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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. 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 without 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).
We found a decrease in this value to 3.6% (2020). We suppose that the reduction in
seroprevalence might be associated with increased public hygiene and use of anthelmintics
in dogs. The majority of the existing tests for the detection of T. 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.



ABSTRAKT

vyvolanych helminty, ktefi pfedstavuji celosvétové vyznamny zdroj zadvaznych zdravotnich
problémii. Vzhledem k tomu, ze fada helmintii po priniku do hostitele migruje, je pro tyto
infekce typicky postupny rozvoj rliznych klinickych obtizi. Z literdrnich udaj vyplyva, Ze
na jedné strané sice dochazi ke stimulaci imunitni reakce s cilem zlikvidovat parazita, na
druhé stran€ ale helminti disponuji fadou mechanismil, které mohou vést k modulaci
imunity, a zajistit tak jejich dlouhodobé ptezivani v hostiteli. Nepfimym disledkem takové
situace pak muze byt zlepSeni projevll autoimunitnich onemocnéni. S cilem piispét k
objasnéni pribéhu imunitni odpovédi paratenického hostitele na jednu z nejcastéjSich
infekci vyvolanou Toxocara canis jsme se proto zabyvali i vlivem infekce na experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidu, ktera je modelem pro studium roztrousené sklerdzy.

PiestoZe je T. canis parazitem psovitych Selem, infikuje Casto celou fadu paratenickych
hostitell véetné ¢loveka. V téchto hostitelich hlistice pfezivaji v riznych tkanich ve stadiu
L3 larev, pricemz velkd cast se nalézd v mozku. Patogeneze infekce je vysledkem
mechanického poskozeni tkani a plsobenim exkre¢né-sekrecnich produkti larev. Nase
experimenty na imunokompetentnich mysich ukéazaly, Ze jiz malé mnozstvi larev sice vede
k sérologicky vyznamné odpovédi, kterd vSak neni doprovézena zavaznymi patologickymi
zménami. Po nasledném navozeni experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy jsme ale
zaznamenali, ze infekce larvami L3 7. canis zhorSila prubéh tohoto modelového
onemocnéni. V porovnani s kontrolni neinfikovanou skupinou jsme u téchto mysi
zaznamenali horsi skore klinickych pfiznakt a vyssi ubytek hmotnosti. Tyto negativni efekty
byly spojeny s velkym zvySenim hladin sérovych cytokinl, pravdépodobné jako dusledek
nefunkéni regulace imunitniho systému. V centralni nervové soustavé jsme zjistili zvySené
procento CD4* bunék non-Treg fenotypu, coZ naznacuje infiltraci dalSich populaci CD4*
buné¢k, pravdépodobné zodpovédnych za zhorSeni pribéhu experimentalni autoimunitni
encefalomyelitidy infikovanych mysi.

Larvalni toxokardza je fazena mezi globalné nejvyznamnéjsi tkanové parazitdzy. Star$i
tdaje z Ceské republiky uvadgji, ze zhruba kazdy paty jedinec se s infekei setkal. Tyto studie
uvadéji hodnoty séroprevalence 18,4% (rok 1998) a 19% (rok 2006). V porovnani s nimi
jsme zjistili snizeni této hodnoty na 3,6% (2020). Domnivame se, ze ke sniZzeni
séroprevalence doslo ziejmé v souvislosti se zvySenou hygienou obyvatelstva a pouzivanim
antihelmintik u pst. Vétsina soucasnych testii k prikazu 7. canis-specifickych protilatek je
zatizena niz$i specificitou, protoze jejim zakladem jsou exkrecné-sekre¢ni antigeny, které
vykazuji kiizovou reaktivitu se séry pacientt infikovanych jinymi helminty. V této ¢asti
prace byla naSim cilem identifikace rekombinantnich exkre¢né-sekrecnich antigent pro
detekci T. canis-specifickych protilatek. Pouziti téchto alternativnich rekombinantnich
antigentl ukazalo jejich mozny diagnosticky potencial a zaroven i rozdily v reaktivité mysich
a lidskych sér.



1. UvoD
1.1. Roztrousena skleréza
1.1.1. Charakteristika roztrousené sklerézy

Roztrousena skleroza (RS) patii k nejéastéj$im autoimunitnim onemocnénim (AI) centralniho
nervového systému (CNS). Celkovy odhadovany pocet pacientt je 2,8 milionu s frekvenci 35,9
pacientti na 100.000 obyvatel. Vyssi vyskyt onemocnéni je spojen s naristajici zemepisnou Sitkou
(Koch-Henriksen & Sorensen, 2010; Sabel et al., 2021) a odlisnou vnimavosti populaci, pfi¢emz
nejvy$si vyskyt je vindoevropské populaci. DalSim rizikovym faktorem je koufeni a
socioekonomické faktory spojené s vyssi rovni hygieny a sanitace souvisejici s niz§im vyskytem
infek¢énich onemocnéni véetné nizsiho vyskytu helmintd (Correale & Gaitan, 2015). I ptes velké
pokroky v 1é¢bé je toto invalidizujici onemocnéni zavaznym zdravotnim i socialnim problémem
(Walton et al., 2020). Onemocnéni je charakterizovano demyelinizaci axonti a vznikem
zanétlivych lozisek v bilé hmoté mozkové a mise. Konec¢na diagnoza se opira o prikaz téchto
lozisek magnetickou rezonanci (MRI).

1.1.2. Mechanismy vzniku roztrousené sklerozy

Pro pochopeni mechanismt vedoucich ke vzniku RS je nutné detailni porozumeéni interakcim a
komunikaci periferniho imunitniho systému a CNS. Dnes castéji pouzivané oznaceni
~imunologicky unikatni CNS (Louveau et al, 2015), namisto pouzivaného
Himunoprivilegovaného® postaveni CNS, neni negaci puvodniho konceptu, ale rozsituje ho o
poznatky o komunikaénich kandlech pro vstup a vystup solubilnich a bunéénych komponent mezi
perifernimi slozkami imunitniho systému a CNS. Existuje fada mechanismi, které umoziuji
piekonat anatomické bariéry: (a) Solubilni antigeny z CNS mohou byt prostiednictvim CSF
transportovany pies cribriformni platy do hlubokych krénich lymfatickych uzlin, kde mohou byt
prezentovany naivnim T lymfocytim, (b) hematoencefalickd bariéra je zfejmeé obecné
propustnéjsi pro molekuly malé velikosti (Lao et al., 2019; Pardridge, 2009; Sharif ez al., 2018),
(c) i za b&znych fyziologickych podminek mohou v omezené mife prochazet buiniky imunitniho
systtmu 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). Prostupnost hematoencefalické bariéry mezi krevnim fecistém a CSF
je ovlivnéna i infekénimi agens, ale také doznava zmén diky starnuti organismu (Erickson &
Banks, 2019).

Na vzniku a rozvoji RS se podili fada faktorti. Kromé genetickych predispozic, Castéjsiho vyskytu
u Zen, stanoveni diagndzy typicky mezi 20.—40. rokem véku, etnicity (Lu ef al., 2022) a dalsich,
hraji vyznamnou ulohu i externi faktory vcetné mikrobialnich infekci. Prvnim impulzem je
aktivace a klonalni expanze autoreaktivnich Th1 a Th17 lymfocytl. Tato aktivace, jejiz pfi¢inou
je sekvencni analogie ¢i 1épe ,,podobnost antigenu pro imunitni systém®, je zakladem fenoménu
molekuldrniho mimikry (Croxford ez al., 2005; Harkiolaki ez al., 2009), kdy je proliferace myelin-
autoreaktivnich bunék spusténa napf. cizorodym proteinem viru béhem virové infekce. Stejné tak
miize dojit k nespecifické aktivaci autoreaktivnich Th1 a Th17 bunék, tzv. ,,bystander* efektem
(Dendrou et al., 2015; Vanderlugt & Miller, 2002). Ve vSech téchto pfipadech pak dochazi k
migraci autoreaktivnich bunék do CNS, a produkci prozanétlivych cytokint. Vysledkem je
infiltrace a naslednd vzajemna interakce dalSich bunék IS se vSemi patologickymi dusledky.
Spoleénym pusobenim vSech komponent dochézi k degradaci myelinu, poskozeni neuronti i
oligodendrocytii a kaskadovému opakovani celého procesu. Svou roli hraje pravdépodobné i
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fenomén ,,rozsifovani epitopi* (,,epitope spreading™). Nasledkem tohoto procesu je rozsitovani
antigenni specificity efektorovych bunck na dal§i oblasti vramci jednoho proteinu, ale
pravdépodobné zahrnuje i epitopy dalsich myelinovych proteint (Katz-Levy et al., 2000; Miller
et al., 2001; Vanderlugt & Miller, 2002).

1.1.3. Role populaci CD* T lymfocytd

Zatimco CD4* Thl a Th17 linie indukované cytokiny a chemokiny, které jsou produkovany
prozanétlivymi makrofagy (M1) a mikrogliemi, jsou jednoznaéné asociovany s patogenezi RS,
vliv Th2 buné¢k neni dosud zcela objasnén. Produkci vlastnich cytokini a dalsich faktorti se Th2
bunky zfejmé podileji na reparacnich a imunoregulacnich procesech v CNS (Chu et al., 2018;
Sasaki, 2017) a spoluptisobi jako negativni regulator Th1 a Th17 linii. Makrofagy M2 také blokuji
indukovatelnou syntazu oxidu dusnatého (iNOS), ¢imz dale zmirfuji zanét, podporuji
angiogenezi a remodelaci tkani (Banerjee et al., 2013; Chu et al., 2018). Vedle jiz zminéné role
Th1 a Th2 hraji kli€¢ovou tlohu v regulaci této rovnovahy, a tim v rozvoji RS nebo jeji remisi,
CD4*CD25FoxP3* T regulaéni buiky (Treg) (Sakaguchi et al., 2011). Treg maji fadu funkci
vregulacich prozanétlivych procesi u ftady autoimunitnich onemocnéni vcetné RS
(Kleinewietfeld & Hafler, 2014).

