti ukazala, Ze po stimulaci PBMC

z nakazenych asymptomatickych jedinci pomoci BMA dochazelo k nartistu IL-4, IL-5 a IFN-y, coz
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v priipadé zdravych jedinct, ktefi béhem svého Zivota nebyli nakaZenitimto parazitem,
pozorovano nebylo. Mnozstvi IL-4 bylo téméi stejné u pacientli s mikrofilariemi v krevnim obéhu
jako u téch bez mikrofilarii. Nicméné cytokiny IL-5 a IFN-y byly produkovany ve zvySené mire
pacienty amikrofilarickymi (Sartono et al., 1997).

Lymfatické filarie mohou zpulsobovat i tropickou plicni eozinofilii, coz je astmaticky
syndrom zptlisobeny alergickou reakci na mikrofilarie v plicich, kam mohou v nékterych
pripadech mikrofilarie domigrovat. Toto onemocnéni bylo popsano na IK mySich i na mySich
s blokaci exprese vybranych cytokint. Mysi byly predem imunizovany mrtvymi mikrofilariemi B.
malayi a nasledné jim byly intraveno6zné injikovany zivé mikrofilarie. U IK mysi bylo pozorovano
poskozenti plic a zvySeny vyskyt eozinofili v nich (Higgins et al., 1998; Mehlotra et al., 2001). Pri
zablokovani exprese Th2 cytokinu IL-4, kdy lze predpokladat vyvoj smérem Th1 odpovédi, bylo
poskozeni nizsi (Mehlotra et al.,, 2001). Podobné tomu bylo pfi zablokovani IL-5, kdy dochazelo
k ubyvani eozinofili a naopak nariistu po¢tu mononuklearnich bunék (Higgins et al., 1998). Vyvoj
prozanétlivé odpovédi byl jesté posilen imunizaci IK mysi kromé vySe zminénymi mikrofilariemi
i cytokinem IL-12. V tomto piipadé bylo také detekovano ubyvani eozinofild v plicich a nartst
mnoZzstvi IFN-y v homogenatu z plic (Mehlotra et al., 1998). Naopak pri blokaci Th1 cytokinu IFN-y
dochazelo v plicich ke zvySovani celularity a vyraznému poskozeni epitelu (Mehlotra et al., 2001).

V bronchoalveolarni tekutiné IK mysi byl po injikaci Zivych mikrofilarii pozorovan narast
mnozstvi eozinofilt (Higgins et al., 1998) a Th-2 cytokint IL-4 a IL-5 (Mehlotra et al., 1998). Oproti
tomu u IL-5 deficientnich mysi byla po injikaci zjiSténa proliferace mononuklearnich bunék,
zejména lymfocyti a makrofagh (Higgins et al.,, 1998), coz bylo potvrzeno i u IK mysi pti posileni
Th1 vyvoje imunizaci pomoci IL-12, coZ vyvolalo zvySenou proliferaci CD4+, CD8+, B bunék
a makrofagli (Mehlotra et al, 1998). Naopak u mysi s blokaci IFN-y byl v bronchoalveolarni
tekutiné prokazan narist poctu eozinofild. Nicméné toto plsobeni je patrné pouze lokalni,
protoze v periferni krvi bylo jejich mnozstvi totozné u vSech sledovanych mysSich kment
(Mehlotra et al., 2001).

Pro proliferaci eozinofilii neni patrné klicova pritomnost T lymfocyt(, protoze v pripadé
v praveni dospélct B. malayi do peritonealniho prostoru athymické (nude) mysi, pro kterou je
typicka absence T lymfocyti nebyla pozorovana zména v mnozZstvi peritonealnich eozinofild,

nicméné produkce makrofagt byla nizsi (MacDonald et al., 2003).

3.4. Zavér kapitoly

Imunitni odpovéd’ na infekce fildriemi se odviji od faze infekce a pfitomnosti mikrofilarii
v krevnim obéhu. V ranych fazich infekce dochazi k balancovani Th1/Th2 odpovédi, coz je
doprovazeno napt. produkci cytokinG IL-4, IL-5 a IFN-y, postupné vsSak prevlada tvorba

imunoregula¢nich cytokind IL-10 a TGF-B. Dlisledkem toho jsou ziejmé casté dlouhotrvajici
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vivs

je hyperreaktivni forma onchocerkoézy nebo plicni eozinofilie. Na kterych ma veliky podil nizka

regulace cytokinli asociovanych s Th2 odpovédi.
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4. Infekce schistosomami

Motolice zrodu Schistosoma jsou vyznamnym patogenem Clovéka. Dospéli jedinci
nejrozsirenéjSich zastupct jsou lokalizovani v cévach okolo stieva (Schistosoma mansoni a S.
japonicum) a mocového méchyte (S. haematobium) a zpiisobuji nemoc zvanou schistosoméza.
Vétsina praci vénujicich se lidské nakaze byla provadéna na pacientech podstupujicich 1é¢bu
a nepopisuje vliv prirozeného imunitniho systému na eliminaci parazita. Proto je v nasledujici
kapitole kladen diraz na infekci modelovych organismi v pripadé infekci S. mansoni a S.

japonicum arole lidského imunitniho systému je zminéna pouze v pripadé nakaz S. haematobium.

