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ABSTRACT

The most complex interactions between host and infectious agent are generated during helminth
infections, which represent a significant source of serious health problems worldwide. Because
many helminths migrate after entering the host, these infections are characterized by the gradual
development of a range of clinical symptoms. These are not only due to the damage to various
organs but also to the modified host's immune response. The published studies show that, on
the one hand, the immune response is stimulated in order to eliminate the parasite, but on the
other hand, helminths possess a number of mechanisms that may lead to immune modulation
and thus ensure their long-term survival in the host. An indirect consequence of such a situation
may then be an amelioration of the symptoms of autoimmune diseases. Therefore, in order to
contribute to the elucidation of the course of the immune response of the paratenic host to one
of the most common infections caused by Toxocara canis, we also studied the effect of infection

on experimental autoimmune encephalomyelitis, a model for multiple sclerosis.

Although T. canis is a parasite of canids, it often infects a variety of paratenic hosts, including
humans. In these hosts, the larvae survive in various tissues at the L3 larval stage, with a large
proportion found in the brain. The pathogenesis of infection is the result of mechanical damage
to the tissues and the action of excretory-secretory products of larvae. Our experiments in
immunocompetent mice have shown that even a small number of larvae leads to a serologically
significant response, which, however, is not accompanied by severe pathological changes.
However, after subsequent induction of experimental autoimmune encephalomyelitis, we
observed that infection with L3 7. canis larvae worsened the course of this model disease.
Compared to the uninfected control group, we observed higher clinical symptom scores and
higher weight loss in these mice. These negative effects were associated with significant
increases in serum cytokine levels, probably as a consequence of dysfunctional regulation of
the immune system. In the central nervous system, we found an increased percentage of CD4"
cells of non-Treg phenotype, suggesting infiltration of additional CD4" cell populations, which
are probably responsible for the worsening course of experimental autoimmune

encephalomyelitis in infected mice.

Larval toxocariasis is one of the most globally important tissue parasitoses. Older data from the
Czech Republic indicate that almost one out of every five individuals has encountered the
infection. These studies indicate seroprevalence levels of 18.4% (1998) and 19% (2006). In
comparison, we found a decrease in this value to 3.6% (2020). We suppose that the reduction
in seroprevalence is probably associated with increased public hygiene and increased use of

anthelmintics in dogs.



The majority of the existing tests for the detection of 7. canis-specific antibodies is limited by
lower specificity because they are based on excretory-secretory antigens that cross-react with
sera from patients infected with other helminths. In this part of the work, our goal was to identify
recombinant excretory-secretory antigens for the detection of 7. canis-specific antibodies. The
use of these alternative recombinant antigens illustrated their possible diagnostic potential as

well as differences in the reactivity of mice and human sera.

Keywords: Toxocara canis, experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE,
seroprevalence, toxocarosis, recombinant antigens, diagnostics, MOG, helminths, multiple

sclerosis
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ABSTRAKT

vvvvv

vyvolanych helminty, ktefi predstavuji celosvétové vyznamny zdroj zdvaznych zdravotnich
problémt. Vzhledem k tomu, Ze fada helmintii po priniku do hostitele migruje, je pro tyto
infekce typicky postupny rozvoj ruznych klinickych obtizi. Ty jsou zplsobeny nejen
poskozenim riznych organd, ale i odpovidajici imunitni reakci hostitele. Z literarnich udaji
vyplyva, ze na jedné stran¢ sice dochazi ke stimulaci imunitni reakce s cilem zlikvidovat
parazita, na druhé stran¢ ale helminti disponuji fadou mechanismt, které mohou vést
k modulaci imunity, a zajistit tak jejich dlouhodobé piezivani v hostiteli. Nepfimym disledkem
takové situace pak miize byt zlepSeni projevli autoimunitnich onemocnéni. S cilem pfispét k
objasnéni pribéhu imunitni odpovédi paratenického hostitele na jednu z nejéastéjSich infekci
vyvolanou Toxocara canis jsme se proto zabyvali i vlivem infekce na experimentalni

autoimunitni encefalomyelitidu, ktera je modelem pro studium roztrousené skler6zy.

Ptestoze je T. canis parazitem psovitych Selem, infikuje Casto celou fadu paratenickych
hostitell véetné ¢loveka. V téchto hostitelich hlistice ptezivaji v riznych tkanich ve stadiu L3
larev, pfi¢emz velka Cast se naléza v mozku. Patogeneze infekce je vysledkem mechanického
poskozeni tkani a pusobenim exkre¢né-sekrecnich produktii larev. NaSe experimenty na
imunokompetentnich mysich ukazaly, Ze jiZz malé mnozZstvi larev sice vede k sérologicky
vyznamné odpovedi, kterd vSak neni doprovazena zdvaznymi patologickymi zménami. Po
nasledném navozeni experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy jsme ale zaznamenali, Ze
infekce larvami L3 7. canis zhorSila priibéh tohoto modelového onemocnéni. V porovnani
s kontrolni neinfikovanou skupinou jsme u téchto mysi zaznamenali horsi skore klinickych
priznakil a vyssi ubytek hmotnosti. Tyto negativni efekty byly spojeny s velkym zvySenim
hladin sérovych cytokinti, pravdépodobné jako disledek nefunkéni regulace imunitniho
systému. V centralni nervové soustavé jsme zjistili zvySené procento CD4" bunék non-Treg
fenotypu, coz naznacuje infiltraci dalSich populaci CD4" bunék, pravdépodobné zodpovédnych

za zhorSeni prubéhu experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy infikovanych mysi.

Larvalni toxokardza je fazena mezi globaln€ nejvyznamnéjsi tkanoveé parazitozy. Starsi udaje
z Ceské republiky uvadéji, Ze zhruba kazdy paty jedinec se s infekci setkal. Tyto studie uvadgji
hodnoty séroprevalence 18,4% (rok 1998) a 19% (rok 2006). V porovnani s nimi jsme zjistili
snizeni této hodnoty na 3,6% (2020). Domnivame se, ze ke snizeni séroprevalence doslo ziejmé

v souvislosti se zvySenou hygienou obyvatelstva a pouzivanim antihelmintik u pst.

vil



VétsSina souCasnych testii k prukazu 7. canis-specifickych protilatek je zatizena nizsi
specificitou, protoze jejim zdkladem jsou exkrecné-sekrecni antigeny, které vykazuji kiizovou
reaktivitu se séry pacientl infikovanych jinymi helminty. V této Casti prace byla nasim cilem
identifikace rekombinantnich exkrecné-sekrecnich antigent pro detekci 7. canis-specifickych
protilatek. Pouziti téchto alternativnich rekombinantnich antigenli ukazalo jejich mozny

diagnosticky potencial a zaroven i rozdily v reaktivité mySich a lidskych sér.

Klicova slova: Toxocara canis, experimentalni autoimunitni encefalomyelitida, EAE,
séroprevalence, toxokardza, rekombinantni antigeny, diagnostika, MOG, helminti, roztrousena

skler6za
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ZKRATKY

Al
APC
BBB
CCL2
CCL3
CD

CIS
CNS
CSF
CTLA4
DC
EAE

EBNA
EBV
ELISA
ES
FoxP3

Gal-9
GFAP
HHV-6
HIT

HLA
IFN-a
IFN-y
Ig

IL
iINOS
IS
MAP
MBP

autoimunitni

antigen prezentujici buiika (antigen presenting cell)

hematoencefalicka bariéra (blood brain barrier)

alternativni nazev pro MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1)
alternativni nazev pro MIP-1a (macrophage inflammatory protein la)

skupina T lymfocytld diferencovana podle povrchovych znakt (cluster of
differentiation)

klinicky izolovany syndrom (clinically isolated syndrome)

centralni nervova soustava (central nervous system)

mozkomis$ni mok (cerebrospinal fluid)

cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4

dendritické buiiky (dendritic cells)

experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (experimental autoimmune
encephalomyelitis)

nuklearni antigen viru Epsteina a Barrové (EB virus nuclear antigen)

virus Epsteina a Barrové (Epstein Barr virus)

enzyme-linked immunosorbent assay

exkre¢né-sekreéni (excretory-secretory)

transkripéni faktor charakteristicky pro T regula¢ni buniky (forkhead box protein
3)

galektin 9

gliovy fibrilarni kysely protein (glial fibrillary acidic protein)

lidsky herpesvirus 6 (human herpesvirus 6)

imunomodulacni terapie zprostfedkovana helminty nebo jeho produkty
(helminth induced therapy)

lidské leukocytarni antigeny (human leucocyte antigens)

interferon alfa

interferon gama

imunoglobulin

interleukin

indukovatelna syntaza oxidu dusnatého (inducible nitric oxide synthase)
imunitni systém

glykoprotein asociovany s myelinem (myelin associated glycoprotein)

myelinovy bazicky protein (myelin basic protein)



MGM
MOG

MOGss:ss
MRI
PLP
PVM
PT

RS
TES
Thl
Th2
Th17
TGF-B
TNF-a
Treg
Trl

makrofagy asociované s meningy (macrophages associated with meninges)

myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein (myelin oligodendrocyte
glycoprotein)

peptid odvozeny ze sekvence MOG, 20 aminokyselin v pofadi 35-55
magnetickd resonance

proteolipidovy peptid (proteolipid protein)
perivaskularni makrofag (perivascular macrophages)
toxin bakterie Bordetella pertussis

roztrousena sklerdza

exkrecn¢ sekrecni produkty larev Toxocara canis
CD4" buiiky Th1 polarizace

CD4" buiiky Th2 polarizace

CD4" buriky Th17

transforming growth factor beta

tumor necrosis factor alfa

regulacnich T lymfocyty

regula¢nimi T lymfocyty typu 1
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1. UvVOD

1.1. Roztrousena skleroza

1.1.1. Charakteristika roztrousené sklerozy

Roztrousena sklerdza (RS) patii k nejcastéjSim autoimunitnim onemocnénim (Al) centralniho
nervového systému (CNS). Celkovy odhadovany pocet pacientt je 2,8 milionu s frekvenci 35,9
pacientii na 100.000 obyvatel. Odhadovany narist je 2,1 pacientti na 100.000 obyvatel za rok,
pfiCemz nejveétsi pocty a narist registrovanych pacientd je v Evropé, Severni Americe a
Australii (Obrazek 1). V Ceské republice je odhadem 22.000 pacienttl, kazdy rok piibyvé cca
700 dalsich (informace prof. Eva Kubala Havrdova). Vyssi vyskyt onemocnéni je spojen
s narustajici zemépisnou Sitkou (Koch-Henriksen & Sorensen, 2010; Sabel et al., 2021) a

odli$nou vnimavosti populaci, pfi¢emz nejvyssi vyskyt je v indoevropské populaci.