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

Velky vyznam pfi vzniku RS se pfikladd virovym infekcim, zejména infekcim lidskymi
herpetickymi viry a retroviry, zvlasté pak virem Epsteina a Barrové (EBV) a lidskym 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 i nizky
vyskyt RS u lidi s negativnim sérologickym nalezem EBV (Belbasis et al., 2020; Bjornevik et al.,
2022). Uvadi se, Ze timto virem je promofena vétSina populace (>90%). Zda se, Ze primoinfekce
obvykle probéhne v détstvi s minimalnimi pfiznaky, pfi¢emz dospéla populace je jiz vétSinove
séropozitivni. Infekce séronegativnich dospélych je pak spojena se zvySenym rizikem RS
(Bjornevik et al., 2022; Winter et al., 2020).

Mezi dilezité faktory podilejici se na modifikaci rovnovahy vzajemnych vztaht mezi vnéj$imi a
vnitinimi rizikovymi faktory a naslednym zvySenym rizikem RS patii tada genetickych
predispozic. K nejdilezitéj§im patii asociace RS s HLA haplotypem HLA-DRB1*15:01, HLA-
DRB5*0101 a HLA-A*03:01 (Batoulis et 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 ef al.,
2011). Mimo lokusy MHC I a II existuje také fada genti, které negativné ovliviiuji vznik a prab¢h
receptory 1L-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). Svou
roli sehrava i stfevni mikrobiom ovliviyjici patogenezi autoimunitnich onemocnéni véetné RS
(Chen et al., 2016). Pravdépodobnym vysvétlenim je, Ze omezeny vyskyt pfirozenych komensala
a zvyseny vyskyt patobiontl ve stievnim mikrobiomu, jedna z forem tzv. dysbidzy, mize vést k
prozanétlivé reakci, poskozeni epitelii a chronickému zanétu a vyustit v syndrom zvySené
propustnosti stiev (Leaky gut syndrome). Mikrobialni a dal$i antigeny se strukturalni podobnosti
vlastnim autoantigentim, které se takto ve zvySené mife translokuji ze stieva, a stavaji se tak
dostupnymi systémové imunité, pak mohou byt v zanétlivém prostfedi spoustéem
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autoimunitnich onemocnéni vcéetné RS (Kinashi & Hase, 2021; Levy et al., 2017; Weiss &
Hennet, 2017).

1.1.5. Helminti jako imunomodula¢ni terapie RS

V poslednich letech byl zaznamenan vyrazny Gispéch v 1é¢bé zejména relaps-remitentni RS. Pro
progresivni formy onemocnéni jsou ale terapeutické moznosti vyrazné omezenégjsi (Dargahi et
al., 2017; Hauser & Cree, 2020; Montalban ef al., 2017). VSechny terapie RS jsou zalozené na
imunomodulaci a supresi autoimunity. Hledani dalSich moznosti u€inné a bezpecné 1écby vedlo
ke studiu vyuziti helminti v lécbé RS, vzhledem k jejich schopnostem modulovat imunitni
systém hostitele (Elliott et al., 2007; Elliott & Weinstock, 2009; Elliott & Weinstock, 2012;
Weinstock & Elliott, 2009). Tyto Givahy byly ve shod¢ s hygienickou hypotézou (Strachan, 1989)
a hypotézou starych prétel (Old Friends Hypothesis) (Bach, 2021; Rook et al., 2004). Rada studii
s lidskymi dobrovolniky infikovanymi helminty (HIT, helminth immunotherapy) prokazala
zlepSeni prubéhu RS (Correale et al., 2021; Maizels et al, 2018). Testy na lidskych
dobrovolnicich nebo pfirozené infikovanych jedincich narazeji ale jak na mnoha eticka a
legislativni omezeni, tak i na omezené moznosti zobecnéni z divodi velikosti vzorkil a
dostupnosti vhodnych kontrol (McSorley & Maizels, 2012).

1.2. Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE)
1.2.1. Model EAE

Moznosti vyzkumu RS jsou vyrazné€ rozSifeny pouzitim zvifeciho modelu, konkrétné
experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE), coZ je autoimunitni patologicky stav CNS
ruznych laboratornich zvitat charakterizovany zanétlivym procesem s pifitomnosti CD4* Thl a
Th17 lymfocyti a mononukledrnich bunék a naslednou demyelinizaci axonli a vzniku 1ézi.
Nasledné neurologické a patologické zmény jsou velmi podobné zménam pozorovanym u
pacientd s RS. Pro vyvolani EAE je nejéastéji pouzivan model aktivné indukované EAE (Bittner
et al., 2014; Krishnamoorthy & Wekerle, 2009; Stromnes & Goverman, 2006). Alternativni méné
uzivanou moznosti studia demyeliniza¢niho procesu a EAE jsou infekce picornavirem Theilerovy
mysi encefalomyelitidy (Dalcanto et al., 1995; Miller et al., 1997; Njenga et al., 2004; Olson et
al., 2003; Vanderlugt & Miller, 2002), Semliki forest virem (Mokhtarian et al., 1999) a v omezené
mife je také vyuzivan virus mysi hepatitidy (MHV, mouse hepatitis virus)(Biswas et al., 2016;
Lavi et al., 1984). Demyeliniza¢ni procesy podobné EAE je mozné vyvolat i aplikaci fady
chemikalii, mezi které patii cuprizon, lysolecithin a ethidium bromid. Tyto modely jsou uzivany
zejména pro detailni studium demyelinizacnich a remyeliniza¢nich mechanismil a moznosti jejich
ovlivnéni (Procaccini et al., 2015). U experimentalnich zvifat s aktivné indukovanou EAE
dochézi k postupnému ochrnuti za¢inajicimu na ocase a zadnich kondetinach, nasledné pak
k celkové paralyze, inkontinenci a smrti (Miller ef al., 2007).

1.2.2. Imunologie EAE

Na vzniku a rozvoji EAE u mysi C57BL/6J se podileji Thl buniky produkujici IFN-y a TNF-a
(Abreu, 1982; Baron et al., 1993; Bettelli et al., 2004; Segal & Shevach, 1996; Sospedra &
Martin, 2005). Dalsim ddlezitym hra¢em jsou pak Th17 buiky produkujici IL-17 a TNF-a
(Oppmann et al., 2000). Na diferenciaci v Th17 butiky se vyznamné podili také IL-6 a TGF-f.
EAE je odpovédna populace Th17 (Jager et al., 2009). Stejné jako u pacientli s RS, iumysis EAE
jsou pro regulaci zanétlivych procest dilezité Treg buniky (CD4"CD25"FoxP3") indukované
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TGF-B. Kromé klasického vnimani diferenciace CD4* Th bunék do Th subpopulaci je tfeba vzit
v ramci regulace imunitni odpovédi v Givahu i urcitou fenotypovou plasticitu CD4* Th linii. Th17
mohou byt za uréitych podminek konvertovany v Th1, event. mohou ziskat i ur¢ité vlastnosti Th2.
Tento fenomén se netyka pouze Th17 populace, ale ziejmé i Treg a Thl (Batoulis ef al., 2011;
Murphy & Stockinger, 2010; Qiu et al., 2020; Sakaguchi et al., 2013).

1.2.3. Mechanismy imunoregula¢niho pusobeni helminti

Infekce helminty obvykle vede k fad€ procest, které mohou ovlivnit riznymi zpisoby imunitni
systém hostitele(Loukas et al., 2021). Antigeny helminti a ES imunomodulacni komponenty
mohou prostiednictvim DC indukovat diferenciaci smérem k Th2 a Treg liniim, coz ma za
nasledek inhibici Thl a Th17 polarizace. Indukované Treg produkuji cytokiny IL-10 a TGF-j,
kdy TGF-B zprostfedkovava konverzi na M2 makrofagy a IL-10 indukuje u B bun¢k produkci
IgG4. TGF-P (s pfitomnym IL-2) vede k dalsi expanzi populace Treg. Vysledkem je navozeni
tolerance. Jinym mechanismem regulace je pisobeni molekul produkovanych helminty se
strukturalni a funkéni podobnosti cytokinim. Pfikladem je molekula imitujici TGF-f (Hp-TGM)
ptitomna v ES produktech Heligmosomoides polygyrus, kteréd aktivuje TGF-f signalizaci vazbou
na TGF-f receptor s néslednou expanzi Treg a navozeni tolerance (Johnston et al., 2017)
prostfednictvim potla¢eni Th2, produkce IL-13 a nasledné inhibice indukce M2 a produkce
mucinu. Dalsi ES komponenta Heligmosomoides polygyrus, oznatend jako alarmin release
inhibitor (Hp-ARI) inhibuje produkci IL-33, a tim aktivaci pfirozenych lymfoidnich buné¢k typu
2 (ILC2) a aktivaci M2. (Ryan et al., 2020). Dalsi moznosti je produkce inhibitord cysteinovych
principem inhibice zpracovani a prezentace antigenu, a také produkce proteinti podobajicich se
cytokiniim a jejich receptorim a ovliviiujicich jejich funkei (Bancroft et al., 2019; Loukas et al.,
2021).