4.1. Infekce motolici Schistosoma mansoni

Cerkarie S. mansoni aktivné penetruji pokoZku hostitele a transformuji se ve
schistosomuly, které migruji obéhovym systémem pres plice a srdce do cév mezenteria a portalni
zily, kde dospivaji. Tady samicky produkuji vajicka s trnem, kterd penetruji do lumen streva,
odkud jsou poté vylouceny spolecné se stolici. AvSak cast vajicek zlistava ve sténé streva a jejich
pritomnost vyvolava v okoli zanéty a tvorbu granulomu. Tato stfevni schistosomdza se projevuje
bolestmi bficha, krvavymi prijmy a mize vést az k tvorbé nadord.

V kiizi uSnich boltcti experimentalné infikovanych IK mysi atenuovanymi cerkariemi byla
v prvnich dvou tydnech po nakaze patrna silnd prozanétliva odpovéd a akumulace neutrofild,
makrofagli a dendritickych bunék (Hogg et al., 2003). Tyto buiiky byly mimo jiné atrahovany
ziejmé chemokiny CCL3/MIP-1a (Wang et al., 2013) a CCL4/MIP-1 (Manuelpillai et al,, 2012),
které byly v prvnich dnech po infekci detekovany in vitro v kizi ziskané z nakaZzenych mysi.
Prozanétlivou odpoveéd potvrzujii cytokiny IL-1f, IL-6, IL-12 a IL-18, které byly exprimovany také
v pocatcich infekce. Nicméné postupné dochazelo ke zvySovani hladiny cytokinu IL-10 (Hogg et
usnim boltci IK mysi byla postupné potlacena (Hogg et al., 2003).

Penetrace cerkarii byla pozorovana i in vitro na vzorku lidské ktize. Kratce po penetraci
cerkarii a jejich transformaci ve schistosomuly bylo v kiizi pozorovano zvySené mnoZstvi
imunoregula¢niho IL-10 a IL-1ra i jejich mRNA (He et al, 2002). IL-1ra je antagonista k receptoru
pro IL-1 a jeho zvySena produkce byla zaznamendna po stimulaci neonatdlnich lidskych
keratinocyti ES produkty a homogenatem ziskanym z in vitro transformovanych schistosomul S.
mansoni. Tento protein patrné blokuje receptor pro IL-1, jelikoZ exprese IL-1a a IL-1f3 byla v jeho
pritomnosti potlacena (Ramaswamy et al, 1995). Ve vySe zminéném experimentalnim modelu
penetrace lidskou kazi byla v pritomnosti IL-1ra exprese mRNA pro IL-la a IL-18 rovnéz
potlacena (He et al., 2002).

V prvnich dnech po experimentalni infekci IK mysi byla pozorovana produkce IL-6
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plicnimi endotelidlnimi butikami a makrofagy, lokalizovanymi v okoli plicniho epitelu (Angeli et
al, 2001). Makrofagy a eozinofily jsou atrahovany mimo jiné chemokiny CCL2/ MCP-1 (Ajuebor
et al, 1998), CCL7/ MCP-3 (Noso et al., 1994; Uguccioni et al.,, 1995), respektive CCL11/ eotaxin-
1 (Provost et al., 2013). V plicich nakaZenych IK mysi byla detekovana mRNA téchto chemokind.
V ptipadé infekce IL-6 deficientnich myS$i bylo v plicich zjiSténo zvySené mnoZstvi mRNA
i samotna exprese proteinii CCL11/ eotaxinu-1 a IL-5 byla zvySena, coz patrné vedlo k vyssi
proliferaci eozinofild, které byly pozorovany v plicnim homogenatu i bronchoalveolarni tekutiné.
Naopak urovenn mRNA pro MCP-1/CCL2 byla nizsi. A také mnozstvi makrofagii bylo snizené oproti
situaci u IK mysi (Angeli et al., 2001).