Dalsim rizikovym faktorem je koufeni a socioeckonomické faktory spojené s vyssi trovni
hygieny a sanitace souvisejici s niz§Sim vyskytem infekénich onemocnéni vcetné nizsiho
vyskytu helmintl (Correale & Gaitan, 2015). Primérny v&k diagndzy je 32 let, vyskyt RS je u
zen zhruba 2x vys$i nez u muzi. V poslednich letech byl zaznamenéan zvySeny pocet pacientii
mladSich 18 let. I pies velké pokroky v 1€cbé je toto invalidizujici onemocnéni zavaznym

zdravotnim 1 socidlnim problémem (Walton ef al., 2020).

Number of people withMS. [
Prevalence per 100,000 people

- Unikrown
0-25
26-50
B 5i-100
B 01-200 4

W .20

Obrazek 1: Mapa ukazuje rozdily v ¢etnosti vyskytu RS na 100.000 obyvatel. Zemé, kde
nejsou data k dispozici, jsou znazornény Sedou barvou (Walton et al., 2020).



Onemocnéni je charakterizovano demyelinizaci axont a vznikem zanétlivych lozisek v bilé
hmot¢ mozkové a miSe. Kone¢na diagnéza se opird o prikaz téchto lozisek magnetickou
rezonanci (MRI). V priibéhu onemocnéni se objevuje fada nespecifickych symptomil, mezi néz
patii v pocatecnich stadiich RS poruchy smysli a rovnovahy, pozdé€ji se objevuji poruchy
kognitivnich funkci, poruchy funkce gastrointestindlni soustavy, neuralgie trigeminu,
neuropsychiatrické poruchy a dalsi symptomy (Ferreira, 2010). Zanétliva ¢asnd faze se méni
v prubéhu onemocnéni v pozdni degenerativni fazi (Winkelmann et al., 2007). Podle pribéhu
rozpoznavame 4 formy RS: (1) relaps-remitentni RS, postihujici cca 85-90% pacientt, je
charakterizovana stfidanim atak, po kterych dochazi k ¢astec¢né ¢i Gplné remisi, (2) na ni ¢asto
navazujici sekundarné progresivni RS, kdy dochazi ke zhorSovani stavu pacienta bez obdobi
remise, (3) primarné progresivni RS, kdy se stav pacienta kontinudln¢ zhorSuje od pocatku
diagnostikovaného onemocnéni a (4) relabujici progresivni RS, nevzacnéjsi formu, ale se
zédvaznym, kontinualné se zhorSujicim pribéhem, kdy po atakédch prakticky nedochazi ke

zlepSeni (Havrdové, 2002).

1.1.2. Mechanismy vzniku roztrouSené sklerozy

Pro pochopeni mechanismi vedoucich ke vzniku RS je nutné detailni porozuméni interakcim
a komunikaci periferniho imunitniho systému a CNS. Jako kli¢ovy fidici systém organismu
disponuje CNS fadou specifickych mechanism, které zajist'uji optimalni podminky a ochranu
pfijeho fungovani pfed ohroZujicimi vnitinimi a vnéjSimi rizikovymi faktory. Toho je dosazeno
1 urcitou izolovanosti ¢i separaci pred Uc€inky vlastniho imunitniho systému. Oznaceni
~imunologicky unikdtni® CNS (Louveau et al., 2015), namisto pouzivaného
Limunoprivilegovaného* postaveni CNS, neni negaci ptivodniho konceptu, ale rozsituje ho o
poznatky o komunika¢nich kandlech pro vstup a vystup solubilnich a bunéénych komponent
mezi perifernimi slozkami imunitniho systému a CNS. Anatomické bariéra CNS je tvofena
mozkomisnim mokem (cerebrospinal fluid, CSF) a mozkovymi blanami, které obklopuji mozek
a michu. Hlavni pfekazkou, kterd tvoii pfechod mezi krevnimi kapilarami a mozkovou tkani,
je hematoencefalickd bariéra (blood brain barrier, BBB), zabraiiujici priniku solubilnich
molekul (pokud nemaji vlastni transportni systém), bunék IS a patogeni do CNS. Dalsi
pfekazkou je bariéra mezi krevnim feciSttm a CSF a bariéra mezi krevnim fecistém a
leptomeningy (Shechter et al., 2013). Tato nepropustnost ale neni absolutni (Sharif ez al., 2018).
Existuje fada mechanisma umoziujicich piekonani této bariéry: (a) Solubilni antigeny z CNS
mohou byt prostfednictvim CSF transportovany pies cribriformni platy do hlubokych krénich

lymfatickych uzlin, kde mohou byt prezentovany naivnim T lymfocytim je ziejmé obecné



v

propustnéjsi 1 pro molekuly malé velikosti do 18 Da (Lao ef al., 2019; Pardridge, 2009; Sharif
et al., 2018), (¢) i za béznych fyziologickych podminek mohou v omezené mife prochdzet
bunky IS do CNS a zpét do periferie, tento proces je pak akcelerovan pii fyzikalnim
poskozeni/poranéni (Erickson & Banks, 2022; Kivisakk et al., 2003; Ransohoff & Engelhardt,
2012; Shechter et al., 2013; Shechter et al., 2012). Existence populaci perivaskuladrnich
makrofagii (PVM) a populaci makrofagi asociovanych s meningy (MGM), které plni roli
antigen prezentujicich bun¢k (Faraco et al., 2017; Zhang et al., 2011), je podminkou pro vznik
a rozvoj zanétlivych patologii CNS vcetné RS (Fabriek et al., 2005; Polfliet et al., 2002; Zhang
et al., 2011). PVM navic zhorSuji zanétlivy proces i1 produkci monocyty-atrahujicich
chemokini CCL2 (MCP-1, monocyte chemoattractant protein 1) a CCL3 (MIP-1a, macrophage
inflammatory protein la) (Hofmann et al, 2002). V modelu experimentalni autoimunitni
encefalomyelitidy (EAE) u krys vede deplece PVM ke zlepSeni neurologickych symptomd, coz
ukazuje na jejich moznou roli jako APC v CNS (Polfliet et al., 2002). Prostupnost BBB a
bariéry mezi krevnim fecistém a CSF je ovlivnéna infekénimi agens (viz dalsi odstavec), ale
také dozndva zmén diky starnuti organismu (Erickson & Banks, 2019). Piehledné shrnuje
mechanismy priiniku antigenii a buné€nych elementt a jejich existenci v CNS ve své praci

Machagek (2020).

Na vzniku a rozvoji RS se podili fada faktorti. Kromé genetickych predispozic, ¢astéjSiho
vyskytu u Zen, stanoveni diagnézy typicky mezi 20.—40. rokem v¢&ku, etnicity (Lu ef al., 2022)
a dalSich, hraji vyznamnou ulohu i externi faktory v¢etné mikrobialnich infekci (viz kap 1.1.4.
a 1.1.5). Prvotnim impulzem pro rozvoj RS je zanét zplisobeny infekei, plisobenim toxinii nebo
fyzikdlnim poskozenim CNS v kombinaci s genetickymi predispozicemi a dalSimi vnéjSimi
faktory. IS rozpozna antigeny odvozené z myelinovych proteinti uvolnénych z CNS (coz mize
nastat jak v dasledku probihajici infekce CNS, tak v malé mife i za fyziologickych podminek),
které jsou v periferii prezentovany antigen prezentujicimi buiitkami naivnim T lymfocytim.
Vysledkem je aktivace a klondlni expanze autoreaktivnich Th1 a Th17 lymfocytt. Analogicky
muZze dojit k tomuto dé&ji, pokud je pfitomen v periferii analogicky antigen, ktery ale nepochazi
z CNS. Tato aktivace, jejiz pfi¢inou je sekvencni analogie ¢i 1épe ,,podobnost antigenu pro IS,
je zédkladem fenoménu molekuldrniho mimikry (Croxford et al., 2005; Harkiolaki et al., 2009;
Olson et al., 2001), kdy je proliferace myelin-autoreaktivnich bun¢k spusténa napf. cizorodym
proteinem viru béhem virové infekce. Stejné tak mulze dojit k nespecifické aktivaci
autoreaktivnich Th1 a Th17 bungk, tzv. ,,bystander* efektem (Dendrou et al., 2015; Vanderlugt
& Miller, 2002). Ve vSech téchto ptipadech pak dochazi k migraci autoreaktivnich bun€k do
CNS, produkci interleukinu (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-17, tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF)-a a

interferonu (IFN)-y. Vysledkem je zvySeni permeability BBB plisobenim cytokinli/chemokinti
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a mikroglii (Yu et al., 2022) a infiltrace dalSich buné¢k, zejména v periferii aktivovanych B
lymfocytl a monocytii. B lymfocyty se déle transformuji v plasmatické bunky produkujici
myelin-specifické protilatky (Barr et al., 2012), monocyty pak v makrofagy (ptisobenim CCL3
a IFN-y) (Vanderlugt & Miller, 2002). Vyznamnou mérou se na patologickych procesech podili
i aktivace komplementu, produkce NO, kyslikovych radikala a ptimé pisobeni cytokind (Dufty
et al., 2014; Hemmer et al., 2006).