1.2.4. Vliv helminti na pribéh EAE

Imunomodulaéni potencial helmintti a pozitivni vliv na autoimunitni a alergicka onemocnéni byl
prokézan mnoha studiemi na laboratornich zvifatech (McSorley & Maizels, 2012). Vyjimkou
nebyla ani EAE, kde byl studovan potencial helmintti jako mozna alternativa lécby RS. HIT by
tak mohla pfedstavovat experimentalni dopliiujici terapii ke stavajici imunosupresivni 1écbé
(Dargahi et al., 2017; Hauser et al., 2021). V 1é¢bé EAE byla dosud testovana Sirokd Skala
helmintt a jejich produktli. Naprosta vétSina studii ukézala na pozitivni uc¢inek HIT, zejména
v ptipadé, kdy infekce nebo aplikace produktd helminti pfedchazela indukci EAE, tedy jako
profylaxe onemocnéni. Pouze v jedné studii byl popsan negativni vliv na EAE, kdy podéni
rekombinantniho galektinu 9 (rT1-gal) Toxascaris leonina inhibovalo remisi onemocnéni (Bing
et al., 2015). Spole¢nymi rysy studii s pozitivnim G¢inkem bylo zejména snizeni periferni i CNS
lokalizované exprese IFN-y a IL-12, ale i IL-17, IL-6 a TNF-a. Naopak byly zjistény zvySené
koncentrace a exprese IL-10 a TGF-p, ale i IL-4 a IL-5 (Charabati ef al., 2020).

1.3. Toxocara canis
1.3.1. Charakteristika, prevalence u psovitych Selem

Toxocara canis (Werner, 1782), (Skrkavka psi), kmen Nematoda, t4d Ascarida je svétové Siroce
roz§ifeny parazit psovitych Selem. Vajicka se dostavaji do prostiedi s fekaliemi, po cca 2-5
tydnech v nich dojde k vyvoji larvy stadia L3, ktera se po pozfeni definitivnim hostitelem
v gastrointestindlmin traktu uvolni a po penetraci stfevni stény migruje do plicni tkané, posléze
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do jicnu, po vykaslani je spolknuta a dokoncuje sviij vyvoj do dospélosti v tenkém stievé. U
star§ich jedinct je ¢ast larev nalézana i v dal$ich tkanich v klidovém stadiu. Globalni promotenost
pst je 11,1%, tzn. odhadem cca 100 miliont infikovanych pst, ktefi tak ptedstavuji velky
rezervoar tohoto parazita (Rostami et al., 2020).

1.3.2. Paratenicti hostitelé a globalni séroprevalence v lidské populaci

Kromé psovitych Selem muiize byt infikovana i fada dalsich paratenickych hostitelti (Strube et al.,
2013; Wu & Bowman, 2020), v¢etné ¢loveéka (Holland, 2017; Ma et al., 2018; Ma et al., 2020).
Kromé savct (Dubinsky et al., 1995; Krucken et al., 2017) mohou byt infikovani i ptaci a
bezobratli (Cardillo et al., 2016; Sasmal et al., 2008). V téchto hostitelich 7. canis nedokonéi sviij
vyvoj, ale larvy po migraci ztstavaji v klidovém stadiu v rtiznych tkanich po dlouhou dobu
(Glickman & Summers, 1983). Po pozieni psovitymi Selmami (nebo jinymi paratenickymi
hostiteli) mohou byt tito hostitelé dal$im zdrojem infekce.

Vétsina infekei Clovéka je zpusobena netmyslnym pozienim zralych vajicek spolu
s kontaminovanou potravou, vodou nebo ptdou v disledku Spatné hygieny, u déti pak i geofagii
(Manini et al., 2012). Predpoklada se, ze je globaln¢ infikovano 1,4 miliardy lidi a primérna
séroprevalence je 19% (Ma et al., 2018; Ma et al., 2020; Rostami et al., 2019; Strube et al.,
2020a). Tento odhad fadi 7. canis mezi pivodce jedné z nejcastéjSich parazitarnich infekci
Clovéka, a to i v rozvinutych 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 zemepisnymi faktory a souvisejicimi klimatickymi
podminkami (Azam et al., 2012; Ma et al., 2020). Roli hraji i sociodemografické faktory
(Antolova et al., 2015; Ma et al., 2018), veterinarni péce (odcervovani), troven hygieny a dalsi
faktory.

1.3.3. Séroprevalence v populaci v CR

V Ceské republice byla v roce 1998 zjisténa na nihodné vybraném vzorku zdravé populace
séroprevalence 18,4% (Uhlikova & Hiibner, 1998). Dalsi studie vroce 2006 uvadi 19%
(Kolafova, 2006). Zajimavé vysledky pfineslo i testovani 62 pacientii s RS, kde byla zjisténa
1,6% pozitivita (Posova et al., 2017).

1.3.4. Sérologicka diagnostika 7. canis

Standardem pro diagnostiku infekce T. canis jsou sérologické testy prokazujici pfitomnost
specifickych protilatek, zejména ELISA a Western Blot (WB). VétSina téchto test je zalozena
na vyuziti exkreéné-sekreénich (TES) antigent, které produkuji larvy L3 v prub&hu in vitro
kultivace do kultivacniho média (DeSavigny, 1975). Potvrzeni WB testem je doporuceno zejména
v oblastech s moznym vyskytem dalSich parazitli, zejména helmintt (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 mulize
véstk fale$né€ pozitivnim vysledkiim. Tato skutecnost je ovlivnéna kiizovymi reakcemi protilatek
po infekci jinymi zastupci rodu Toxocara, ale 1 dal§imi helminty (Fillaux & Magnaval, 2013;
Ishida et al., 2003). Dalsi zvySeni senzitivity a specificity bylo a je zaméfeno na mozné vyuziti
rekombinantnich TES antigend, jejichz reaktivita by mohla pii zachovani vysoké senzitivity vést
i ke zvyseni specificity pii infekci 7. canis. (Fillaux & Magnaval, 2013; Wickramasinghe ef al.,
2008; Yunus et al., 2018) Pies velké pokroky v oblasti vyuziti rekombinantnich antigent
v sérologickych testech je vétSina komercnich ELISA souprav zaloZena na vyuziti TES antigent
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ziskanych kultivaci larev L3. Pfi hodnoceni sérologickych studii je tfeba mit na paméti mozné
limity jejich interpretace a rozdily mezi jednotlivymi studiemi (vek, pohlavi, z€émépisnou lokalitu,
sociodemografické parametry, datum, kdy byla studie provedena a dalsi), stejn¢ tak i rozdily v
pouzitych laboratornich metodach. I pfes mozné odlisnosti zpuisobené uvedenymi faktory je
ziejmé, ze kontakt s parazitem a promotenost lidské populace 7. 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 nejrozsifenéjsich
zoonotickych patogenti clovéka, ktery mtize mit zadvazné zdravotni i socioekonomické dtsledky,
zejména v subtropickych a tropickych oblastech a v ekonomicky znevyhodnénych komunitach
(Antolova et al., 2015; Holland, 2017; Ma et al., 2018). Vysledkem infekce je lokalni zanétliva
reakce spojena s eosinofilii, zvySenou produkci cytokini a specifickych protilatek. Piestoze
vétSina infekei ¢loveéka probéhne asymptomaticky, u nékterych jedinct, v zavislosti na infekéni
davce a nasledné reakci a stavu imunitniho systému, se miZe objevit fada symptomui
oznacovanych jako larvalni toxokaréza. RozliSujeme dle klinickych projevii 4 formy tohoto
onemocnéni: (1) Visceralni toxokardza (visceral larva migrans), (3) o¢ni toxokaréza (ocular
larva migrans), (3) neurotoxokardza (NT, téz cerebralni toxokar6za, neural larva migrans) a (4)
skrytd (covert, common toxocarosis) toxokaréza (Ma et al., 2018; Nicoletti, 2020).

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

Neurotoxokaroza (neural larva migrans) je ptimym disledkem migrace, pfitomnosti a setrvani
L3 larev v CNS. U lidi je tato diagnéza velmi vzacna (Lee et al., 2021), a proto nabyva na
dalezitosti studium patogeneze, exprese cytokind a dalSich markerd neurotoxokar6zy na mysich
modelech (Fan, 2020).

Pro infekce mysi je charakteristicka somaticka migrace L3 larev tkanémi, kdy je posléze nejvétsi
procento nalézano v CNS a lIze ji definovat 3 fazemi (Strube et al., 2020b) — akutni (0-14 dni po
infekei), subakutni (14-28 dni po infekci) a chronickou (28 dni a vice). Pfitomnost L3 larev v CNS
je spojena s neurobehavioralnimi zménami 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).

Ptitomnost larev T. canis v CNS vede k aktivaci mikroglii a makrofagt. Aktivace Thl odpovédi
indukovana makrofagy M1 je odpovédna za neuropatologické zmény a byla zaznamenana
zejména na Urovni transkripce, ale koncentrace byly obvykle zvysené jen mirné, jak shrnuje
Strube et al. (2020b). Naproti tomu aktivované M2 jsou odpovédné za imunoregulaci a
remodelaci tkané (Subramaniam & Federoff, 2017). ZvySena Th2 odpovéd obvykle
koresponduje se snizenim prozanétlivé Th1l a Th17 odpovédi. Kromé toho dochazi i k aktivaci
Treg a produkci IL-10 a TGF-B (Loukas et al., 2021). To usnadiuje dlouhodobé ptezivani larev
v imunologicky unikatnim prostfedi CNS. Disledkem mtize byt dlouhodoba aktivace Th2 a Treg
v CNS, kde larvy nejsou obklopeny infiltratem leukocytli, coz mtize byt zptisobeno i omezenym
vstupem komponent IS (Holland & Hamilton, 2013).