Tvorbu IL-6 plicnim epitelialnimi butikami IK my$i potvrdily i in vitro experimenty, béhem
nichz byla exprese tohoto cytokinu epitelidlnimi plicnimi butikami vyvolana pomoci stimulace E-S
produkty Zivych schistosomul. T bunky ziskané z plic IL-6 deficientnich mysi produkovaly po
stimulaci antigeny ze schistosomul zejména IL-5 (Angeli et al., 2001), jenZ zastava dilezZitou tilohu
v proliferaci eozinofilti (Sher et al, 1990). V souladu s timto poznatkem je zvySena proliferace
eozinofill, kterd byla pozorovana u téchto mysi po infekci S. mansoni (Angeli et al., 2001). CD4+
Th bunky ziskané z hrudnich lymfatickych uzlin a sleziny IK mysi s plicni schistosomézou
exprimovaly po stimulaci smési mitogenti PMA/ionomycin ve zvySené mire cytokiny IL-10 a IL-4
(Redpath et al, 2015). Buiiky izolované z tfiselnych miznich uzlin mysi s plicni schistosomo6zou
produkovaly IL-4 i IFN-y po stimulaci antigeny schistosomul. Tato exprese ztracela na intenzité
s postupem casu od infekce, jelikoZ dochazelo k ibytku antigen prezentujicich bunék. Hladina
(¢tyrikrat). Naopak se vyrazné zvySovala hladina IL-10 produkovaného CD3+ CD4+ buiikami.
IL-10 byl prokazan jako klicovy faktor pro apoptézu CD4+ bunék produkujicich IL-4 nebo IFN-y,
kterd byla u nakaZenych IK mysi detekovana. V pripadé IL-10 deficience ktéto apoptoze
nedochdzelo. (Prendergast et al., 2015).

V pozdéjsi fazi infekce, pro kterou je typicka gastrointestinalni schistosomo6za, byl u naka-
zenych mysi v jaternim parenchymu okolo vajicek pozorovan granulomatézni zanét s piritomnosti
eozinofill, kolagenu a vznik fibrézni 1éze (Fallon et al, 2000). V okoli granulomi ve Zlu¢ovodech
byly detekovany cholangiocyty, makrofagy a myofibroblasty (Pereira et al, 2015). V ptipadé
infekce IL-4 deficientnich mysi byl pozorovan vyrazny zanét stény tenkého stireva s piitomnosti
eozinofill, lymfocyt a makrofagli v misté priniku vajicek do lumen stfeva (Brunet et al, 1997,
Fallon et al, 2000). V plazmé IK mysi s touto formou schistosomo6zy byla pozorovana zvySena
produkce IL-10 a vprvnich dnech po infekci ¢astecné i narlst hladiny IFN-y nasledovany
vyraznym navySenim mnozstvi IL-4 (Waknine-Grinberg et al., 2010).

Cholangiocyty, makrofagy a myofibroblasty, které byly pozorovany v ptipadé stirevni

schistosomoézy v okoli granulomt ve zlu¢ovodech IK mysi, produkovaly po stimulaci antigenem
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z vaji¢ek S. mansoni cytokin osteopontin (OPN, také znamy jako Eta-1), ktery se podili na vzniku
jaterni fibrozy (Pereira et al, 2015). V pripadé stimulace mySich splenocytd antigeny z vajicek
dochéazelo k produkci zejména IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13 (Fallon et al., 2000). Pokud byl gen pro
tvorbu IL-4 utlumen, tak byla pozorovana silna zanétliva odpovéd, reprezentovana cytokiny IFN-
y a TNF-a a zvySenou produkci oxidu dusnatého a v konecném dusledku vedouci ke zvysené

mortalité mysi (Brunet et al., 1997).

4.2. Infekce motolici Schistosoma japonicum

S. japonicum se podobné jako S. mansoni tadi mezi schistosomy napadajici
gastrointestinalni trakt. Dospélci Ziji v okoli portalni Zily, kde samicky kladou vajicka, jeZ opét
penetruji do lumen stfeva a strusem se dostavaji ven. V nékterych jsou Casné faze infekce
provazeny horeckou Katayama.

Stejné jako v pripadé S. mansoni bylo kratce po penetraci cerkarii vzorkem lidské kiize a po
jejich transformaci ve schistosomuly pozorovano zvySené mnozstvi IL-10 a IL-1ra mRNA. Avsak
zajimavé je, Ze na rozdil od odpovédi na S. mansoni a S. haematobium byla pozorovana zvySena
exprese mRNA i pro dalsi cytokiny, jako napriklad IL-6, IL-8. Tato rozdilna odpovéd’ je mozna
zpusobena odliSnou migraci ¢erstvé transformovanych schistosomul. Schistosomuly S. japonicum
totiz migruji po penetraci rychle do dermis, zatimco schistosomuly S. mansoni a S. haematobium
zlstavaji delsi dobu v epidermis (He et al., 2002)