Spolecnym plsobenim téchto komponent, aktivovanych astrocytii a mikroglii dochazi
k degradaci myelinu, poskozeni neuronti i oligodendrocytii, naslednému zpracovani a
prezentaci antigenii myelinovych proteini APC a kaskddovému opakovani celého procesu.
Svou roli hraje pravdépodobné i fenomén ,,rozsifovani epitopti* (,,epitope spreading). Tento
kaskadovy proces, pii kterém dochazi k degradaci myelinu, jeho zpracovani a prezentaci APC
dal§$im populacim aktivovanych T lymfocytii ma za nésledek rozsifovani antigenni specificity
efektorovych bunck na dalsi oblasti v ramci jednoho proteinu, ale pravdépodobné zahrnuje i
epitopy dalSich myelinovych proteini, v¢etné tzv. kryptickych epitopt (Katz-Levy et al., 2000;
Miller et al., 2001; Vanderlugt & Miller, 2002). Ovéfeni, zda tento mechanismus stoji za
prib&hem relaps-remitentni RS, vyZaduje dalsi experimentalni diikazy (Katz-Levy et al., 1999;
Neville et al., 2000; Vanderlugt & Miller, 2002). Poskozeni obalovych struktur nervovych
vlaken se tykd vSech myelinovych proteini: myelinového bazického proteinu (MBP),
myelinového oligodendrocytarniho glykoproteinu (MOG), glykoproteinu asociované¢ho
s myelinem (MAG) a proteolipidového peptidu (PLP) (Carsique et al., 1995; Ota et al., 1990;
Seboun et al., 1996).

1.1.3. Role populaci CD* T lymfocyti

Zatimco CD4" Thl a Th17 linie indukované cytokiny a chemokiny, které jsou produkovany
prozanétlivymi makrofagy (M1) a mikrogliemi, jsou jednoznacné¢ asociovany s patogenezi RS,
vliv. Th2 bunék neni dosud zcela objasnén. Ve spolupraci s alternativné indukovanymi
makrofagy a mikrogliemi (M2), indukovanymi IL-4, IL-13, ale 1 IL-3, IL-21 a IL-33 (Gordon,
2003; Hazlett et al., 2010) produkuji Th2 bunky cytokiny IL-10, IL-13 a TGF-f, neurotrofické
a dalsi faktory. Jejich produkei se Th2 bunky zfejmé podileji na reparacnich a imunoregulac¢nich
procesech v CNS (Chu et al., 2018; Sasaki, 2017). Makrofagy M2 také blokuji indukovatelnou
syntdzu oxidu dusnatého (iNOS), ¢imz dale zmiriuji zanét, podporuji angiogenezi a remodelaci
tkani (Banerjee et al., 2013; Chu et al., 2018). IL-4, IL-10 a TGF-B pak spoluptsobi jako
negativni regulator Th1l a Th17 linii. ZvySeny pomér Th2/Th1 cytokinl a zvySeni koncentraci

IL-4 a IL-10 jsou pak spojeny s uspéSnou lécbou a zlepSenim stavu pacientt (Oreja-Guevara et



al., 2012). U pacientil s RS dochazi k poruSeni kiehké rovnovahy vzajemnych regulaci ve
prospéch elementli zodpoveédnych za rozvoj zanétlivé reakce. Vedle jiz zminéné role Thl a Th2
hraji klicovou tulohu v regulaci této rovnovéhy, a tim vrozvoji RS nebo jeji remisi,
CD4°CD25 FoxP3" T regula¢ni bufiky (Treg) (Sakaguchi et al., 1995; Sakaguchi et al., 2011).
Treg maji fadu funkei v regulacich prozanétlivych procesti u fady autoimunitnich onemocnéni
vcetn¢ RS (Kleinewietfeld & Hafler, 2014). Pro tento ucel disponuji Treg Sirokym spektrem
inhibi¢nich mechanism pro fadu bunck IS: (a) Pfitomnost CD25, vysoce afinitni a
podjednotky receptoru pro IL-2 (IL-2Ra), je odpovédna za vychytavani IL-2 z prostredi, a tim
snizeni jeho dostupnosti, coz omezuje vyvoj ostatnich linii Th lymfocyti a zaroven vede
k dal$imu rustu populace Treg (Palomares ef al., 2014). (b) Treg produkuji IL-10, TGF- a IL-
13, pticemz TGF-f (spolu s IL-2 a signdly z TCR) je zodpovédny za dalsi diferenciaci Treg
z naivnich Th bun¢k (Chen et al., 2003) a navic tyto cytokiny plsobi inhibi¢né€ na diferenciaci
jinych efektorovych CD4" Th bunék (Akdis et al., 2011; Palomares et al., 2014). (c¢) IL-10
produkovany Treg a interakce povrchového Treg CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte-associated
protein 4) a CD80/86 na povrchu makrofadgi vede k omezeni kostimulace dostupné pro naivni
T lymfocyty a také k omezeni exprese prozanétlivych cytokinii IL-1, IL-6, IFN-y a TNF-a
makrofagy. Dusledkem je snizena aktivace dal§ich M1 makrofagl a snizena polarizace CD4"
T bunééné odpovédi smérem k Thl, Th2 a Th17. (d) Treg buiiky mohou také prostfednictvim
cytokinové deprivace indukovat u efektorovych CD4" Th bunék apoptézu (Pandiyan ef al.,
2007). Podrobnou genezi vyvoje znalosti o Treg buiikach uvadi ve své praci Cerny (2019).
Vznik a vyvoj RS miiZe byt tedy ovlivnén sniZenou aktivitou regulac¢nich Treg (Ji et al., 2010)
nebo snizenou citlivosti efektorovych B a T bun¢k k regulacnim mechanismiim (Dendrou et al.,
2015; Goswami et al., 2022; Kaufmann et al., 2022; Mitsdoerffer & Peters, 2016). Snizeni
regulacni funkce Treg miZe byt dano také jejich menSim poctem (Othy et al., 2020; Venken et
al., 2008), nebo nizsi produkei IL-10 produkovaného regula¢nimi T lymfocyty typu 1 (Trl),
které¢ bylo pozorovano ve skupiné pacientl s RS (Martinez-Forero et al., 2008). DalSim
vysvétlenim ptisobeni Treg je potlageni aktivity Th17 inhibici intracelularni Ca* signalizace a
kontaktu Th17 bun¢k s APC (Othy et al., 2020). Svou roli ve zlepSeni stavu pacientii s RS mtze
hrat 1 pozitivni vliv Treg na remyelinizaci a regeneraci oligodendrocytti (Dombrowski et al.,
2017).

1.1.4. Virové infekce, genetické predispozice, epigenetické
faktory a vliv stfevniho mikrobiomu

Velky vyznam pifi vzniku RS se pfikladd virovym infekcim, zejména infekcim lidskymi
herpetickymi viry a retroviry, zvlast¢ pak virem Epsteina a Barrové (EBV) a lidskym
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herpesvirem 6 (HHV-6) (Ferreira, 2010; Marrodan et al., 2019; Salehi et al., 2021; Tao et al.,
2022). Kli¢ovou roli ma velmi pravdépodobné primoinfekce EBV v dospélosti. Tuto teorii
potvrzuje i1 nizky vyskyt RS u lidi s negativnim sérologickym nalezem EBV (Belbasis et al.,
2015; Belbasis et al., 2020; Bjornevik et al., 2022). Uvadi se, Ze timto virem je promofena
vétSina populace (>90%). Zda se, ze primoinfekce obvykle probehne v détstvi s minimalnimi
priznaky, pri¢emz dospéla populace je jiz vétSinoveé séropozitivni. Infekce séronegativnich
dospélych je pak spojena se zvySenym rizikem RS (Bjornevik et al., 2022; Winter et al., 2020).
Vliv ma i fada dalSich faktori jako znecisténi Zivotniho prostiedi, koufeni, obezita a piijem a

metabolismus vitaminu D (Mousavi et al., 2017).

Mezi dulezité faktory podilejici se na modifikaci rovnovahy vzajemnych vztahi mezi vnéjSimi
a vnitinimi rizikovymi faktory a naslednym zvySenym rizikem RS patii fada genetickych
predispozic. K nejdilezitéj$im patii asociace RS s HLA haplotypem HLA-DRB1*15:01, HLA-
DRB5*0101 a HLA-A*03:01 (Batoulis ef al., 2011; Friese et al., 2008; Gregersen et al., 2006).
Naproti tomu se zda, Ze haplotyp HLA-A*02:01 ma spiSe protektivni charakter (Batoulis et al.,
2011). Mimo lokusy MHC I a II existuje také fada gent, které negativné ovliviiuji vznik a
2014), pro receptory IL-17 (Gregory et al., 2007; Lundmark et al., 2007) a pro TNF-a
(Patsopoulos et al., 2013).