2. CILE PRACE

Toxocara canis je §iroce studovanym parazitem jiz mnoho let. Pfesto je mnoho oblasti, které
vyzaduji dalsi vyzkum, a to vzhledem k tomu, Ze se jedna o svétové velmi rozsiteného helminta
s dopadem na zdravi lidské populace. PredloZzena prace se zabyva imunitni odpovédi
paratenického hostitele na infekci 7' canis, vlivem této infekce na vznik a pribéh autoimunitniho
onemocnéni, konkrétné experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy jako modelu pro studium
roztrougené sklerézy, vyvojem séroprevalence v populaci v Ceské republice a potencialné ve
skupiné pacientl s roztrousenou skler6zou. Dil¢i cile této prace jsou:

e  Popsat dynamiku specifickych protilatek pfi riznych infekénich davkach u mysi, a to
s cilem definovat davku, ktera je schopna vyvolat infekci, ale nema vliv u infikovanych
zvifat na zmény v chovani a motorice.

e  Objasnit vliv infekce 7. canis na vznik a pribéh experimentalni autoimunitni
encefalomyelitidy u mysi, zjistit koncentrace vybranych cytokind a cetnost populace
Treg.

e Vyhodnotit sou¢asnou séroprevalenci 7. canis u lidi a jeji vivoj v ¢ase v populaci CR,
a to srovnanim ziskanych dat s dfive publikovanymi studiemi.

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

3. MATERIAL A METODY

Material a metody jsou detailné popsany v uvedenych publikacich. Zde je uveden pouze struény
vycet.

Toxocara canis: Infekéni material pro experimenty na mysSich byl ziskan po izolaci vajec
z dospélct, po inkubaci a vyvoji larev byly tyto izolovany a kultivovany v kultiva¢nim mediu a
pouzivany k infekénim experimentim (Schvaleno Etickou komisi 1.LF UK a Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy). Zaroven byly z média izolovany exkre¢né-sekrecni antigeny,
které byly pouzivany jako zaklad pro ELISA testy jak s mySimi, tak i s lidskymi séry.

Experimentalni autoimunitni encefalopatie byla indukovana subkutanni aplikaci MOG peptidu
v kompletnim Freundové adjuvans a intraperitonealni aplikaci pertusového toxinu.

Prikaz Toxocara canis-specifickych protilatek byl provadén ELISA testem a u rekombinantnich
antigent i Western blottingem.

Piiprava rekombinantnich exkre¢né-sekrecnich antigent: Po SDS elektroforéze a nasledném
Western blottingu s pozitivnimi mys$imi séry byly hmotnostni spektrometrii identifikovany
pozitivné reagujici proteiny. Z nich byly vybrany 4 proteiny a pfipraveny rekombinantni
antigeny, které byly nasledné testovany s lidskymi a mysimi séry (ELISA a WB).

Lidska séra: V publikované studii byly pouzity vysledky testovani vzorki zaslanych do Narodni
referenéni laboratofe pro tkanové helmintézy (2012-2016), dalsi lidska séra (dosud
nepublikované vysledky) byla ziskana ze serologickych ptehledld (1996, 2001), od zdravych
darcti krve (2000) a od pacientd s RS (2020-2022). Studie byla schvélena Etickou komisi 1.LF
UK.
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Stanoveni populace bunck Treg pritokovou cytometrii: Mysi byly narkotizovany, nasledn¢ byla
provedena perfuze krevniho ob&hu studenym pufrovanym fyziologickym roztokem, odebrana
slezina, mezenterické uzliny, mozek a micha. Po izolaci byly buiiky oznaceny specifickymi
protilatkami proti markerim Treg bunék (CD4, CD25, FoxP3, Helios).

Stanoveni koncentrace cytokinti: Byla pouzita metoda Cytokine Bead Array (CBA), BD.
Koncentrace byla vypoctena z kalibra¢ni kiivky (BD firemni software) v pg/ml.

4. VYSLEDKY A DISKUSE

Tato prace se zabyvala vztahem parazita Toxocara canis a paratenickych hostiteld a reakci
imunitniho systému hostitelti na jeho pfitomnost. Vzhledem ke své globalni ptitomnosti u clovéka
a mnoha dalsich hostiteld ptedstavuje 7. canis idealni model pro studium vlivu této infekce na
imunitni systém hostitele a jeho regulaci sohledem na zvySeny vyskyt alergickych a
autoimunitnich onemocnéni. [ pies skutecnost, ze se jedna o jednoho z nejrozsifenéjsich paraziti,
a pies detailni znalost jeho patogenity, reakci a regulaci imunitniho systému zlstava stale
oteviena otazka jeho role praveé u autoimunitnich onemocnéni véetné roztrousené sklerozy. Ke
studiu téchto mechanismi, vzhledem k omezenym moznostem studia na lidské populaci, jsou
vyuzivany laboratorni zvifeci modely. Klicové je odliSeni patologickych duasledkd samotné
infekce a projevt laboratorn€ navozeného testovaného onemocnéni.

Na myS$im modelu jsme ovétovali, jakd je minimalni velikost infekéni davky T. canis, ktera je
schopna vyvolat infekci, ale nema vliv u infikovanych zvifat na zmény v chovani a motorice -
publikace 1: Novak et al. (2017). K infekci mysi jsou vyuzivana vaji¢ka T. canis obsahujici larvu
stadia L3. Alternativné a mén¢ Casto jsou pouzivany izolované larvy kultivované in vitro, coz byl
postup pouzivany v nasich experimentech. Pfi infekei larvami lze vizualn€ kontrolovat jejich
zivotnost a pfi podani v napajeci vodé lze 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 tfidé [gM a IgG1 - publikace 1: Novak et al. (2017).

Ptevaha pozitivnich vysledkt HIT u EAE nés vedla k experimentu, kdy jsme infikovali dvéma
davkami (kazda 100 larev) L3 larev T. canis mys$i C57BL/6J a v chronické fazi infekce (s
piedpokladem pfitomnosti larev v CNS) jsme indukovali EAE. Zvolili jsme takovou infekéni
davku, ktera nevede k viditelnému poskozeni a zménam chovani mysi - publikace 1: Novak et
al. (2017), abychom mohli pozorovat symptomy EAE. Piekvapivé jsme zjistili negativni
pusobeni pfedchazejici infekce jak z pohledu monitorovanych symptomi EAE, tak z pohledu
ubytk hmotnosti zvifat. U infikované skupiny s EAE byly zjistény také vyrazné zvysené hladiny
monitorovanych cytokinti IL-1a, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-17, IL-4 a IL-10 ve srovnani s
neinfikovanymi zvitaty. V CNS bylo pozorovano vice CD4" T bunék non-Treg fenotypu.
Zhorseni ptiznakii by pak mohlo byt vysvétleno pfitomnosti prozanétlivych Th1l a Th17 bunék -
publikace 4, Novak et al. (2022). Je otazkou, zda uvedena infekéni davka byla dostate¢né 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 ptimy patologicky vliv migrace
larev v CNS. V tomto smyslu zajimava, i kdyz s nasimi vysledky ponékud kontrastujici, je studie
Borhani Zarandi et al. (2017), ve které byl popsan pozitivni vliv ES produktt 7. canis na prubéh
EAE. V této studii byly pouzity ES produkty, které byly ziskany kultivaci dospélcti v kultivaénim
médiu, coz je mén¢ obvykly zptisob ziskavani ES produkti.



Asociace infekce parazitem a konkrétniho onemocnéni v lidské populaci, v nasem ptipadé RS,
lze studovat jen nckolika omezenymi pfistupy. Jednim z nich je monitorovani séroprevalence
pomoci specifickych protilatek proti parazitovi u skupiny pacientti s definovanym onemocnénim
a u kontrolni skupiny zdravych (normalnich), demograficky odpovidajicich jedincd. Otazkou,
ktera je aktualni pro infekci Toxocara canis, je i dynamika vyskytu protilatek v Case a
porovnatelnost vysledkt z ¢asové predchazejicich studii. Ve skupiné pacientd, 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 snizeni ve
srovnani s pfedchazejicim publikacemi, kde byla zjisténa séroprevalence 18,4% (Uhlikova &
Hiibner, 1998) a 19% (Kolafova, 2006). Vzhledem k tomu, Ze séra pacientti zaslana do Narodni
referencni laboratofe pro tkanové helmintézy v nasi studii mtizeme povazovat za suspektni
z pohledu mozného vyssiho vyskytu infekce helminty, l1ze pfedpokladat i nizsi vyskyt (nez
uvedenych 3,6%) této infekce v soucasné zdravé populaci. Lze spekulovat o mnoha pfi¢inach
poklesu. Jednim z moznych faktort mize byt i zlepSena veterinarni péce majiteltl pst a kocek,
konkrétné jejich pravidelné od¢ervovani.

Nase dosud nepublikované vysledky ze sérologickych ptehledii z let 1996 (8,3% séropozitivity),
2001 (4,9%) a zdravych darct krve z roku 2020 (3,5%) jsou ve shodé se soucasnym trendem,
pri¢emz rozdily publikovanych vysledkt 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 infekei 7. canis je studie
zjiSt'ujici séroprevalenci u pacientt s RS, kde byla zjisténa hodnota 1,6% (1 pozitivni pacient z
62)(Posova et al., 2017). NasSe dosud nepublikované vySetieni 411 pacientii s RS ukazalo 1,7%
pozitivnich vzorkl. To je v dobré shod¢ s predchdzejici studii a ve srovnani se zdravou populaci
1ze spekulovat, Ze niz§i promortenost lidské populace hlistici 7. canis mize byt spojena s vys§im
rizikem vzniku RS.