Okolo vajicek byly v jatrech IK mysi pozorovany granulomy, které byly tvoreny zejména
neutrofily, eozinofily, makrofagy a castecné obrovskymi mnohojadernymi bunikkami, dochazelo ke
vzniku jaterni fibrézy (Cheever et al.,, 1995; Chuah et al, 2016) a zvySené expresi cytokinti IL-4,
IL-5 a IL-13 (Seki et al, 2012). MnoZstvi eozinofilli, velikost granulomt a rozsah fibrézy byli
sniZeny pri oSetireni téchto mysi protilatkami proti IL-5 (Cheever et al., 1991) nebo IL-4 (Cheever
et al, 1995).V jatrech IL-4/IL-13 deficientni mysi byla velikost granulomu a rozsah fibrézy vyssi,
ale nizsi hladina eozinofild a IL-5. Na druhou stranu byla pozorovana zvysena exprese IL-17A
(Seki et al., 2012), coZ je cytokin produkovany Th17 bunkami a jeden z potencialnich stimult pro
proliferaci eozinofili a neutrofili (Guo et al, 2015; Ye et al, 2001). Kromé zminéného IL-17A
dochazelo ke zvysSené expresi také 1L-22 mRNA (Seki et al.,, 2012), coZ je mediator pro translaci
dalsiho Th17 cytokinu, a to IL-22 (Zheng et al., 2007). V tomto piipadé vsak IL-17A neni klicovy
pro proliferaci eozinofild, jelikoZ u IL-4 /IL.-13/1L-17A deficientnich mysi bylo mnozstvi eozinofili
srovnatelné s mnozstvim u IL-4/IL-13 deficientnich mysi (Seki et al., 2012). Prozanétliva odpovéd
Th1 bunék tento typ imunitni odpovédi neovliviiovala. Hodnoty cytokinu IFN-y v jatrech byly
totozné v piipadé nakaz IK i IL-4/IL-13 deficientnich mysi (Seki et al.,, 2012) a mnozstvi eozinofilt
bylo stejné u IFN-y deficientni i IK mysi (Cheever et al., 1995).

Na rozdil od eozinofild, jejichz mnoZstvi bylo v ptipadé infekce IL-4/IL-13 deficientnich
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mysi sniZené, byla hladina neutrofilii zvySena. Ke zvySené proliferaci neutrofild prispiva patrné
i chemokin CXCL2/MIP-2,jehoz mRNA byla u IL-4/IL-13 deficientni mysi exprimovana ve zvySené
mire (Seki et al., 2012) a byl prokazan jeho chemotakticky efekt pro neutrofily (Rouault et al,
2013). Cytokiny IL-4 a IL-13 se tedy v pripadé IK mysi patrné podilely na potlaceni proliferace
neutrofila (Seki et al, 2012). V pripadé oSetreni IK mysi protilatkami proti IL-4 bylo pozorovano
snizené mnozstvi Cervli v hostiteli (Cheever et al, 1995), ale produkce vajicek vzhledem
k celkovému mnozstvi dospélcti byla ve vSech piipadech nezménéna (Cheever et al, 1991;
Cheever et al. 1995).

CD4+ bunky ziskané ze sleziny nakaZenych IK mys$i v riznych intervalech po infekci
vykazovaly s postupujici dobou od nakazy zvySujici se expresi IL-4 po stimulaci antigenem
z vajicek parazita, ale i pri stimulaci samotnym médiem. K expresi IFN-y také dochazelo, ale
v mensSim mnozstvi a bez znatelného naristu v pribéhu infekce. Th2 odpovéd’ tedy zacala byt
dominantni s postupem ¢asu, patrné jako odpovéd na zvySujici se mnoZzstvi vajicek parazita (Ji et
al, 2006). V priibéhu infekce byla také pozorovana zvysujici se exprese genu pro chemokiny
CCL3/MIP-1a a ECF-L (Ji et al, 2006), které se podileji na atrakci eozinofilt (Owhashi et al., 2000;
Phillips et al., 2003)

4.3. Infekce motolici Schistosoma haematobium

Schistosomuly parazita Schistosoma haematobium migruji télem hostitele, dospivaji
ausazuji se v cévach obklopujicich urogenitalni trakt. Samicky zde kladou vaji¢ka, ktera se
dostavaji do lumen mocového méchyte skrze jeho sténu a jsou vylucovany z téla moci. Pii tomto
procesu dochdazi k poskozeni a zanétu stény mocového méchyte a prilehlych cév, coz se projevuje
pritomnosti krve v moci.

Podobné jako v pripadé schistosomy S. mansoni, i tady bylo zjisténo zvySené mnozstvi
IL-10 a IL-1ra mRNA kratce po penetraci cerkarii vzorkem lidské ktize a jejich transformaci ve
schistosomuly in vitro (He et al., 2002).