Vyvoj RS je ovlivnén i epigenetickymi faktory (Brooks et al., 2010; Kucukali et al., 2015).
Hypermetylace FoxP3 promotoru a genu BACH2 vede ke snizeni exprese FoxP3. Tato
hypermetylace byla vyssi u skupiny mysi s EAE ve srovnani s kontrolni skupinou (Noori-Zadeh
et al., 2017). Svou roli sehrava i stfevni mikrobiom ovliviiyjici patogenezi autoimunitnich
onemocnéni véetné RS (Chen et al., 2016). U pacientli s RS byla napt. identifikovana ve
sttevnim mikrobiomu vyssi etnost rodt Pseudomonas, Mycoplasma, Haemophilus, Blautia a
Dorea, zatimco u zdravych kontrol byla zaznamenana zvySena Cetnost rodtt Parabacteroides,
Prevotella a dalSich (Kinashi & Hase, 2021). Pravdépodobnym vysvétlenim je, Ze omezeny
vyskyt pfirozenych komensalt a zvySeny vyskyt patobiontil ve sttevnim mikrobiomu, jedna
z forem tzv. dysbidzy, mize vést k prozanétlivé reakcei, poskozeni epitelii a chronickému zanétu
a vyustit v syndrom zvySené propustnosti stiev (Leaky gut syndrome). Mikrobidlni a dalsi
antigeny se strukturdlni podobnosti vlastnim autoantigeniim, které se takto ve zvySené mife
translokuji ze stfeva, a stavaji se tak dostupnymi systémové imunité, pak mohou byt
v zanétlivém prostiedi spouStééem autoimunitnich onemocnéni véetné RS (Kinashi & Hase,

2021; Levy et al., 2017; Weiss & Hennet, 2017).



1.1.5. Helminti jako imunomodulacni terapie RS

V poslednich letech byl zaznamenan vyrazny uspéch v 1écbé zejména relaps-remitentni RS.
Jednotliva terapeutika se lisi mechanismem Uc¢inku, G¢innosti a spektrem nezddoucim ucinkd.
Pro progresivni formy onemocnéni jsou ale terapeutické moznosti vyrazné omezengjsi (Dargahi
et al., 2017; Hauser & Cree, 2020; Montalban et al., 2017). VSechny terapie RS jsou zalozené
na imunomodulaci a supresi autoimunity. I pies zlepSeni dostupnosti a i€innosti 1€cby ziistavaji
ale stale skupiny pacientd s progresivnimi formami RS, u kterych neni 1é¢ba t¢inna. Hledani
dalSich moznosti U¢inné a bezpecné 1éCby vedlo ke studiu vyuziti helminti v 1écbé RS,

vzhledem k jejich schopnostem modulovat imunitni systém hostitele.

Dominantni role Thl a Th17 u autoimunitnich onemocnéni véetné RS (kterd je vazana na
ekonomicky rozvinuté zem¢ s vyssi hygienickou trovni a vzdalengjsi od rovniku) (Walton et
al., 2020) spolu s vyssi promotenosti lidské populace helminty v rozvojovych zemich (s nizsi
urovni hygieny a piiznivéjSimi klimatickymi podminkami pro vyvoj helmintti) (Ma et al., 2018;
Pullan et al., 2014), vedly k tivahdm a fad€ experimentl, které mély za cil prokazat mozné
pozitivni ovlivnéni autoimunitnich onemocnéni fizenou infekci riznymi druhy helmintd, ¢i
pouzitim ¢asti jejich tél nebo jejich produkti (Elliott et al., 2007; Elliott & Weinstock, 2009;
Elliott & Weinstock, 2012; Weinstock & Elliott, 2009). Tyto tvahy byly ve shodé
s hygienickou hypotézou (Strachan, 1989) a hypotézou starych ptatel (Old Friends Hypothesis)
(Bach, 2002; Bach, 2018; Bach, 2021; Rook et al., 2004; Rook et al., 2003). Rada studii
s lidskymi dobrovolniky infikovanymi helminty (HIT, helminth immunotherapy) prokézala
zlepSeni pribéhu RS (Correale & Farez, 2007; Correale et al., 2021; Fleming et al., 2019;
Fleming, 2011; Fleming, 2013; Fleming & Weinstock, 2015; Hernandez et al., 2018; Jenkins
et al., 2021; Maruszewska-Cheruiyot et al., 2019; Yordanova ef al., 2021). Tyto studie ukazuji
na pozitivni vliv Treg (nartst populace, zvySeni exprese IL-10, TGF-f3 a IL-35), B regulacnich
bunék (Breg) produkujicich IL-10 a IL-35 (Correale et al., 2021), polarizace T bunécné
odpovédi smérem k Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) a potlaceni populaci Thl a Th17, a s tim spojené
snizeni exprese IL-12, IFN-y, IL-6, IL-23 a IL-17 (Maizels et al., 2018). Potvrzenim pozitivniho
vlivu na pribéh RS je i zhorSeni ptiznakii onemocnéni po terapii antihelmintiky (Correale &
Farez, 2011). Testy na lidskych dobrovolnicich nebo ptirozené¢ infikovanych jedincich narazeji
ale jak na mnoha eticka a legislativni omezeni, tak i na omezené moznosti zobecnéni z diivoda

velikosti vzorkl a dostupnosti vhodnych kontrol (McSorley & Maizels, 2012).



1.2. Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE)

1.2.1. Model EAE

U pacientl s RS Ize pouze v omezené miie zkoumat mechanismy vzniku, probihajici procesy a
jejich mozné ovlivnéni in vivo. Vyjimkou je monitorovani a vyhodnoceni laboratornich nalezii
po aplikaci terapeutickych postup, jejich srovnani s neléCenymi pacienty a se zdravou populaci
a post mortem vysetfeni CNS. Moznosti vyzkumu RS jsou proto vyrazné rozsifeny pouzitim
zviteciho modelu, konkrétné¢ experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE). Lze se
setkat i s terminem autoimunitni experimentalni encefalopatie (Kwilasz et al., 2021; Loram et
al., 2015) nebo experimentalni alergickd encefalomyelitida (Stromnes & Goverman, 2006a).
Vsechny tyto terminy jsou pouzivany pro oznaceni autoimunitniho patologického stavu CNS
riznych laboratornich zvifat charakterizovaného zanétlivym procesem s ptitomnosti CD4" Thl
a Th17 lymfocyti a mononuklearnich bunék a naslednou demyelinizaci axont a vzniku 1ézi.
Nasledné neurologické a patologické zmény jsou velmi podobné zméndm pozorovanym u

pacientii s RS.

1.2.2. Indukce EAE

Pro vyvolani EAE je nejcastéji pouzivan model aktivn€ indukované EAE (Bittner ef al., 2014;
Krishnamoorthy & Wekerle, 2009; Stromnes & Goverman, 2006a). K indukci EAE dochazi po
subkutanni aplikaci antigenli odvozenych z myelinovych proteinli v kompletnim Freundové
adjuvans. Soucasné je intraperitonedlné aplikovan toxin bakterie Bordetella pertussis (PT),
ktery potlacuje funkci a snizuje pocet Treg (Chen ef al., 2006) a ma tadu dalSich Gc¢inkd, které
zvySuji uspésnost indukce EAE (Hofstetter ef al., 2002). V zavislosti na zpiisobu vyvolani EAE,
zejména na pouZzitém antigenu, jeho davce a kmeni laboratornich zvitrat (nejcastéji mysi) pak
1ze pozorovat odlisny prib&h onemocnéni, pfipominajici svym prib&hem rtizné varianty RS. U
kmene mysi SJL (H-2s) vykazuje EAE priibéh podobny relaps-remitentni RS pii indukei PLP,
MBP nebo peptidy odvozenymi z MBP (MBPsg4.104), PLP (PLP139.141, PLP178.191) a z MOG
(MOGo92-106). Pribéh EAE u kmene C57BL/6 (H-2b) pfi indukci peptidem odvozenym ze
sekvence MOG (MOGs3s.ss) spiSe piipomind priméarné ¢i sekundarné progresivni variantu RS
(Miller et al., 2007; Sonobe et al., 2007; Stromnes & Goverman, 2006a). Kmen B10 PL/J (H-
2u) ptfi imunizaci peptidem z MBP (MBP37.54) a z PLP (PLP17s8-191) vykazoval akutni pribéh s
naslednou remisi bez dalSich atak (Batoulis et al., 2011; Miller et al., 2007).

EAE lze také iniciovat pasivni indukci adoptivnim pienosem izolovanych T lymfocyti (pasivné

indukovana EAE) ze slezin a uzlin zvifat s jiz aktivhi EAE vyvolanou aplikaci peptidi

8



odvozenych z myelinovych proteini a PT (Krishnamoorthy & Wekerle, 2009; Stromnes &
Goverman, 2006b). Tento piistup se vyuziva zejména pii testovani novych terapeutickych
postupt. Dalsi moznosti pro detailni studium autoimunitnich mechanismi jsou modely
spontanni EAE, vyuzivajici transgenni mysi s modifikovanymi TCR a BCR receptory. Zvlastni
misto pak zaujimaji transgenni mysi s klony T bun€k nesoucich lidské TCR receptory, které
umozinuji detailni studium jejich funkce (Krishnamoorthy et al., 2007; Krishnamoorthy &
Wekerle, 2009).

Alternativni méné uzivanou moznosti studia demyelinizacniho procesu a EAE jsou infekce
viry. Infekce picornavirem Theilerovy mysi encefalomyelitidy (TMEV, Theiler’s murine
encephalomyelitis virus) vede ziejm¢ mechanismem rozsifovani epitopi k demyelinizaci
spojené také se zvySenou koncentraci adhezivnich molekul ICAM-1 a LFA-1 (Dalcanto et al.,
1995; Miller ef al., 1997; Njenga et al., 2004; Olson et al., 2003; Vanderlugt & Miller, 2002).
Mechanismus molekuldrniho mimikry (Croxford et al., 2005; Harkiolaki et al., 2009) stoji za
demyelinizaci po infekci Semliki forest virem (SFV, Semliki forest virus) (Mokhtarian et al.,
1996; Mokhtarian et al., 1994; Mokhtarian et al., 1999). V omezené mife je také vyuzivan virus
mysi hepatitidy (MHV, mouse hepatitis virus), kmen MHV-AS59 a jeho rekombinantni kmen
MHV-RSAS59. Dusledkem infekce timto virem je akutni dvoufazové zanétlivé onemocnéni

CNS (podobné RS) spojené s demyelinizaci (Biswas et al., 2016; Lavi et al., 1984).