Sérologicka diagnostika (identifikace specifickych protilatek rtiznymi metodami) 7. canis ma
fadu aspektil, které mohou ovlivnit interpretaci vysledkd. Cilem identifikace vhodnych antigend
je dosazeni maxima citlivosti a specificity pro detekci T. canis-specifickych protilatek. Ptipravili
jsme a otestovali fadu rekombinantnich ES antigent (Tc-TES-26 (25-30 kDa), Tc-ASA (45-50
kDa), Tc-PDP (25-30 kDa) a Tc-ASP (25-30 kDa)), které v ELISA testech reagovaly s mySimi i
lidskymi séry infikovanych jedinct a které mohou byt potencidlnim zédkladem pro dalsi vyvoj
sérologickych testi - publikace 3: Skulinova et al. (2022).

5. ZAVER

Zavérem muzeme shrnout, ze tato prace ukazala, Ze k sérologicky detekovatelné infekci mysi
dochézi jiz po 12 dnech i pii podani malé davky a infekce 7. canis vede ke zhorSeni EAE u mysi.
Prokézali jsme také snizujici se vyskyt této infekce v b&né lidské populaci Ceské republiky a
vyuzitelnost rekombinantnich antigenti pro sérologickou diagnostiku. Na rozdil od zhorSeni
pacientd s RS ve srovnani s kontrolni skupinou, coz neptimo ukazuje na mozny protektivni
ucinek ve vztahu k RS. Dalsi sméfovani nasi prace by mélo vést k potvrzeni pozitivniho vlivu
infekce 7. canis u pacienti s RS a potencialné i s dal§imi autoimunitnimi onemocnénimi.



6. SEZNAM POUZITE LITERATURY

Abreu, S. L. (1982). Suppresion of experimental allergic encephalomyelitis by interferon.
Immunological Communications, 11, 1-7.

Antolova, D., Jarcu$ka, P., Jani¢ko, M., Madarasovia-Geckova, A., Halanova, M.,
Cislakov4, L., Kalinova, Z., Reiterova, K., Skutova, M., Pella, D., Marekova, M. and
HepaMaeta, T. (2015). Seroprevalence of human Toxocara infections in the Roma and non-Roma
populations of Eastern Slovakia: a cross-sectional study. Epidemiology and Infection, 143, 2249-
2258.

Azam, D., Ukpai, O. M., Said, A., Abd-Allah, G. A. and Morgan, E. R. (2012). Temperature
and the development and survival of infective Toxocara canis larvae. Parasitology Research,
110, 649-656.

Bach, J. F. (2021). Revisiting the hygiene hypothesis in the context of autoimmunity. Frontiers
in Immunology, 11, Article Number 615192.

Bancroft, A. J., Levy, C. W., Jowitt, T. A., Hayes, K. S., Thompson, S., McKenzie, E. A.,
Ball, M. D., Dubaissi, E., France, A. P., Bellina, B., Sharpe, C., Mironov, A., Brown, S. L.,
Cook, P. C., MacDonald, A. S., Thornton, D. J. and Grencis, R. K. (2019). The major secreted
protein of the whipworm parasite tethers to matrix and inhibits interleukin-13 function. Nature
Communications, 10, Article Number 2344,

Banerjee, S., Cui, H. C., Xie, N., Tan, Z., Yang, S. Z., Icyuz, M., Thannickal, V. J., Abraham,
E. and Liu, G. (2013). miR-125a-5p Regulates differential activation of macrophages and
inflammation. Journal of Biological Chemistry, 288, 35428-35436.

Baron, J. L., Madri, J. A., Ruddle, N. H., Hashim, G. and Janeway, C. A. (1993). Surface
expression of alpha-4 integrin by CD4+ T-cells is required for their entry into brain parenchyma.
Journal of Experimental Medicine, 177, 57-68.

Batoulis, H., Recks, M. S., Addicks, K. and Kuerten, S. (2011). Experimental autoimmune
encephalomyelitis - achievements and prospective advances. Apmis, 119, 819-830.

Belbasis, L., Bellou, V., Evangelou, E. and Tzoulaki, I. (2020). Environmental factors and risk
of multiple sclerosis: Findings from meta-analyses and Mendelian randomization studies.
Multiple Sclerosis Journal, 26, 397-404.

Bettelli, E., Sullivan, B., Szabo, S. J., Sobel, R. A., Glimcher, H. and Kuchroo, V. K. (2004).
Loss of T-bet, but not STATI1, prevents the development of experimental autoimmune
encephalomyelitis. Journal of Experimental Medicine, 200, 79-87.

Bing, S. J., Ha, D., Ahn, G., Cho, J., Kim, A., Park, S. K., Yu, H. S. and Jee, Y. (2015).
Galectin isolated from parasite inhibits remission of experimental autoimmune encephalomyelitis
by up-regulating autoantibody. Clinical and Experimental Immunology, 180, 419-431.

Biswas, K., Chatterjee, D., Addya, S., Khan, R. S., Kenyon, L. C., Choe, A., Cohrs, R. J.,
Shindler, K. S. and Das Sarma, J. (2016). Demyelinating strain of mouse hepatitis virus
infection bridging innate and adaptive immune response in the induction of demyelination.
Clinical Immunology, 170, 9-19.

Bittner, S., Afzali, A. M., Wiendl, H. and Meuth, S. G. (2014). Myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOG(35-55)) induced experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) in
C57BL/6 mice. Jove-Journal of Visualized Experiments, 86, Article Number e51275.
Bjornevik, K., Cortese, M., Healy, B. C., Kuhle, J., Mina, M. J., Leng, Y. M., Elledge, S. J.,
Niebuhr, D. W., Scher, A. 1., Munger, K. L. and Ascherio, A. (2022). Longitudinal analysis
reveals high prevalence of Epstein-Barr virus associated with multiple sclerosis. Science, 375,
296-301.

10



Borhani Zarandi, M., Hoseini, S., Jalousion, F., Etebar, F. and Vojgani, M. (2017). Evaluate
Toxocara canis excretory-secretory antigens in experimental allergic encephalomyelitis (EAE).
Iran J Vet Med, 11, 175-182.

Brooks, W. H., Le Dantec, C., Pers, J. O., Youinou, P. and Renaudineau, Y. (2010).
Epigenetics and autoimmunity. Journal of Autoimmunity, 34, J207-J219.

Cardillo, N., Prous, C. G., Krivokapich, S., Pittaro, M., Ercole, M., Perez, M., Pasqualetti,
M., Farina, F., Rosa, A., Gatti, G. and Ribicich, M. (2016). First report of Toxocara cati in the
domestic land snail Rumina decollata. Revista Argentina De Microbiologia, 48, 206-209.
Coronado, S., Zakzuk, J., Regino, R., Ahumada, V., Benedetti, I., Angelina, A., Palomares,
O. and Caraballo, L. (2019). Ascaris lumbricoides cystatin prevents development of allergic
airway inflammation in a mouse model. Frontiers in Immunology, 10, Artilce Number 2280.
Correale, J. and Gaitan, M. L. (2015). Multiple sclerosis and environmental factors: the role of
vitamin D, parasites, and Epstein-Barr virus infection. Acta Neurologica Scandinavica, 132, 46-
55.

Correale, J., Marrodan, M. and Contentti, E. C. (2021). Interleukin-35 is a critical regulator
of immunity during helminth infections associated with multiple sclerosis. Immunology, 164,
569-586.

Cox, D. M. and Holland, C. V. (1998). The relationship between numbers of larvae recovered
from the brain of Toxocara canis-infected mice and social behaviour and anxiety in the host.
Parasitology, 116, 579-594.

Cox, D. M. and Holland, C. V. (2001). Relationship between three intensity levels of Toxocara
canis larvae in the brain and effects on exploration, anxiety, learning and memory in the murine
host. Journal of Helminthology, 75, 33-41.

Dalcanto, M. C., Melvold, R. W., Kim, B. S. and Miller, S. D. (1995). 2 Models of multiple-
sclerosis - experimental allergic encephalomyelitis (EAE) and Theilers murine
exncepahlomyelitis virus (TMEV) infection - a pathological and immunological comparison.
Microscopy Research and Technique, 32,215-229.

Dargahi, N., Katsara, M., Tselios, T., Androutsou, M. E., de Courten, M., Matsoukas, J. and
Apostolopoulos, V. (2017). Multiple sclerosis: Immunopathology and treatment update. Brain
Sciences, 7, Article Number 78.

Dendrou, C. A., Fugger, L. and Friese, M. A. (2015). Immunopathology of multiple sclerosis.
Nature Reviews Immunology, 15, 545-558.

Dendrou, C. A., Plagnol, V., Fung, E., Yang, J. H. M., Downes, K., Cooper, J. D., Nutland,
S., Coleman, G., Himsworth, M., Hardy, M., Burren, O., Healy, B., Walker, N. M., Koch,
K., Ouwehand, W. H., Bradley, J. R., Wareham, N. J., Todd, J. A. and Wicker, L. S. (2009).
Cell-specific protein phenotypes for the autoimmune locus IL2RA using a genotype-selectable
human bioresource. Nature Genetics, 41, 1011-1015.

DeSavigny, D. H. (1975). In vitro maintenance of 7. canis larvae and a simple method for the
production of Toxocara ES antigen for the uses in serodiagnostic tests for visceral larva migrans.
Journal of Parasitology, 61, 781-782.

Dolinsky, Z. S., Hardy, C. A., Burright, R. G. and Donovick, P. J. (1985). The progression of
behavioral and pathological effects of the parasite Toxocara canis in the mouse. Physiology &
Behavior, 35, 33-42.