Imunitni odpovéd’ byva pozorovana zejména u déti a mladistvych z endemickych oblasti
ptichazejicich do styku s vodou kontaminovanou cerkariemi S. haematobium jiz od narozeni.
Nejvétsi intenzita ndkazy, hodnoceno dle mnoZzstvi vajicek v moci, byva okolo jedenactého roku
zivota (Milner et al.,, 2010; Mutapi et al., 2007). Tito pacienti vykazovali nejvyssi mnozstvi IFN-y
a IL-2 v plazmé, které se sniZovalo s ustupujici intenzitou nakazy, kdy naopak nartistalo mnozstvi
IL-4. U starsich pacientti, ktefi prodélali nakazu v détstvi, byla detekovana Th2 orientovana
odpoveéd’, zastoupena cytokiny IL-4, IL-5 a IL-10 (Milner et al., 2010).

PBMC pacienti s vysokou intenzitou nakazy produkovaly po stimulaci antigeny z dospélcti
prevazné IL-10 a bunky pacientd se snizujici se intenzitou infekce i IL-5. Pri blokaci IL-10

protilatkami proti tomuto cytokinu, byla po stimulaci antigeny z dospélcti pozorovana okamzita
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zvySena exprese IL-5. IL-10 v tomto pripadé patrné plisobi jako supresor produkce IL-5. Antigeny
dospélych Cervl tedy zrejmé maji imunoregulacni funkci, jelikoz pri stimulaci Con A byla
produkce IL-10 srovnatelna s produkci IL-5 (Mutapi et al, 2007). Antigeny z vaji¢ek rovnéz
stimulovaly PBMC k tvorbé IL-10, ale jen pokud nedoslo k patologickému poskozeni mocového
méchyie pacientli, z nichz byly PBMC ziskdny. V opa¢ném pitipadé byla zaznamendna silna
zanétliva odpovéd. PBMC takovychto pacientd po stimulaci antigeny z vajicek produkovaly
vyrazné mnozstvi prozanétlivého TNF-a. Tento cytokin byl produkovan z ¢asti CD4+ bunkami
(King et al,, 2001), nicméné hlavnim zdrojem byvaji monocyty a makrofagy (Domingos et al,

2009).

4.4, Zavér kapitoly

Pribéh cytokinové reakce na infekce zplisobené vyse uvedenymi druhy schistosom je
podobny. V prvnich dnech je typicka tvorba prozanétlivych cytokini v misté penetrace cerkarie
a pohybu schistosomul a také proliferace granulocytti, cozZ se snazi paraziti potlacit indukci tvorby
imunoregulacnich cytokinG. S progresi infekci prevlada Th2 odpovéd, ktera vsak v pripadé

dlouhodobé infekce také ztraci na intenziteé.
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5. Infekce neurotropnimi helminty

Mezi neurotropni helminty radime parazitické ¢ervy vyskytujici se v urcitém Zivotnim

stadiu v centralni nervové soustavé (CNS) svého hostitele

5.1. Infekce CNS tasemnici Taenia solium

Clovék je typickym definitivnim hostitelem intestinalni tasemnice T. solium. Kromé toho
muze fungovat i jako aberantni mezihostitel. Nakazi se pozienim jejtho vajicka, z néhoz se
plisobenim gastrointestinalnich stav vyviji onkosféra, jez penetruje skrz stevni sténu a migruje
cévnim systémem (mimo jiné organy) do CNS, kde encystuje a dospiva v cysticerkus. Cysticerkus
byva nejcastéji usidlen v mozkovém parenchymu, ptipadné subarachnoidalnim prostoru nebo
mozkovych komorach a zptsobuje zavazné onemocnéni - neurocysticerkézu (NCC), ktera se miize
projevovat symptomy, jako jsou epileptické zachvaty, bolesti hlavy, poruchy vidéni, koordinace
atd.