Demyelinizacni procesy podobné EAE je mozné vyvolat 1 aplikaci fady chemikalii. Mezi né
patii cuprizon, lysolecithin a ethidium bromid (Ruther et al., 2017; Torre-Fuentes et al., 2020;
Wolf et al., 2018). Tyto modely jsou uZivany zejména pro detailni studium demyeliniza¢nich a
remyeliniza¢nich mechanismli a moZznosti jejich ovlivnéni (Bieber ef al., 2003; Blakemore &

Franklin, 2008; Procaccini et al., 2015).

V soucasnosti je pro studium EAE u riiznych laboratornich zvitat pouZivan jako standardni
zejména model aktivné indukované EAE s pribéhem pfipominajicim chronicky pribéh
primarné ¢i sekundarné progresivni varianty RS (Miller et al., 2007; Procaccini et al., 2015).
Modelovymi zvifaty jsou mysi kmene C57BL/6J nebo potkani kmene Dark Agouti. EAE je
indukovana subkutanni injekci suspenze peptidu MOGssss s Freundovym adjuvans a
intraperitonealni aplikaci PT. Je dosud nevysvétleno, pro¢ u mysi C57BL/6J vyvolava nizsi
davka MOGss.ss peptidu spiSe relaps-remitentni variantu EAE, zatimco vysSi davka spiSe
chronickou variantu (Batoulis et al., 2011; Berard et al., 2010). U experimentalnich zvirat
dochazi k postupnému ochrnuti zacinajicimu na ocase a zadnich koncetinach, nasledn¢ pak
k celkové paralyze, inkontinenci a smrti (Miller et al., 2007). Prib&h onemocnéni lze

monitorovat pomoci hodnoceni symptomt na definované stupnici, méfenim hmotnosti zvitat,



zjisStovanim histologickych zmén v CNS, méfenim koncentraci cytokinii a velikosti populaci
bun¢k IS (Bittner et al., 2014; Pino & Cardona, 2011; Procaccini et al., 2015; Wu et al., 2010;
Zheng et al., 2008). Studium aktivni EAE vyvolané MOGss.ss vedlo k detailnimu pochopeni
ulohy B buné&k, monocytll a subpopulaci CD4" a CD8" T lymfocytt (Bullard et al., 2007;

Hjelmstrom et al., 1998) u tohoto experimentalniho modelového onemocnéni.

1.2.3. Imunologie EAE

Na vzniku a rozvoji EAE u mysi C57BL/6J se podileji Th1 bunky produkujici IFN-y a TNF-a,
jak bylo prokazano adoptivnim transferem Thl bunék s deficitnim transkripénim faktorem T-
bet, ktery je klicovy pro Thl diferenciaci. Mysi s T-bet deficitem byly rezistentni k vyvolani
EAE (Abreu, 1982; Baron et al., 1993; Bettelli et al., 2004; Segal & Shevach, 1996; Sospedra
& Martin, 2005). DalSim dilezitym hracem jsou pak Th17 bunky produkujici IL-17 a TNF-a.
K diferenciaci dochdzi v pfitomnosti IL-12 a IL-23, které jsou produkovany makrofagy a
dendritickymi bunikami (Oppmann et al., 2000). Oba tyto cytokiny sdileji subjednotku
receptoru IL-12B1 pro IL-12 (Becher et al., 2002; Oppmann et al., 2000). Na diferenciaci v
Th17 buiiky se vyznamné podili také IL-6 a TGF-f. Jak Thl, tak Th17 jsou klicové pro vznik
etal.,2009). Studie s IFN-y a IL-17 deficientnimi laboratornimi modely ukazaly, Ze IFN-y neni
nezbytny pro indukci EAE (Wensky et al., 2005), ale u pacientli s RS jeho podani zptsobovalo
zhorSeni stavu. U mysi s deficienci receptoru pro IL-17A byl popsan niz§i vyskyt EAE
s mirn&jSim pribéhem (Hu et al., 2010; Komiyama et al., 2006), coz svédci pro jeho klicovou
roli v patogenezi. Tato zjiSténi byla potvrzena 1 u pacienti s RS, kde podavani IL-17
neutralizujicich monoklonalnich protilatek bylo spojeno se snizenim poctu relapst (Elain et al.,
2014). Stejné jako u pacientd s RS, i u mysi s EAE jsou pro regulaci zanétlivych procesii
dalezité Treg bufiky (CD4"'CD25'FoxP3") indukované TGF-B. Tato zjisténi byla potvrzena
snizenim zavaznosti symptomt EAE adoptivnim transferem Treg (Kohm et al., 2002) a nizSim
protektivnim G¢inkem Treg po podani monoklonalni protilatky CD25 jako receptoru pro IL-2
(Reddy et al., 2004; Zhang et al., 2004). Mechanismy regulace linii Treg jsou analogické jako
u RS a jsou detailné popsany v kapitole 1.1.4. Kromé klasického vnimani diferenciace CD4"
Th bunék do Th subpopulaci je tieba vzit v rdmci regulace imunitni odpovédi v iivahu i ur€itou
fenotypovou plasticitu CD4" Th linii. Th17 mohou byt za ur¢itych podminek konvertovany
v Th1, event. mohou ziskat i ur¢ité vlastnosti Th2. Diferencovany fenotyp CD4" Th bunék tedy

nemusi byt jejich kone¢nou podobou. Tento fenomén se netyka pouze Th17 populace, ale
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ziejme 1 Treg a Thl (Batoulis ef al., 2011; Murphy & Stockinger, 2010; Qiu et al., 2020;
Sakaguchi et al., 2013).

1.2.4. Mechanismy imunoregula¢niho piisobeni helminti

Infekce helminty obvykle vede k fad¢ procesti, které mohou ovlivnit riznymi zpisoby imunitni
systém hostitele (Loukas et al., 2021; Maizels, 2020; Maizels & McSorley, 2016; Ruiz-
Manzano et al., 2019). Antigeny helminti a ES imunomodulacni komponenty mohou
prostiednictvim DC indukovat diferenciaci smérem k Th2 a Treg liniim, coZ ma za nasledek
inhibici Th1 a Th17 polarizace. Indukované Treg produkuji cytokiny IL-10 a TGF-f, kdy TGF-
B zprosttedkovava konverzi na M2 makrofagy a IL-10 indukuje u B buné€k produkci IgG4.
TGF-B (s pritomnym IL-2) vede k dalsi expanzi populace Treg. Vysledkem je navozeni
tolerance. Jinym mechanismem regulace je pusobeni molekul produkovanych helminty se
strukturdlni a funkéni podobnosti cytokinim. Pfikladem je molekula imitujici TGF-B (Hp-
TGM) pritomna v ES produktech Heligmosomoides polygyrus, ktera aktivuje TGF-p
signalizaci vazbou na TGF-f receptor s ndslednou expanzi Treg a navozeni tolerance (Johnston
et al., 2017) prostfednictvim potlaceni Th2, produkce IL-13 a nasledn¢ inhibice indukce M2 a
produkce mucinu. Dalsi ES komponenta Heligmosomoides polygyrus, oznacena jako alarmin
release inhibitor (Hp-ARI) inhibuje produkci IL-33, a tim aktivaci pfirozenych lymfoidnich
buné¢k typu 2 (ILC2) a aktivaci M2. (Ryan ef al., 2020). Dal§i moZnosti je produkce inhibitora
kde je principem inhibice zpracovani a prezentace antigenu, a také produkce proteinli
podobajicich se cytokinim a jejich receptorim a ovliviiujicich jejich funkcei (Bancroft ef al.,
2019; Loukas et al., 2021).

1.2.5.  Vliv helminti na pribéh EAE

Imunomodulaéni potencial helmintd a pozitivni vliv na autoimunitni a alergickd onemocnéni
byl prokdzan mnoha studiemi na laboratornich zvifatech (McSorley & Maizels, 2012).
Vyjimkou nebyla ani EAE, kde byl studovan potencidl helmintii jako moZna alternativa 1écby
RS. HIT by tak mohla pfedstavovat experimentalni dopliujici terapii ke stavajici
imunosupresivni 1é¢b¢, zvIasté u pacientl s progresivnimi formami RS, které Spatné odpovidaji
na soucasnou terapii (Dargahi et al., 2017; Hauser et al., 2021). V 1écbé EAE byla dosud
testovana Siroka Skala helminti a jejich produktti. (Borhani Zarandi ef al., 2017; Constantinescu
et al., 2011; Charabati et al., 2020; Navi et al., 2020; Rad et al., 2022). Naprosté vétsina studii

ukdzala na pozitivni ucinek HIT, zejména v ptipadé, kdy infekce nebo aplikace produktl
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helminti pfedchazela indukci EAE, tedy jako profylaxe onemocnéni. Mezi velkou skupinu
helmint, kterd méla pozitivni vliv na EAE, patii napt. Heligmosomoides polygyrus (Donskow-
Lysoniewska et al., 2018; Donskow-Lysoniewska et al., 2012; Donskow-Lysoniewska et al.,
2019; Wilson et al., 2010), Trichinella spiralis (Gruden-Movsesijan et al., 2010; Kuijk et al.,
2012; Radovic et al., 2015; Sofronic-Milosavljevic et al., 2013), Trichinella pseudospiralis
(Wu et al., 2010), Trichuris suis (Kuijk et al., 2012), Schistosoma mansoni (La Flamme et al.,
2003; Sewell et al., 2003; Zhu et al., 2012), Schistosoma japonicum (Zheng et al., 2008), Taenia
crassiceps (Peon et al., 2017; Reyes et al., 2011; Reyes et al., 2009; Terrazas et al., 2017),
Fasciola hepatica (Finlay et al., 2016; Finlay et al., 2015; Lund et al., 2016; Walsh et al., 2009),
Nippostrongylus brasiliensis (Tran et al., 2017), Dicrocoelium dendriticum (Navi et al., 2020;
Rad et al., 2022) a Toxocara canis (Borhani Zarandi et al., 2017). Existuji také studie, ve
kterych nebyl pozorovan Zzadny uCinek na EAE, napt. infekce larvami Strongyloides
venezuelensis (Chiuso-Minicucci et al., 2011) a podani ES proteinu 62 parazita hlodavct
Acanthocheilonema viteae (Doonan et al., 2018). Pouze v jedné studii byl popsan negativni vliv
na EAE, kdy podani rekombinantniho galektinu 9 (rT1-gal) Toxascaris leonina inhibovalo

remisi onemocnéni (Bing ef al., 2015).