Dubinsky, P., Havasiova Reiterova, K., Petko, B., Hovorka, 1. and Tomasovicova, O. (1995).
Role of small mammals in the epidemiology of toxocariasis. Parasitology, 110, 187-193.
Elliott, D. E., Summers, R. W. and Weinstock, J. V. (2007). Helminths as governors of
immune-mediated inflammation. International Journal for Parasitology, 37, 457-464

11



Elliott, D. E. and Weinstock, J. V. (2009). Helminthic therapy: Using worms to treat immune-
mediated disease. In Pathogen-Derived Immunomodulatory Molecules, Vol. 666 (ed. Fallon, P.
G.), pp. 157-166.

Elliott, D. E. and Weinstock, J. V. (2012). Helminth-host immunological interactions:
prevention and control of immune-mediated diseases. In Year in Immunology, Vol. 1247 (ed.
Rose, N. R.), pp. 83-96.

Erickson, M. A. and Banks, W. A. (2019). Age-associated changes in the immune system and
blood-brain barrier functions. International Journal of Molecular Sciences, 20, Article Number
1632.

Erickson, M. A. and Banks, W. A. (2022). Transcellular routes of blood-brain barrier disruption.
Experimental Biology and Medicine, 247, 788-796.

Fan, C. K. (2020). Pathogenesis of cerebral toxocariasis and neurodegenerative diseases. In
Toxocara and Toxocariasis Advances in Parasitology, Vol. 109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 233-
259.

Ferreira, M. L. B. (2010). Cognitive deficits in multiple sclerosis A systematic review. Arquivos
De Neuro-Psiquiatria, 68, 632-641.

Fillaux, J. and Magnaval, J. F. (2013). Laboratory diagnosis of human toxocariasis. Veterinary
Parasitology, 193, 327-336.

Friese, M. A., Jakobsen, K. B., Friis, L., Etzensperger, R., Craner, M. J., McMahon, R. M.,
Jensen, L. T., Huygelen, V., Jones, E. Y., Bell, J. I. and Fugger, L. (2008). Opposing effects
of HLA class I molecules in tuning autoreactive CD8(+) T cells in multiple sclerosis. Nature
Medicine, 14, 1227-1235.

Glickman, L. T. and Summers, B. A. (1983). Experimental Toxocara canis infection in
cynomolgus macaques (Macaca fascicularis). American Journal of Veterinary Research, 44,
2347-2354.

Gregersen, J. W., Kranc, K. R., Ke, X. Y., Svendsen, P., Madsen, L. S., Thomsen, A. R.,
Cardon, L. R., Bell, J. I. and Fugger, L. (2006). Functional epistasis on a common MHC
haplotype associated with multiple sclerosis. Nature, 443, 574-577.

Gregory, S. G., Schmidt, S., Seth, P., Oksenberg, J. R., Hart, J., Prokop, A., Caillier, S. J.,
Ban, M., Goris, A., Barcellos, L. F., Lincoln, R., McCauley, J. L., Sawcer, S. J., Compston,
D. A. S., Dubois, B., Hauser, S. L., Garcia-Blanco, M. A., Pericak-Vance, M. A., Haines, J.
L. and Multiple Sclerosis Genetics, G. (2007). Interleukin 7 receptor a chain (IL7R) shows
allelic and functional association with multiple sclerosis. Nature Genetics, 39, 1083-1091.
Hamilton, C. M., Stafford, P., Pinelli, E. and Holland, C. V. (2006). A murine model for
cerebral toxocariasis: characterization of host susceptibility and behaviour. Parasitology, 132,
791-801.

Harkiolaki, M., Holmes, S. L., Svendsen, P., Gregersen, J. W., Jensen, L. T., McMahon, R.,
Friese, M. A., van Boxel, G., Etzensperger, R., Tzartos, J. S., Kranc, K., Sainsbury, S.,
Harlos, K., Mellins, E. D., Palace, J., Esiri, M. M., van der Merwe, P. A., Jones, E. Y. and
Fugger, L. (2009). T cell-mediated autoimmune disease due to low-affinity crossreactivity to
common microbial peptides. Immunity, 30, 348-357.

Hartmann, F. J., Khademi, M., Aram, J., Ammann, S., Kockum, I., Constantinescu, C.,
Gran, B., Piehl, F., Olsson, T., Codarri, L. and Becher, B. (2014). Multiple sclerosis-associated
IL2RA  polymorphism controls GM-CSF production in human T-H cells. Nature
Communications, 5, Article Number 6056.

Hauser, S. L. and Cree, B. A. C. (2020). Treatment of multiple sclerosis: A review. American
Journal of Medicine, 133, 1380-1390.

12



Holland, C. V. (2017). Knowledge gaps in the epidemiology of Toxocara: the enigma remains.
Parasitology, 144, 81-94.

Holland, C. V. and Hamilton, C. M. (2013). The significance of cerebral toxocariasis: a model
system for exploring the link between brain involvement, behaviour and the immune response.
Journal of Experimental Biology, 216, 78-83.

Charabati, M., Donkers, S. J., Kirkland, M. C. and Osborne, L. C. (2020). A critical analysis
of helminth immunotherapy in multiple sclerosis. Multiple Sclerosis Journal, 26, 1448-1458.
Chen, J., Chia, N., Kalari, K. R., Yao, J. Z., Novotna, M., Soldan, M. M. P., Luckey, D. H.,
Marietta, E. V., Jeraldo, P. R., Chen, X. F., Weinshenker, B. G., Rodriguez, M., Kantarci,
O. H., Nelson, H., Murray, J. A. and Mangalam, A. K. (2016). Multiple sclerosis patients have
a distinct gut microbiota compared to healthy controls. Scientific Reports, 6, Article Number
28484.

Chu, F. N., Shi, M. C., Zheng, C., Shen, D. H., Zhu, J., Zheng, X. Y. and Cui, L. (2018). The
roles of macrophages and microglia in multiple sclerosis and experimental autoimmune
encephalomyelitis. Journal of Neuroimmunology, 318, 1-7.

Ishida, M. M. 1., Rubinsky-Elefant, G., Ferreira, A. W., Hoshino-Shimizu, S. and Vaz, A. J.
(2003). Helminth antigens (7Taenia solium, Taenia crassiceps, Toxocara canis, Schistosoma
mansoni and Echinococcus granulosus) and cross-reactivities in human infections and
immunized animals. Acta Tropica, 89, 73-84.

Jager, A., Dardalhon, V., Sobel, R. A., Bettelli, E. and Kuchroo, V. K. (2009). Th1, Th17, and
Th9 effector cells induce experimental autoimmune encephalomyelitis with different pathological
phenotypes. Journal of Immunology, 183, 7169-7177.

Janecek, E., Waindok, P., Bankstahl, M. and Strube, C. (2017). Abnormal neurobehaviour
and impaired memory function as a consequence of Toxocara canis- as well as Toxocara cati-
induced neurotoxocarosis. Plos Neglected Tropical Diseases, 11, Article Number ¢0005594.
Johnston, C. J. C., Smyth, D. J., Kodali, R. B., White, M. P. J., Harcus, Y., Filbey, K. J.,
Hewitson, J. P., Hinck, C. S., Ivens, A., Kemter, A. M., Kildemoes, A. O., Le Bihan, T.,
Soares, D. C., Anderton, S. M., Brenn, T., Wigmore, S. J., Woodcock, H. V., Chambers, R.
C., Hinck, A. P., McSorley, H. J. and Maizels, R. M. (2017). A structurally distinct TGF-beta
mimic from an intestinal helminth parasite potently induces regulatory T cells. Nature
Communications, 8, Article Number 01886-6.

Katz-Levy, Y., Neville, K. L., Padilla, J., Rahbe, S., Begolka, W. S., Girvin, A. M., Olson, J.
K., Vanderlugt, C. L. and Miller, S. D. (2000). Temporal development of autoreactive Th1
responses and endogenous presentation of self myelin epitopes by central nervous system-resident
APCs in Theiler's virus-infected mice. Journal of Immunology, 165, 5304-5314.

Kinashi, Y. and Hase, K. (2021). Partners in Leaky gut syndrome: Intestinal dysbiosis and
autoimmunity. Frontiers in Immunology, 12, Article Number 673708.

Kivisakk, P., Mahad, D. J., Callahan, M. K., Trebst, C., Tucky, B., Wei, T., Wu, L. J.,
Baekkevold, E. S., Lassmann, H., Staugaitis, S. M., Campbell, J. J. and Ransohoff, R. M.
(2003). Human cerebrospinal fluid central memory CD4(+) T cells: Evidence for trafficking
through choroid plexus and meninges via P-selectin. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 100, 8389-8394.

Kleinewietfeld, M. and Hafler, D. A. (2014). Regulatory T cells in autoimmune
neuroinflammation. Immunological Reviews, 259, 231-244.

Koch-Henriksen, N. and Sorensen, P. S. (2010). The changing demographic pattern of multiple
sclerosis epidemiology. Lancet Neurology, 9, 520-532.

13



Kolarova, L. (2006). Tkanové helmintozy. Klinicka mikrobiologie a infekcni lékarstvi, 12, 131-
134,

Krishnamoorthy, G. and Wekerle, H. (2009). EAE: An immunologist's magic eye. European
Journal of Immunology, 39, 2031-2035.

Kucukali, C. I., Kurtuncu, M., Coban, A., Cebi, M. and Tuzun, E. (2015). Epigenetics of
multiple sclerosis: An updated review. Neuromolecular Medicine, 17, 83-96.

Lao, K. J., Ji, N. C., Zhang, X. H., Qiao, W. W,, Tang, Z. S. and Gou, X. C. (2019). Drug
development for Alzheimer's disease: review. Journal of Drug Targeting, 27, 164-173.