Viabilni cysticerkus je vétSinou charakteristicky invaginovanym skolexem obklopenym
prihlednou cystickou tekutinou a ohrani¢enym propustnou membranou. Tato faze se oznacuje
jako vezikularni, miZe trvat aZ roky a imunitni odpovéd hostitele vii¢i tomuto stadiu je slaba.
S postupnou degeneraci se cysticerkus dostava do koloidni faze, cysticka tekutina kolem skolexu
je husta a kalna. BEhem této faze se tvori okolo cysticerku zanétliva kapsule plasmatickych bunék,
lymfocytii, makrofagl a eozinofild a v okoli dochazi k proliferaci mikroglii a astrocyt, jakozto
reakce na degradaci neuronii. Pozdéji se cysticka membrana rozpada a degenerujici cysta se mtize
dostat do faze kalcifikované, béhem které je kolem kalcifikovanych zbytka parazita patrny mirny
zanét (shrnuto v Garcia et al., 2014; Chavarria et al., 2006). V radé studii je rozliSovana i granul6zni
faze (Del Brutto, 2012). Nastava po fazi koloidni a u pacientti s touto infekci byla detekovana
zvySena aktivita makrofagti, produkce prozanétlivych cytokina IL-18, IFN-y a imunoregulacniho
TGF-B (Alvarez et al., 2002) a v nékterych pripadech i Th2 cytokinu IL-4 v blizkém okoli cysticerku
(Restrepo et al., 2001) a transformace degenerujiciho skolexu v mineralizovana granula (Wang et
al, 2008). Postupné dochazelo k tvorbé glidlni jizvy plisobenim astrocytli v okoli zanétlivého
infiltratu (Alvarez et al, 2002) a usmrceni parazita (Del Brutto, 2012; Wang et al., 2008). Aktivita
astrocytl pti neurocysticerkdze byla zaznamenana i v pripadé experimentalni ndkazy IK mysi. Pri
nichZ s postupnou degeneraci parazita v jeho okoli dochazelo k nartistu hladiny cytokinu OPN
(Wang et al,, 2008), ktery se podili na aktivaci astrocytti (Gliem et al., 2015), jez byly detekovany
v okoli neurocysticerki pri nakaze lidi (Alvarez et al., 2002).

Zménu exprese cytokinli v zavislosti na degeneraci cysticerki potvrzuji i in vitro
experimenty. Stimulace PBMC pacientl antigeny z cystické tekutiny vedla ke zvySené expresi

prozanétlivych cytokind TNF-q, IL-1f3 a IL-2 a také Th2 cytokinu IL-4 a imunoregulac¢niho IL-10.
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Antigeny z membrany cysticerku tuto expresi nestimulovaly (Amit et al., 2011). Na druhou stranu
stimulace PBMC pomoci membrany a skolexu cysticerkli vyvolala produkci chemokinu
CXCL8/IL-8 (Uddin et al., 2010), ktery atrahuje neutrofily (De Buck et al, 2015). Avsak viabilni
cysticerkus ovliviiuje imunitni systém i svymi E-S produkty. V pripadé, ze byly mysi krevni
leukocyty stimulovany E-S produkty, doslo k omezeni exprese IL-12, IFN-y a OPN v porovnani se
stimulaci télnimi proteiny cysticerkti (Wang et al., 2008).

VySe zminéné reakce imunitniho systému v zavislosti na priibéhu infekce jsou patrné
ivpripadé Klinickych testd pacientd s NCC, kde se casto pouziva detekce cytokinli a bunék
imunitniho systému v likvoru (mozkomisnim moku). Testy ukazaly zvysujici se mnozstvi IL-1(,
IL-5 a IL-10 pri zanétlivé imunitni odpovédi v zavislosti na lokalizaci cysticerki v mozku
(Rodrigues et al., 2000). V pripadé pacienti se symptomatickou NCC bylo detekovano nejvétsi
mnozstvi eozinofild a nejvyssi hladiny cytokint IL-5, IL-6 a IL-10 pri lokalizaci parazita
v mozkovych komorach a v subarachnoidnim prostoru, kde dochazi k tésnéjsimu kontaktu
cysticerku s likvorem (Chavarria et al., 2005). V periferni krvi se symptomatickd NCC projevovala

zvySenou hladinou prozanétlivych cytokint IL-17, IL-23, TNF-a a IFN-y a poklesem hladiny

/////

s v

NCC byla zjiSténa pozitivni korelace produkce protizanétlivych cytokint IL-4, IL-10 a IL-13
v likvoru s prozanétlivymi TNF-a a IFN-y v periferni krvi, coz mlze znacit tendenci k potlaceni

neurodegenerativnich procesi pii pripadném zanétu v CNS (Saenz et al., 2012).