Spoleénymi rysy studii s pozitivnim uCinkem bylo zejména snizeni periferni i CNS
lokalizované exprese IFN-y a IL-12, ale 1 IL-17, IL-6 a TNF-a. Naopak byly zjiStény zvysSené
koncentrace a exprese IL-10 a TGF-p, ale i IL-4 a IL-5. Tomu odpovidaly i zmény Cetnosti
populaci Th bunék, kdy v periferii i v CNS bylo zaznamenano méné CD4" T bunék obecné a
méné CD4" Thl a Th17. Naopak doslo ¢asto ke zvétSeni populaci Treg a Th2 (Charabati et al.,
2020).

1.2.6. Limity laboratorniho modelu EAE

I ptes veSkeré pokroky, kterych bylo dosaZzeno na modelu EAE, ¢asto vedouci k novym
terapeutickym postuptim, je vSak tfeba s opatrnosti interpretovat zjisténd fakta, zejména
s ohledem na jejich aplikaci v managementu RS. Divodem jsou zejména mezidruhové rozdily
imunitniho systému a pouziti inbrednich kment laboratornich zvirat, ve srovnani s outbredni
lidskou populaci, razantni az agresivni zptisob indukce EAE a odlisny pribéh EAE u kmene
mysi C57BL/6 ve srovnani s relaps-remitentni RS jako nejcastéji se vyskytujicim typem RS.
Dalsi rozdily spocivaji v lokalizaci zanétlivého procesu (u mysi zejména michy, na rozdil od
RS, kde je dominantné zasaZzen mozek) a dominantni roli CD4+ bunék u EAE. Nejasna je u
EAE také role B bunék, které naopak u RS hraji diilezitou roli (Dendrou et al., 2015; Procaccini
et al., 2015; Ransohoft, 2012).
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1.3. Toxocara canis

1.3.1. Charakteristika, prevalence u psovitych Selem

Toxocara canis (Werner, 1782), (Skrkavka psi), kmen Nematoda, tad Ascarida je svétové
rozsiteny parazit psovitych Selem. (Pfibuznym parazitem je u kockovitych Selem Toxocara cati,
ktera ma analogicky cyklus. Tato prace je zaméfena pouze na 7. canis.) Vajicka se dostavaji do
prostiedi s fekaliemi v nezralé formé&, po cca 2-5 tydnech v nich za pfiznivych podminek
dochazi k vyvoji larvy stadia L3. Z téchto zralych vajic¢ek se po pozieni definitivnim hostitelem
v gastrointestinalmin traktu uvolni larva L3, ktera po penetraci stievni stény migruje do plicni
tkang (a dalsich tkani), posléze do jicnu, po vykaslani je spolknuta a dokoncuje sviij vyvoj do
dospélosti v tenkém stfevé. U starSich jedinch je ¢ast larev nalézana v rGznych tkanich
v klidovém stadiu. Tyto larvy mohou byt aktivovany a uvolnény v pribé&hu bfezosti a plod jimi
miZze byt infikovan transplacentdrng. Stéhata mohou byt po narozeni infikovana i
prostfednictvim matefského mléka. Globalni promofenost psii je 11,1% (Rostami et al., 2020),
v Evropé pak 10,8%. Pokud vychézime z celkového odhadovaného poctu cca 900 miliont pst,
pak to znamend cca 100 miliént infikovanych pst. Procento infikovanych pst zavisi na véku
zvitete, sociodemografickych, zemépisnych a klimatickych podminkach. Psovité Selmy, véetné
volné Zijicich, tak predstavuji velky rezervodar tohoto parazita (Rostami et al., 2020; Waindok

etal.,2021).

1.3.2. Paratenicti hostitelé a globalni séroprevalence v lidské
populaci

Kromé psovitych Selem miiZze byt infikovéana i fada dalSich paratenickych hostitelti (Strube et
al., 2013; Wu & Bowman, 2020), v¢etn¢ clovéka (Holland, 2017; Ma et al., 2018; Ma et al.,
2020). Kromé savcii (Dubinsky ef al., 1995; Krucken et al., 2017) mohou byt infikovani 1 ptaci
a bezobratli (Cardillo et al., 2016; Sasmal et al., 2008). V téchto hostitelich 7. canis nedokonci
svij vyvoj, ale larvy po migraci zustavaji v klidovém stadiu v riznych tkanich po dlouhou dobu
(Glickman & Summers, 1983). Po pozifeni psovitymi Selmami (nebo jinymi paratenickymi

hostiteli) mohou byt tito hostitelé dalSim zdrojem infekce.

Vétsina infekei clovéka je zpisobena netmyslnym pozienim zralych wvajicek spolu
s kontaminovanou potravou, vodou nebo ptidou v diisledku Spatné hygieny, u déti pak 1 geofagii
(Manini et al., 2012). Minoritni cestou mize byt i konzumace syrového infikovaného masa
jinych paratenickych hostiteli obsahujiciho larvy L3 (Yoshikawa et al., 2008). Podle vysledki

epidemiologickych studii a analyz se pfedpoklada, Ze je globalné infikovano 1,4 miliardy lidi a
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priamérnd séroprevalence je 19% (Ma ef al., 2018; Ma et al., 2020; Rostami et al., 2019; Strube
et al., 2020a). Tento odhad tadi 7. canis mezi plivodce jedné z nejcastéjSich parazitarnich
infekci clovéka, a to 1 vrozvinutych zemich. Nejvétsi vyskyt (>80%) byl zaznamenan
v tropickych a subtropickych oblastech. V Evropé je podle téchto analyz séroprevalence cca
11%. Velké rozdily mezi jednotlivymi zemémi jsou vysvétlitelné zemépisnymi faktory a
souvisejicimi klimatickymi podminkami, jako je teplota a vlhkost, které ovliviiuji zrani vajicek
(Azam et al., 2012; Keegan & Holland, 2013; Ma et al., 2020). Roli hraji i sociodemografické
faktory (Antolova et al., 2015; Ma et al., 2018) jako vySe pfijmi (Rostami et al., 2019),
veterinarni péce (odCervovani), uroven hygieny a zamestnani spojend s kontaktem se zvitaty
(Bojanich et al., 2015; Cong et al., 2014; Santos et al., 2015; Santos et al., 2017). V¢tsi riziko

infekce je u muzské populace (Rostami et al., 2019).

1.3.3. Séroprevalence v populaci v CR

V Ceské republice byla v roce 1998 zjisténa na nahodné vybraném vzorku zdravé populace
séroprevalence 18,4%, pfi¢emz rozdily v jednotlivych regionech byly od 5,8% do 36%
(Uhlikova & Hiibner, 1998). Dalsi studie v roce 2006 uvadi 19% (rozmezi 18-20 %) (Kolarova,
2006). Zajimavé vysledky pfineslo i testovani 62 pacientt s RS, kde byla zjisténa 1,6%
pozitivita (Posova ef al., 2017), viz tabulka €. 1. Ve studiich provedenych v dalSich evropskych

zemich jsou primérné hodnoty zdravé populace v rozmezi 4-30% (Rostami ef al., 2019).

Vzorek populace Datum Séroprevalence Publikace
publikace (%)

Obecna populace CR 1998 18,4 % (Uhlikova & Hiibner, 1998)

Vzorky =zaslané do NRL pro tkanové 2006 19% (Kolatova, 2006)

helmintozy

Pacienti s RS 2017 1,6% (Posova et al., 2017)

Tabulka ¢&. 1. Publikované studie tykajici se séroprevalence 7. canis v CR.

1.3.4. Sérologicka diagnostika 7. canis

Standardem pro diagnostiku infekce 7. canmis jsou sérologické testy prokazujici pfitomnost
specifickych protilatek, zejména ELISA a Western Blot (WB) (Desavigny, 1975; Desavigny et
al., 1979; Fillaux & Magnaval, 2013). VétSina téchto testli je zaloZena na vyuziti exkrecné-

sekre¢nich (TES) antigenti, které produkuji larvy L3 v pribéhu in vitro kultivace do
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kultivacniho média (Desavigny, 1975). Na téchto antigenech jsou pak detekovany navazané
specifické imunoglobuliny, nejéastéji IgG, pripadné IgM, nebo specifické IgG podtiidy (IgGl,
IgG2, IgG3 a IgG4). Vysledky ELISA testl je doporuceno doplnit WB testem (Ma et al., 2018;
Ma et al., 2020; Noordin et al., 2005). Potvrzeni WB testem je doporuceno zejména v oblastech
s moznym vyskytem dalSich parazitii, zejména helmintii (Fillaux & Magnaval, 2013). ELISA
testy zalozené na detekci TES antigen-specifickych IgG maji urcité limity v senzitivité (97%)
a specificité (36%) (Ma et al., 2018; Noordin et al., 2005; Noordin et al., 2020), coz muze vést
k falesné pozitivnim vysledkiim. Tato skutecnost je ovlivnéna kiiZovymi reakcemi protilatek
po infekci jinymi zastupci rodu Toxocara, ale i dalSimi helminty jako napt. Ascaris
lumbricoides (Fillaux & Magnaval, 2013; Ishida et al., 2003). Dalsi zvySeni senzitivity a
specificity bylo a je zaméfeno na mozné vyuziti rekombinantnich TES antigent, jejichz
reaktivita by mohla pfi zachovani vysoké senzitivity vést i ke zvySeni specificity pii infekci 7.
canis. Identifikované rTES-26, rTES-30 a rTES-120 mély vyssi specificitu (Wickramasinghe
et al., 2008; Yunus et al., 2018) a jejich kombinace v testech m¢la i dostate¢nou senzitivitu.
Vyssi specificita je spojena také s TES antigeny s molekulovou hmotnosti 24, 28, 32, 35, 132,
147 a 200 kDa (Fillaux & Magnaval, 2013; Magnaval et al., 1991; Maizels et al., 1984). Pies
velké pokroky v oblasti vyuziti rekombinantnich antigent v sérologickych testech je vétSina

komercnich ELISA souprav zaloZena na vyuziti TES antigenti ziskanych kultivaci larev L3.