Lavi, E., Gilden, D. H., Highkin, M. K. and Weiss, S. R. (1984). Persistence of mouse hepatitis-
virus A59 RNA in a slow virus demyelinating infection in mice as detected by insitu
hybridization. Journal of Virology, 51, 563-566.

Lee, K. P., Shen, P. C., Shih, Y. C., Chou, C. M., Tsai, C. S., Sun, Y. T. and Fan, C. K. (2021).
The first two cases of neurotoxocariasis in Taiwan. Journal of the Formosan Medical Association,
120, 1520-1525.

Levy, M., Kolodziejczyk, A. A., Thaiss, C. A. and Elinav, E. (2017). Dysbiosis and the immune
system. Nature Reviews Immunology, 17,219-232.

Loukas, A., Maizels, R. M. and Hotez, P. J. (2021). The yin and yang of human soil-transmitted
helminth infections. International Journal for Parasitology, 51, 1243-1253.

Louveau, A., Harris, T. H. and Kipnis, J. (2015). Revisiting the mechanisms of CNS immune
privilege. Trends in Immunology, 36, 569-577.

Lu, M., Shi, H., Korner, H. and Taylor, B. V. (2022). Alterations of subset and cytokine profile
of peripheral T helper cells in PBMCs from multiple sclerosis patients or from individuals with
MS risk SNPs near genes CYP27B1 and CYP24A1. Cytokine, 153, Article Number 155866.
Lundmark, F., Duvefelt, K., Iacobaeus, E., Kockum, I., Wallstrom, E., Khademi, M.,
Oturai, A., Ryder, L. P., Saarela, J., Harbo, H. F., Celius, E. G., Salter, H., Olsson, T. and
Hillert, J. (2007). Variation in interleukin 7 receptor a chain (IL7R) influences risk of multiple
sclerosis. Nature Genetics, 39, 1108-1113.

Ma, G. X., Holland, C. V., Wang, T., Hofmann, A., Fan, C. K., Maizels, R. M., Hotez, P. J.
and Gasser, R. B. (2018). Human toxocariasis. Lancet Infectious Diseases, 18, E14-E24.

Ma, G. X., Rostami, A., Wang, T., Hofmann, A., Hotez, P. J. and Gasser, R. B. (2020). Global
and regional seroprevalence estimates for human toxocariasis: A call for action. In Toxocara and
Toxocariasis, Advances in Parasitology, Vol. 109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 275-290.

Maizels, R. M., Smits, H. H. and McSorley, H. J. (2018). Modulation of host immunity by
helminths: The expanding repertoire of parasite effector molecules. Immunity, 49, 801-818.
Manini, M. P., Marchioro, A. A., Colli, C. M., Nishi, L. and Falavigna-Guilherme, A. L.
(2012). Association between contamination of public squares and seropositivity for Toxocara
spp. in children. Veterinary Parasitology, 188, 48-52.

Marrodan, M., Alessandro, L., Farez, M. F. and Correale, J. E. (2019). The role of infections
in multiple sclerosis. Multiple Sclerosis Journal, 25, 891-901.

McSorley, H. J. and Maizels, R. M. (2012). Helminth infections and host immune regulation.
Clinical Microbiology Reviews, 25, 585-608.

Miller, S. D., Karpus, W. J. and Davidson, T. S. (2007). Experimental autoimmune
encephalomyelitis in the mouse. Current Protocols in Immunology, Chapter: Unit-15.1.
Miller, S. D., Katz-Levy, Y., Neville, K. L. and Vanderlugt, C. L. (2001). Virus-induced
autoimmunity: Epitope spreading to myelin autoepitopes in Theiler's virus infection of the central
nervous system. Advances in Virus Research, Vol 56, 56, 199-217.

14



Miller, S. D., Vanderlugt, C. L., Begolka, W. S., Pao, W., Yauch, R. L., Neville, K. L.,
KatzLevy, Y., Carrizosa, A. and Kim, B. S. (1997). Persistent infection with Theiler's virus
leads to CNS autoimmunity via epitope spreading. Nature Medicine, 3, 1133-1136.
Mokhtarian, F., Zhang, Z. G., Shi, Y., Gonzales, E. and Sobel, R. A. (1999). Molecular
mimicry between a viral peptide and a myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide induces
autoimmune demyelinating disease in mice. Journal of Neuroimmunology, 95, 43-54.
Montalban, X., Hauser, S. L., Kappos, L., Arnold, D. L., Bar-Or, A., Comi, G., de Seze, J.,
Giovannoni, G., Hartung, H. P., Hemmer, B., Lublin, F., Rammohan, K. W., Selmaj, K.,
Traboulsee, A., Sauter, A., Masterman, D., Fontoura, P., Belachew, S., Garren, H., Mairon,
N., Chin, P., Wolinsky, J. S. and Investigators, O. C. (2017). Ocrelizumab versus placebo in
primary progressive multiple sclerosis. New England Journal of Medicine, 376, 209-220.
Murphy, K. M. and Stockinger, B. (2010). Effector T cell plasticity: flexibility in the face of
changing circumstances. Nature Immunology, 11, 674-680.

Nicoletti, A. (2020). Neurotoxocariasis. In Toxocara and Toxocariasis, Advances in
Parasitology, Vol. 109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 219-231.

Njenga, M. K., Marques, C. and Rodriguez, M. (2004). The role of cellular immune response
in Theiler's virus-induced central nervous system demyelination. Journal of Neuroimmunology,
147, 73-77.

Noordin, R., Yunus, M. H., Farrizam, S. N. T. and Arifin, N. (2020). Serodiagnostic methods
for diagnosing larval toxocariasis. In Toxocara and Toxocariasis, Advances in Parasitology, Vol.
109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 131-152.

Olson, J. K., Croxford, J. L. and Miller, S. D. (2003). Theiler's murine encephalomyelitis virus-
induced CNS autoimmunity. Asm News, 69, 449-455.

Oppmann, B., Lesley, R., Blom, B., Timans, J. C., Xu, Y. M., Hunte, B., Vega, F., Yu, N.,
Wang, J., Singh, K., Zonin, F., Vaisberg, E., Churakova, T., Liu, M. R., Gorman, D.,
Wagner, J., Zurawski, S., Liu, Y. J., Abrams, J. S., Moore, K. W., Rennick, D., de Waal-
Malefyt, R., Hannum, C., Bazan, J. F. and Kastelein, R. A. (2000). Novel p19 protein engages
IL-12p40 to form a cytokine, IL-23, with biological activities similar as well as distinct from IL-
12. Immunity, 13, 715-725.

Pardridge, W. A. (2009). Alzheimer's disease drug development and the problem of the blood-
brain barrier. Alzheimers & Dementia, 5, 427-432.

Patsopoulos, N. A., Barcellos, L. F., Hintzen, R. Q., Schaefer, C., Van Duijn, C. M., Noble,
J. A., Raj, T., Gourraud, P. A., Stranger, B. E., Oksenberg, J., Olsson, T., Taylor, B. V.,
Sawcer, S., Hafler, D. A., Carrington, M., De Jager, P. L., De Bakker, P. I. W., Imsgc and
Anzgene (2013). Fine-mapping the genetic association of the major histocompatibility complex
in multiple sclerosis: HLA and non-HLA effects. Plos Genetics, 9, Article Number 1003926.
Posovd, H., Hruskova, Z., Havrdovd, E. and Kolarova, L. (2017). Toxocara spp.
seronegativity in Czech patients with early form of multiple sclerosis clinically isolated
syndrome. Epidemiologie Mikrobiologie Imunologie, 66, 124-127.

Procaccini, C., De Rosa, V., Pucino, V., Formisano, L. and Matarese, G. (2015). Animal
models of multiple sclerosis. European Journal of Pharmacology, 759, 182-191.

Qiu, R. Z., Zhou, L. Y., Ma, Y. J., Zhou, L. L., Liang, T., Shi, L., Long, J. and Yuan, D. P.
(2020). Regulatory T cell plasticity and stability and autoimmune diseases. Clinical Reviews in
Allergy & Immunology, 58, 52-70.

Ransohoff, R. M. and Engelhardt, B. (2012). The anatomical and cellular basis of immune
surveillance in the central nervous system. Nature Reviews Immunology, 12, 623-635.

15



Rook, G. A. W., Adams, V., Hunt, J., Palmer, R., Martinelli, R. and Brunet, L. R. (2004).
Mycobacteria and other environmental organisms as immunomodulators for immunoregulatory
disorders. Springer Seminars in Immunopathology, 25, 237-255.

Rostami, A., Riahi, S. M., Hofmann, A., Ma, G. X., Wang, T., Behniafar, H., Taghipour, A.,
Fakhri, Y., Spotin, A., Chang, B. C. H., Macpherson, C. N. L., Hotez, P. J. and Gasser, R.
B. (2020). Global prevalence of Toxocara infection in dogs. In Toxocara and Toxocariasis,
Advances in Parasitology, Vol. 109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 561-583.

Ryan, S. M., Eichenberger, R. M., Ruscher, R., Giacomin, P. R. and Loukas, A. (2020).
Harnessing helminth-driven immunoregulation in the search for novel therapeutic modalities.
Plos Pathogens, 16, Article Number 1008508.

Sabel, C. E., Pearson, J. F., Mason, D. F., Willoughby, E., Abernethy, D. A. and Taylor, B.
V. (2021). The latitude gradient for multiple sclerosis prevalence is established in the early life
course. Brain, 144, 2038-2046.

Sakaguchi, S., Sakaguchi, N., Asano, M., Itoh, M. and Toda, M. (2011). Immunologic self-
tolerance maintained by activated T cells expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25)
breakdown of a single mechanism of self-tolerance causes various autoimmune diseases. Journal
of Immunology, 186, 3808-3821.