5.2. Infekce CNS hlisticemi rodu Toxocara

Hlistice rodu Toxocara ma dva zastupce vyznamné pro lidské zdravi. Larvy Toxocara canis
a T. cati zpisobuji onemocnéni zvané toxokaro6za. Definitivnim hostitelem T. canis byvaji psi, liSky
a dalsi psoviti, v ptipadé T.canis to byvaji kockovité Selmy. Ndkaza probéhne vétSinou pozienim
vajicka s vyvinutou larvou nebo pozirenim infikované tkané paratenického hostitele. Tato larva se
vylihne v travicim traktu, penetruje skrze strevni sténu, vstoupi do obéhového systému, migruje
do jater a odtud dale skrze srdce do plicni tepny. Poté bud’ penetruje skrze sténu plicnich sklipkt
do pridusek a migruje pridusnici az do hltanu, odkud se po spolknuti dostava do strev, kde
dospiva. Nebo se larva skrze plicni sklipky dostava zpét do obéhového systému a usazuje se
v nékteré ztélnich tkani. V pripadé, Ze migrace probiha ve vnitinich organech, tak se mluvi
o syndromu larva migrans visceralis, postihujici zejména jatra, plice a zptlisobujici bolesti bricha,
astma a ztratu chuti. V pripadé lokalizace v oku se jedna o syndrom larva migrans ocularis
s poruchami vidéni (shrnuto v Magnaval et al, 2001). Larva migrans visceralis byva ovSem
nalezena i v CNS. V pripadé experimentalni infekce mysi se larvy nachazeji nejcastéji v koncovém
mozku, kde se aktivné pohybuji bez viditelné zanétlivé reakce v jejich okoli (Othman et al., 2010).

Toto onemocnéni je oznaCovano jako neurotoxokaréza, kterda mize byt jednou z pricin
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epileptickych zachvati déti (Bachli et al., 2004).

Pii klinickych testech likvoru détskych pacientii byla prokazana proliferace eozinofili
(Bachli et al, 2004; Marx et al., 2007; Moreira-Silva et al., 2004), které mohou byt aktivovany
cytokinem IL-5 (Sher et al., 1990). Hladina cytokinu IL-5 v mozku experimentalné nakazenych
mysi s priibéhem infekce stoupala (Hamilton et al., 2008). Stejné tak v podobném experimentu
(Othman et al.,, 2010) stoupala hladina cytokini IL-6 a TNF-a, které byvaji produkovany astrocyty
(Lafortune et al.,, 1996), které potlacuji patologii vzniklou poskozenim tkané (Myer et al., 2006).
Na druhou stranu byly v téchto experimentech prokazany i imunoregula¢ni cytokiny IL-10
(Hamilton et al, 2008) a TGF-B1 (Liao et al., 2008), které omezuji produkci TNF-a astrocyty
(Benveniste et al., 1995). Stejné tak nejspiSe reguluji produkci Th1 cytokinu IFN-y, jehoZ mnoZstvi
v pribéhu infekce klesd (Hamilton et al., 2008).

5.3. Infekce CNS motolicemi rodu Schistosoma

Schistosoma mansoni, S. haematobium a S. japonicum se kromé béznych lokalizaci mohou
vyskytovat i ektopicky a zplisobovat plicni nebo genitalni schistosom6zu a v neposledni fradé také
neuroschistosomoézu. Schistosomy se mohou vyskytovat v cévach obklopujicich CNS, avSak hlavni
patologické problémy zpiisobuji vajicka dopravena krevnim obéhem do michy (v pripadé S.
mansoni a S. haematobium) a mozku v ptipadé S. japonicum, jejiZ vajicka jsou drobnéjsi.

Mozkova schistosomoza je typicka pro infekci S. japonicum. V okoli vajicek v mozkovych
komorach byva patrny granulomatézni zanét (Zhou et al., 2009). Granulomy obsahuji vaje¢nou
skorapku obklopenou obrovskymi mnohojadernymi butikami, plazmatickymi burikami, lymfocyty
a okolni tkan je infiltrovana mnozstvim eozinofilti (Lei et al., 2008). Mimo to je v okoli prokazana
aktivita glidlnich bunék spojena s degeneraci neuront (Wu et al, 2012). Tento utvar je v mozku
patrny po dlouhou dobu a jeho pritomnost miiZe zplisobovat epileptické zachvaty, bolesti hlavy
a zavraté. Po ¢ase miiZe vajicko zmizet a zanét ustoupit (Lei et al., 2008).

Hlavni pti¢inou mi$ni schistosomozy3 jsou S. mansoni a S. haematobium, jejichz vajicka
byvaji lokalizovany v dolni ¢asti michy. Infekce se miize projevovat parestezii a bolestmi nohou
(Nobre et al, 2001). Vokoli vajicek se stejné jako u mozkové schistosomézy nachazi
granulomatézni zanét a velké mnoZstvi mononuklearnich bunék (Ferrari et al.,, 2004). V likvoru
pacienti s miSni schistosomézou bylo pozorovano zvySené mnozstvi lymfocyti a eozinofilt
(Ferrarietal.,, 2004; Nobre et al., 2001). VySetteni takovychto pacientli ukazala zvySenou produkci
cytokind IL-4, IL-6 (Ferrari et al, 2006) a IL-13 (Sousa-Pereira et al, 2006), coZ nasvédcuje
dominanci Th2 odpovédi (Morita et al, 2011). Tuto hypotézu podporuji i nizké hladiny

prozanétlivych cytokinti IFN-y a TNF-a a zvySené mnozstvi imunoregulac¢niho cytokinu IL-10