Pti hodnoceni sérologickych studii je tfeba mit na paméti mozné limity jejich interpretace a
rozdily mezi jednotlivymi studiemi. Pfi porovnéni vzorku je tfeba zohlednit v€kové kategorie,
pohlavi, lokalitu (jak zemépisnou, tak rozdily mésto/venkov), sociodemograficky a
ekonomicky status vzorku populace véetné data, kdy byla studie provedena, profesi, zda je
vySetfovany majitelem zvifete a dal$i. Podobné uskali je i v hodnoceni pouzitych testi
z pohledu senzitivity a specificity, nastaveni hodnoty cut-off v testu, pouzitého fedéni vzorku,
blokujicich agens, typu a koncentrace pouZitého antigenu a sekundarnich (s detekénim znackou
konjugovanych) protilatek. I pfes mozné odliSnosti zplisobené uvedenymi faktory je zfejmé, ze

kontakt s parazitem a promotenost lidské populace T canis jsou velmi vysoké (Ma et al., 2020).

1.3.5. Disledky infekce lidské populace, toxokaroza

Vzhledem k vysoké promotenosti lidské populace je 7. canis jednim z nejrozsitenéjSich
zoonotickych patogenli Cloveéka, ktery mlze mit zévazné zdravotni i socioekonomické
dasledky, zejména v subtropickych a tropickych oblastech a v ekonomicky znevyhodnénych
komunitach (Antolova et al., 2015; Holland, 2017; Ma et al., 2018). Larvy penetruji stievni

mukozu a migruji do jater, plic, kosterniho svalstva a dalSich organt véetné CNS. Vysledkem
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je lokélni zanétliva reakce spojena s eosinofilii, zvySenou produkci cytokint a specifickych
protilatek. Prestoze vétSina infekci ¢loveéka probéhne asymptomaticky, u nékterych jedinct,
v zavislosti na infek¢ni davce a nasledné reakci a stavu imunitniho systému, se miize objevit
fada symptomu oznacovanych jako larvalni toxokardza. Podle pievazujicich klinickych projevii
1ze rozlisit 4 formy tohoto onemocnéni: (1) Visceralni toxokaréza (visceral larva migrans), (3)
ocni toxokardza (ocular larva migrans), (3) neurotoxokaroza (NT, téZ cerebralni toxokardza,
neural larva migrans) a (4) skryta (covert, common toxocarosis) toxokaroza (Fan et al., 2015;
Finsterer & Auer, 2007; Ma et al., 2018; Nicoletti, 2020; Pivetti-Pezzi, 2009; Taylor et al.,
1988). Mezi malo Casté, avSak velmi zavazné diagnozy spojené s infekci 7. canis patii u
visceralni toxokarozy granulomatozni hepatitida, myokarditida, astma, u o¢ni toxokarozy pak
napf. chronicka endoftamitida, retinitida, vitritida a makuldrni edém (obé vedouci Casto ke
slepoté¢) S NT jsou spojené meningitida, encefalitida a patrn€ 1 fada neurodegenerativnich
diagn6z (napf. schizofrenie, rtizné formy demence, naruSeni mentalnich funkci). Skryta
toxokaro6za se projevuje celou fadou nespecifickych symptomi pod obrazem rtiznych diagnéz.
Vétsina uvedenych diagndz je spojena se zvySenym titrem specifickych protilatek, jak shrnuje
Ma et al. (2018). Vzhledem k Sirokému spektru moznych diagnéz asociovanych s velmi
roz$itenou infekci 7. canis je zapottebi dalSich studii, které by vyjasnily mechanismy ptsobeni,

roli této infekce v rozvoji onemocnéni i rizika s ni spojena.

1.3.6. Imunitni odpovéd’ na infekci 7. canis v CNS -
neurotoxokardza

Neurotoxokaroza (neural larva migrans) je ptimym disledkem migrace, pfitomnosti a setrvani
L3 larev v CNS. PrestoZe je vénovana velka pozornost systémové imunitni odpovédi na infekci
T. canis, studiu imunitni odpovédi v CNS se dostava jen malé pozornosti. U lidi je tato diagndza
velmi vzacna (Axelerad et al., 2021; Lee et al., 2021; Nicoletti, 2020), a proto nabyva na
dillezitosti studium patogeneze, exprese cytokinii a dal§ich markert neurotoxokardzy na mysich

modelech (Fan, 2020; Strube et al., 2020b).

Pro infekce mysi je charakteristickd somatickd migrace L3 larev tkdnémi, kdy je posléze
nejvetsi procento nalézano v CNS a lze je definovat 3 fazemi (Strube et al., 2020b) — akutni (0-
14 dni po infekci), subakutni (14-28 dni po infekci) a chronickou (28 dni a vice). Navic se zda,
ze migrace do CNS ma dva vrcholy, prvni kolem 7. dne po infekci a druhy zacinajici 35. den
po infekci (Janecek et al., 2014). Migrace je také zfejmé usnadnéna pii opakované infekci
(Kolbekova et al., 2011). Obecnym trendem se zd4 byt kontinualni akumulace L3 larev v CNS

(Strube et al., 2020b). Ptitomnost L3 larev v CNS je spojena s neurobehaviordlnimi zménami
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jako jsou motorické dysfunkce, poruchy rovnovahy, snizeni aktivity a agresivity a zmény ve
schopnosti uceni se a paméti (Cox & Holland, 1998; Dolinsky et al., 1985; Hamilton et al.,
2006; Janecek et al., 2017). Zajimava je pravdépodobna korelace s velikosti infekéni davky
(Cox & Holland, 1998; Cox & Holland, 2001). Tyto zmény jsou vysvétlitelné patologickymi
zménami zahrnujicimi hemoragie, nekrézu a poskozeni axonti, demyelinizaci, gliézu a infiltraci
eozinofill, jak ptehledné shrnuje Strube ef al. (2020b). Dalsim moznym vysvétlenim je snizeni
koncentrace neurotransmiterti (GABA, dopamin, serotonin)(Othman et al., 2010), které muaze

také pfispét k uvedenym zménam v chovani (Lucki, 1998).

Ptitomnost larev 7. canis v CNS vede k aktivaci mikroglii a makrofagli. Neni zcela jasné, zda
za aktivaci mikroglii stoji makrofagy M1 ¢i alternativné aktivované M2 (Springer et al., 2019).
Aktivace Thl odpovédi indukovana M1 (produkci IL-1p, IL-6, TNF-a), ktera je odpovédna za
neuropatologické zmény, byla zaznamendna zejména na Urovni transkripce, ale koncentrace
byly obvykle zvySené jen mirné, jak shrnuje Strube et al. (2020b). T canis také zvySuje expresi
iNOS v gliovych bunkach, coz miize napomahat dalsi destrukci (Othman et al., 2010). Naproti
tomu aktivované M2 jsou odpovédné za imunoregulaci a remodelaci tkdné¢ (Subramaniam &
Federoff, 2017), a pozitivni vliv ma i gliovy fibrilarni kysely protein (GFAP) produkovany
cytokini IL-4, IL-5 a IL-13 obvykle koresponduje se sniZzenim prozanétlivé Thl a Thl7
odpovédi, jejimz vysledkem je i snizeni produkce IFN-y, TNF-a, IL-6 a IL-17. Waindok a
Strube (2019) ve své studii ukézali, Ze v prubéhu infekce dochazi ke kontinualnimu snizovani
koncentraci IL-1a, IL-1B, IFN-y, TNF-o a IL-6 a zaroven ke zvySovani koncentraci IL-4 a IL5
jiz od akutni faze infekce. Krome toho mtze dochazet i k aktivaci Treg a produkci IL-10 a TGF-
B (Cerny, 2019; Loukas et al., 2021; McSorley et al., 2013). To usnadiiuje dlouhodobé
pfezivani larev v imunologicky unikatnim prosttedi CNS. Dlsledkem muiZze byt dlouhodoba
aktivace Th2 a Treg v CNS, kde larvy nejsou obklopeny infiltratem leukocytli, coZ mize byt

zpiisobeno i omezenym vstupem komponent IS (Holland & Hamilton, 2013).
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2. CILE PRACE

Toxocara canis je Siroce studovanym parazitem jiz mnoho let. Pfesto je mnoho oblasti, které
vyzaduji dalsi vyzkum, a to vzhledem k tomu, ze se jedna o svétoveé velmi rozsifeného helminta
s dopadem na zdravi lidské populace. Predlozena prace se zabyva imunitni odpovéedi
paratenického hostitele na infekci 7. canis, vlivem této infekce na vznik a pribéh
autoimunitniho onemocnéni, konkrétné¢ experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy jako
modelu pro studium roztrousené sklerézy, vyvojem séroprevalence v populaci v Ceské

republice a potencidln€ ve skupiné pacientl s roztrousenou skler6zou. Dil¢i cile této prace jsou:
e Popsat dynamiku specifickych protilatek pfi riiznych infekénich ddvkach u mysi, a to
s cilem definovat davku, kterd je schopna vyvolat infekci, ale nemé vliv u infikovanych

zvifat na zmény v chovani a motorice.