Sakaguchi, S., Vignali, D. A. A., Rudensky, A. Y., Niec, R. E. and Waldmann, H. (2013). The
plasticity and stability of regulatory T cells. Nature Reviews Immunology, 13, 461-467. doi:
10.1038/nri3464.

Salehi, Z., Beheshti, M., Nomanpour, B., Khosravani, P., Naseri, M., Sahraian, M. A. and
Izad, M. (2021). The association of EBV and HHV-6 viral load with different NK and CD8(+) T
cell subsets in the acute phase of relapsing-remitting multiple sclerosis. Cell Journal, 23, 626-
632.

Sasmal, N. K., Pahari, T. K. and Laha, R. (2008). Experimental infection of the cockroach
Periplaneta americana with Toxocara canis and the establishment of patent infections in pups.
Journal of Helminthology, 82, 97-100.

Segal, B. M. and Shevach, E. M. (1996). IL-12 unmasks latent autoimmune disease in resistant
mice. Journal of Experimental Medicine, 184, 771-775.

Sharif, Y., Jumah, F., Coplan, L., Krosser, A., Sharif, K. and Tubbs, R. S. (2018). Blood
brain barrier: A review of its anatomy and physiology in health and disease. Clinical Anatomy,
31, 812-823.

Shechter, R., London, A. and Schwartz, M. (2013). Orchestrated leukocyte recruitment to
immune-privileged sites: absolute barriers versus educational gates. Nature Reviews Immunology,
13, 206-218. doi: 10.1038/nri3391.

Schierack, P., Lucius, R., Sonnenburg, B., Schilling, K. and Hartmann, S. (2003). Parasite-
specific immunomodulatory functions of filarial cystatin. Infection and Immunity, 71, 2422-2429.
doi: 10.1128/iai.71.5.2422-2429.2003.

Sospedra, M. and Martin, R. (2005). Immunology of multiple sclerosis. Annual Review of
Immunology, 23, 683-747.

Strachan, D. P. (1989). Hay-fever, hygiene, and household size. British Medical Journal, 299,
1259-1260.

Stromnes, I. M. and Goverman, J. M. (2006a). Active induction of experimental allergic
encephalomyelitis. Nature Protocols, 1, 1810-1819.

Strube, C., Heuer, L. and Janecek, E. (2013). Toxocara spp. infections in paratenic hosts.
Veterinary Parasitology, 193, 375-389.

16



Strube, C., Waindok, P., Raulf, M. K. and Springer, A. (2020b). Toxocara-induced neural
larva migrans (neurotoxocarosis) in rodent model hosts. In Toxocara and Toxocariasis, Advances
in Parasitology, Vol. 109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 189-218.

Subramaniam, S. R. and Federoff, H. J. (2017). Targeting microglial activation states as a
therapeutic avenue in parkinson's disease. Frontiers in Aging Neuroscience, 9, Article Number
00176.

Tao, C. R., Simpson-Yap, S., Taylor, B., Blizzard, L., Lucas, R., Ponsonby, A. L., Broadley,
S., van der Mei, I. and AusLong Ausimmune Investigators, G. (2022). Markers of Epstein-
Barr virus and Human Herpesvirus-6 infection and multiple sclerosis clinical progression.
Multiple Sclerosis and Related Disorders, 59, Article Number 103561.

Uhlikova, M. and Hiibner, J. (1998). Seroprevalence of Toxocara canis infection in Czech
Republic. Central European Journal of Public Health, 6, 195-198.

Vanderlugt, C. L. and Miller, S. D. (2002). Epitope spreading in immunemediated diseases:
Implications for immunotherapy. Nature Reviews Immunology, 2, 85-95.

Walton, C., King, R., Rechtman, L., Kaye, W., Leray, E., Marrie, R. A., Robertson, N., La
Rocca, N., Uitdehaag, B., van der Mei, 1., Wallin, M., Helme, A., Napier, C. A., Rijke, N.
and Baneke, P. (2020). Rising prevalence of multiple sclerosis worldwide: Insights from the
Atlas of MS, third edition. Multiple Sclerosis Journal, 26, 1816-1821.

Weinstock, J. V. and Elliott, D. E. (2009). Helminths and the IBD hygiene hypothesis.
Inflammatory Bowel Diseases, 15, 128-133.

Weiss, G. A. and Hennet, T. (2017). Mechanisms and consequences of intestinal dysbiosis.
Cellular and Molecular Life Sciences, 74, 2959-2977.

Wickramasinghe, S., Yatawara, L., Nagataki, M., Takamoto, M., Watanabe, Y., Rajapakse,
R., Uda, K., Suzuki, T. and Agatsuma, T. (2008). Development of a highly sensitive IgG-
ELISA based on recombinant arginine kinase of Toxocara canis for serodiagnosis of visceral
larva migrans in the murine model. Parasitology Research, 103, 853-858.

Winter, J. R., Jackson, C., Lewis, J. E. A., Taylor, G. S., Thomas, O. G. and Stagg, H. R.
(2020). Predictors of Epstein-Barr virus serostatus and implications for vaccine policy: A
systematic review of the literature. Journal of Global Health, 10, Article Number 010404.

Wu, T. and Bowman, D. D. (2020). Visceral larval migrans of Toxocara canis and Toxocara
cati in non-canid and non-felid hosts. In Toxocara and Toxocariasis, Advances in Parasitology,
Vol. 109 (ed. Bowman, D. D.), pp. 63-88.

Yunus, M. H., Farrizam, S. N. T., Karim, L. Z. A. and Noordin, R. (2018). A lateral flow rapid
test for human toxocariasis developed using three Toxocara canis recombinant antigens.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 98, 32-38.

17



7. SEZNAM PUBLIKACI

Publikace in extenso v piimé souvislosti s t¢ématem dizertacni prace

Novik, J., Panska, L., Machacek, T., Kolafova, L. and Horak P. (2017). Humoral response
of mice infected with Toxocara canis following different infection schemes. Acta Parasitologica,
62(4), 823-835. doi: 10.1515/ap-2017-0099 JIF2017: 1,039

Skulinova, K., Novak, J., Kasny M., Kolaiova L. (2020). Seroprevalence of larval toxocarosis
in the Czech Republic. Acta Parasitologica, 65(1), 68-76. doi: 10.2478/s11686-019-00121-0
JF200: 1,44

Skulinova, K., Novak, J., Kolafova L., KaSny M. (2022). Antigenic proteins
from the excretory—secretory products of Toxocara canis larvae and evaluation of their potential
for immunodiagnostics of larval toxocarosis. Acta Parasitologica, 67(2), 705-713. doi:
10.1007/s11686-021-00485-2 JIF2022: 1,534

Novak, J., Machacek, T., Majer, M., Kostelanska, M., Skulinova, K., Cern)'f, V., Kolarova,
L., Hrdy, J. and Horak P. (Accepted for publication August 2022, on-line September 2nd 2022).
Toxocara canis infection worsens the course of experimental autoimmune encephalomyelitis in
mice. Parasitology, 148(4). doi: 10.1017/S0031182022001238 JTF2022: 3,243

Publikace in extenso bez ptimé souvislosti s t¢ématem dizertacni prace

Stys, D., Novik, J., Krchiiak, V., Vagner, J., Strop, P., Bud&insky, M. (1995). Time-
dependence of immunoresponse of different epitopes of GP41 and its relation to the structure of
short peptide-fragment of GP41. Collection of Czechoslovak Chemical Communications, 60(6),
1054-1064. doi: 10.1135/ccec19951054 JIF1997: 0,550

Hamsikova, E., Novak, J., Hofmannova, V., Munoz, N., Bosch, FX., Desanjose, S., Shah, k.,
Roth, Z., Vonka, V. (1994). Presence of antibodies to 7 humam papillomavirus type 16 derived
peptides in cervical cancer patients and healthy controls. Journal of Infectious Diseases, 170(6),
1424-1431. doi: 10.1093/infdis/170.6.1424 J1F1997: 5,099

Suttnar, J., Dyr, JE., HamSikova, E., Novak, J., Vonka, V. (1994). Procedure for refolding and
purification of recombinant proteins from Escherichia coli inclusion bodies using a strong anion
exchanger. Journal of Chromatography B-Biomedical Applications, 656(1), 123-126. doi:
10.1016/0378-4347(94)00078-6 JIF1997: 1,588

Turanek, J., Toman, M., Novik, J., Krchiidk, V., Hoiavova, P. (1994). Adjuvant effect of
liposomes and adamantylamide dipeptide on antigenicity of entrapped synthetic peptide derived
from HIV-1 transmembrane region glycoprotein GP41. Immunology Letters, 39(2), 157-161. doi:
10.1016/0165-2478(94)90101-5 JIF1997: 1,096

Novik, J., Sova, P., Krchiidk, V., HamSikova, E., Zavadova, H., Roubal, J. (1991). Mapping
of serologically relevant regions of human cytomegalovirus phosphoprotein ppl50 using
synthetic peptides. Journal of General Virology, 72, 1409-1413. doi: 10.1016/0378-
4347(94)00078-6 JIF1997: 2,863

Krchiidk, V., Vagner, J., Novik, J., Suchankova, A., Roubal, J. (1990). A general procedur
efor evaluation of immunological relevance of synthetic peptides — peptides synthetized on paper

in enzyme-linked-immunosorbent-assay. Analytical Biochemistry, 189(1), 80-83. doi:
10.1016/0003-2697(90)90047-D J1F1997: 2,017

Celkem 10 publikaci, H index 6

18


https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000413004400016
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000489491400001
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000742269000001
https://doi.org/10.1017/S0031182022001238