3 Nékdy téZ nazyvané jako schistosomalni myeloradiculopatie.
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v likvoru pacienti (Ferrari et al, 2006). Proliferaci eozinofild podporuje i zvySené mnozZstvi
chemokind CCL11/Eotaxin-1 a CCL24/MPIF-2 (Provost et al, 2013) v séru pacientli s mi$ni
infekci S. mansoni (Sousa-Pereira et al.,, 2006). Na tvorbu granulomat6zniho zanétu v okoli vajicka
maji patrné vliv chemokin CCL2/MCP-1, ktery byl detekovan v séru (Sousa-Pereira et al., 2006)
a cytokin IL-1B, ktery byl zjiStén v likvoru (Ferrari et al, 2006). Tyto proteiny se podileji na
chemoatrakci monocyti (Ajuebor et al, 1998) a diferenciaci makrofagi (Sierra-Filardi et al,

2014), jejichz aktivitu béhem infekce lze tedy predpokladat.

5.4. Zaver kapitoly

Role cytokind béhem neurocysticerkéz, neuroschistosoméz a neurotoxokaréz neni zatim
zcela detailné prozkoumana a existuje jen omezené mnoZzstvi publikaci na toto téma. Nicméné pfti
imunitni odpovédi v CNS je evidentni ¢astecna izolace hematoencefalickou bariérou a vliv
rezidentnich bunék centralni nervové soustavy, zejména astrocytll a mikroglii. Patologie nakaz
helminty je odvisla od lokalizace parazita a jeho Zivotaschopnosti. Zivy parazit produkuje E-S

produkty, které mohou ¢astec¢né regulovat vznik zanétu, jenz v CNS miva zavazné disledky.
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Zaver

V této praci jsou popsany cytokiny a chemokiny vyskytujici se pti helmintarnich nakazach,
jejich vliv na stimulaci dalSich slozek imunitniho systému a jejich dopad na obranu proti témto
patogenim.

Imunitni odpovéd miva podobné charakteristické rysy v pripadé nakaz hostiteld, ktefi
jsou pro dany druh helminta prirozenymi a jejich lokalizace v téle neni ektopicka. V prvotnich
fazich infekce imunokompetentnich jedinci je Casta prozanétliva odpovéd zastoupena chemokiny
atrahujicimi neutrofily (CXCL5/Ena78), makrofagy (CCL2/MCP-1 , CCL3/MIP-1a), eozinofily
(CCL11/ eotaxin-1) a dalsi buriky, které se podileji na tvorbé granulomu. Tyto buriky exprimuiji
cytokiny jako jsou IL-1f, IL-5, IL-12, TNF-a nebo IFN-y a vytvari granulomatdzni 1ézi okolo
parazita, jez by méla omezit jeho riist a pohyb a v kone¢ném dtsledku ho usmrtit. Nicméné tento
zanét zpusobuje v nékterych organech, zejména pri velikém rozsahu parazitézy v poméru
k velikosti organu, zavazné patologické stavy.

S postupem c¢asu dochazi k polarizaci a stabilizaci Th2 orientované imunitni odpovédi
reprezentované cytokiny IL-4, IL-5, IL-13 a chemokinem CCL17/TARC, atrahujicim Th2 burky,
a produkci imunoregulac¢nich IL-10 a TGF-. V diisledku tohoto plisobeni je sniZena hladina Th1
cytokind IL-2, IFN-y. V tomto stavu preziva parazit v téle hostitele po dlouhou dobu, nicméné
patologické piisobeni je utlumeno. V pripadé dlouhodobych infekci dochazi i ke snizovani poctu
leukocytt.

Helminti ovliviiuji imunitni systém i aktivné plisobenim svymi exkrec¢nimi-sekre¢nimi
produkty, které byvaji imunosupresivni a vedou k potlaceni zanétu, rozvoji Th2 odpovédi
a produkci cytokind IL-4, IL-10, IL-13. Zaroven také omezuji expresi prozanétlivych IL-12, IFN-y
nebo OPN.

Vliv cytokinli a chemokini pfi helmintarnich infekci je jednim ze zakladnich pilifi pri
popisu vztahu hostitel-parazit a na toto téma bylo provedeno nespocet experimentt a zcela jisté
budou dalsi stale pribyvat. V nékterych ptipadech je ovSem slozité nalézt idedlni modelovy
organizmus a popis prirozené imunitni odpovédi clovéka je komplikovany, vzhledem k malému
mnozstvi neléCenych pacientli diky rozvoji mediciny a Zivotniho standartu v endemickych

oblastech.
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