e Objasnit vliv infekce 7. canis na vznik a priabéh experimentdlni autoimunitni
encefalomyelitidy u mysi, zjistit koncentrace vybranych cytokinii a ¢etnost populace

Treg.

e Vyhodnotit sou¢asnou séroprevalenci 7. canis u lidi a jeji vyvoj v ¢ase v populaci CR,

a to srovnanim ziskanych dat s diive publikovanymi studiemi.

e Ovefit moznosti pouziti novych rekombinantnich ES antigenii 7. canis v sérologické

diagnostice.
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4. SOUHRN A ZAVER

Tato prace se zabyvala vztahem parazita Toxocara canis a paratenickych hostitelli a reakci
imunitniho systému hostitelt na jeho pfitomnost. Vzhledem ke své globalni piitomnosti u
clovéka a mnoha dalSich hostitelt predstavuje 7. canis idealni model pro studium vlivu této
infekce na imunitni systém hostitele a jeho regulaci s ohledem na zvySeny vyskyt alergickych
a autoimunitnich onemocnéni. I pies skutecnost, Ze se jednad o jednoho z nejrozsifenéjSich
parazitli, a pies detailni znalost jeho patogenity, reakci a regulaci imunitniho systému ziistava
stale oteviena otdzka jeho role prave u autoimunitnich onemocnéni véetné roztrousené skler6zy.
Ke studiu téchto mechanismt, vzhledem k omezenym moznostem studia na lidské populaci,
jsou vyuzivany laboratorni zvifeci modely. Klicové je odliSeni patologickych disledka samotné

infekce a projevt laboratorné navozeného testovaného onemocnéni.

Na myS$im modelu jsme ovétovali, jaka je minimalni velikost infekéni davky 7. canis, kterd je
schopna vyvolat infekci, ale nema vliv u infikovanych zvitat na zmény v chovéani a motorice -
publikace 1: Novak et al. (2017). K infekei mysi jsou vyuzivana vaji¢ka 7. canis obsahujici
larvu stadia L.3. Alternativné a méné ¢asto jsou pouzivany izolované larvy kultivované in vitro,
coz byl postup pouzivany v nasich experimentech. Pii infekei larvami 1ze vizualné kontrolovat
jejich zivotnost a pti podani v napajeci vodé¢ l1ze efektivné kontrolovat podanou infekéni davku.
Vyhodou této aplikace je i minimalizace stresu laboratornich zvitat. Zjistili jsme, Ze i podani
minimalni davky 10 larev denné vyvolalo sérologicky prokazatelnou infekci jiz po 12 dnech.

Prvni specifické protilatky se objevily ve ttidé IgM a IgG1 - publikace 1: Novak ef al. (2017).

Prevaha pozitivnich vysledkd HIT u EAE nas vedla k experimentu, kdy jsme infikovali dvéma
davkami (kazdd 100 larev) L3 larev 7. canis mys$i C57BL/6J a v chronické fazi infekce (s
piedpokladem piitomnosti larev v CNS) jsme indukovali EAE. Zvolili jsme takovou infek¢ni
davku, ktera nevede k viditelnému poskozeni a zménam chovéani mysi - publikace 1: Novak ef
al. (2017), abychom mohli pozorovat symptomy EAE. Piekvapivé jsme zjistili negativni
pusobeni ptedchazejici infekce jak z pohledu monitorovanych symptomti EAE, tak z pohledu
ubytkli hmotnosti zvifat. U infikované skupiny s EAE byly zjiStény také vyrazné zvysSené
hladiny monitorovanych cytokint IL-1a, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-17, IL-4 a IL-10 ve
srovnani s neinfikovanymi zvifaty. V CNS bylo pozorovano vice CD4" T bunék non-Treg
fenotypu. ZhorSeni ptiznaki by pak mohlo byt vysvétleno piitomnosti prozanétlivych Thl a
Th17 bungk - publikace 4, Novak et al. (2022). Je otazkou, zda uvedena infekéni davka byla
dostatecné¢ mala a zda by jeSté niz§i davka méla stejny prozanétlivy efekt. Za tivahu stoji i
mozna profylakticka ¢i terapeuticka aplikace izolovanych ES produkti, u které odpada piimy

patologicky vliv migrace larev v CNS. V tomto smyslu zajimava, i kdyz s nasimi vysledky
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pon¢kud kontrastujici, je studie Borhani Zarandi et al. (2017), ve které byl popsan pozitivni
vliv ES produktl 7. canis na pribéh EAE. V této studii byly pouzity ES produkty, které byly
ziskany kultivaci dospé€lct v kultivaénim médiu, coz je méné obvykly zplisob ziskavani ES

produktti.

Asociace infekce parazitem a konkrétniho onemocnéni v lidské populaci, v nasem piipadé RS,
1ze studovat jen n€kolika omezenymi pfistupy. Jednim z nich je monitorovani séroprevalence
pomoci specifickych protilatek proti parazitovi u skupiny pacienti s definovanym
onemocnénim a u kontrolni skupiny zdravych (normalnich), demograficky odpovidajicich
jedinct. Otazkou, ktera je aktualni pro infekci Toxocara canis, je i dynamika vyskytu protilatek
v Case a porovnatelnost vysledkil z casové predchazejicich studii. Ve skupiné€ pacienti, jejichz
séra byla zaslana do Narodni referenéni laboratofe pro tkanové helmintozy v letech 2012-2016,
byla zjiSténa séroprevalence 3,6% - publikace 2: Skulinova et al. (2020), coz je vyrazné
sniZzeni ve srovnani s pfedchazejicim publikacemi, kde byla zjiSténa séroprevalence 18,4%
(Uhlikova & Hiibner, 1998) a 19% (Kolafova, 2006). Vzhledem k tomu, Ze séra pacientil
zasland do Ndarodni referencni laboratofe pro tkanové helmintézy v nasi studii miZzeme
povazovat za suspektni z pohledu mozného vyssiho vyskytu infekce helminty, 1ze pfedpokladat
i niz8i vyskyt (nez uvedenych 3,6%) této infekce v soucasné zdravé populaci. Lze spekulovat o
majitelll pst a kocek, konkrétné jejich pravidelné odcervovani. Podatilo se ndm ziskat data o
spotfebé antihelmintik pro psy a kocky za roky 2006-2017, viz obrazek 2, ktery ukazuje, Ze
spotfeba mezi roky 2006 a 2017 se zvysila n€kolikanasobng. To mize vést k niz$i expozici T.

canis v bézné lidské populaci.

Spotieba antihelmintik pro psy a kocky (v kg, 2006-2017)
4000

3|749
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3212
3000 3035

2500 2624 2 596

2192
2000
1500

1,208 1182
1000 1000

» 686

Spotieba antihelmintik (kg)

500 534

0

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Obrizek 2: Vyvoj spotfeby antihelmintik pro psy a kocky v CR v kg za rok. Z komerénich divodii
nebylo mozné rozlisit jednotlivé preparaty. Data byla poskytnuta MVDr. Lenkou Kouteckou, CSc. a
MVDr. Jifim Bure$em z Ustavu pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 16¢iv.
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Nase dosud nepublikované vysledky ze sérologickych prehledd zlet 1996 (8,3%
séropozitivity), 2001 (4,9%) a zdravych darci krve zroku 2020 (3,5%) jsou ve shod¢ se
soucasnym trendem, pfi¢emz rozdily publikovanych vysledkii z roku 1998 (18,3%)(Uhlikova
& Hiibner, 1998) s nami zjisténou hodnotou v roce 1996 (8,3%) mohou jit na vrub rozdilim
mezi vzorky studované populace a pouzité metodice. Zajimavé z pohledu mozného ovlivnéni
RS infekci 7. canis je studie zjist'ujici séroprevalenci u pacientti s RS, kde byla zjisténa hodnota
1,6% (1 pozitivni pacient z 62)(Posova ef al., 2017). NaSe dosud nepublikované vysetieni 411
pacientii s RS ukdzalo 1,7% pozitivnich vzorkt. To je v dobré shod¢€ s predchazejici studii a ve
srovnani se zdravou populaci lze spekulovat, Ze nizsi promoienost lidské populace hlistici 7.

canis muze byt spojena s vy$§im rizikem vzniku RS.

Sérologicka diagnostika (identifikace specifickych protilatek riznymi metodami) 7. canis ma
fadu aspektt, které mohou ovlivnit interpretaci vysledkd. Cilem identifikace vhodnych
antigenil je dosaZeni maxima citlivosti a specificity pro detekci 7. canis-specifickych protilatek.
Ptipravili jsme a otestovali fadu rekombinantnich ES antigend (Tc-TES-26 (25-30 kDa), Tc-
ASA (45-50 kDa), Tc-PDP (25-30 kDa) a Tc-ASP (25-30 kDa)), kter¢ v ELISA testech
reagovaly s mySimi i lidskymi séry infikovanych jedinct a které mohou byt potencialnim

zakladem pro dal$i vyvoj sérologickych testl - publikace 3: Skulinova et al. (2022).

Zavérem milzeme shrnout, Ze tato prace ukdzala, ze k sérologicky detekovatelné infekei mysi
dochézi jiz po 12 dnech i pfi podani malé davky a infekce 7. canis vede ke zhorSeni EAE u
mysi. Prokazali jsme také snizujici se vyskyt této infekce v bézné lidské populaci Ceské
republiky a vyuZitelnost rekombinantnich antigentli pro sérologickou diagnostiku. Na rozdil od
ve skupin€ pacientll s RS ve srovnani s kontrolni skupinou, coz nepiimo ukazuje na mozny
protektivni u¢inek ve vztahu k RS. Dalsi smé&fovani nasi prace by mélo vést k potvrzeni
pozitivniho vlivu infekce 7. canis u pacientl s RS a potencialné i s dalSimi autoimunitnimi

onemocnénimi.
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