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Abstrakt

Acanthamoeba castellanii je volné zijici prvok, ktery miize zpisobovat zdvazna lidska
onemocnéni. Mezi tato onemocnéni patii acanthamoebova keratitida a granulomatézni
acanthamoebova encefalitida. V ptipad¢ acanthamoebové keratitidy améba zpiisobuje zanétlivé
onemocnéni rohovky, které muize v krajnich ptipadech koncit oslepnutim. Granulomatdzni
acanthamoebova encefalitida, ktera postihuje hlavné imunodeficientni jedince, vede k
zanétlivému onemocnéni mozku a ¢asto kon¢i smrti. Cilem prace je objasnit interakce mezi
touto patogenni amébou a hostitelem pfti téchto chorobach. Zvlastni pozornost bude vénovana
enzymatické vybavé A. castellanii ptispivajici kjeji patogenezi, interakcim améby
s hostitelskou tkani a slozkdm hostitelského imunitniho sytému, které se podileji na obrané proti

amébovym infekcim.

Kli¢ova slova: Acanthamoeba castellanii, acanthamoebova keratitida, granulomatdzni

acanthamoebova encefalitida, imunitni odpovéd’
Abstract

Acanthamoeba castellanii is a free-living protozoa that can cause serious human illnesses.
These illnesses include Acanthamoeba keratitis and granulomatous Acanthamoeba
encephalitis. In the case of Acanthamoeba keratitis, the amoeba can cause an inflammatory
disease of the cornea, which can, in extreme cases, cause blindness. Granulomatous
Acanthamoeba encephalitis, which mainly affects immunodeficient individuals, leads to an
inflammatory disease of the brain and is often fatal. The goal of this work is to elucidate the
interaction between this pathogenic amoeba and the host of these diseases. Special attention
will be paid to the enzymes of A. castellanii contributing to its pathogenesis, by way of
interaction between the amoeba and the hosts tissue and components of the hosts immune

system, which are involved in the defence against amoebic infections.
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1 Uvod

Acanthamoeba castellanii je bézny prvok ze superskupiny Amoebozoa. Vyskytuje se ve dvou
zivotnich stadiich: cysty a trofozoiti. Trofozoiti jsou charakteristi¢ti svymi akantopodii. Za
nepiiznivych podminek tento organismus tvoii cysty. Cysty jsou dvousténné a jejich vnitini
sténa je pozitivni na celuldozu (Page, 1967). A. castellanii mize zpisobovat fadu chorob nejen
u lidi. V mé bakalaiské praci se budu zabyvat acanthamoebovou keratitidou a granulomatdzni
acanthamoebovou encefalitidou. Zaméiim se pravé na tyto dvé choroby, protoze
acanthamoebova keratitida patfi mezi nejobvyklej$i nemoci zpisobované touto amébou a
granulomatdzni acanthamoebova encefalitida je sice velmi vzacnd, ale pro pacienta miva

vétSinou fatalni néasledky.

Acanthamoebova keratitida je onemocnéni rohovky zptisobované touto amébou. Projevuje se
podrazdénymi vicky, piekrvenymi spojivkami a zakalenym stromatem (Van Klink et al., 1993).
Rizikovymi faktory pro vznik keratitidy jsou historie o¢niho traumatu, pouzivani kontaktnich
cocek ¢i jejich Spatna dezinfekce a kontakt s kontaminovanou vodou (Stehr-Green ez al., 1989;
Carnt et al. 2018). Acanthamoebov¢ keratitidé pfedchdzi navazani améby na rohovkovy epitel,
poté se patogen §ifi do dalsich vrstev rohovky, které poskozuje (Moore et al., 1991; Niederkorn

etal., 1992).

Acanthamoebova granulomatézni encefalitida je onemocnéni zpiisobujici poskozeni centralni
nervové soustavy. Onemocnéni se nejcastéji objevuje u lidi s poSkozenou imunitou. Mezi
priznaky patii naptiklad bolest hlavy, zavraté¢ nebo zvySena teplota (Damhorst et al. 2022;
Zamora et al., 2014). Vstup améby do organismu je umoznén hned né€kolika zpisoby, jako je
vstup do centralni nervové soustavy pies nosni mukozu, pres plicni tkan a pies kozni 1éze
(Culbertson et al., 1959; Gullett et al., 1979). Pii pfenosu patogenu krvi musi améba pied
vstupem do centralni nervové soustavy piekonat piekazku ve formé hematoencefalické bariéry

(Alsam et al., 2003; Culbertson et al., 1959).

Pro spravnou diagnostiku a 1écbu acanthamoebové keratitidy a granulomatdzni
acanthamoebové encefalitidy je dileZitd znalost interakci mezi hostitelem a A. castellanii.
Cilem této prace bude nastinit mechanismus vniku améby do hostitele, interakce mezi

patogenem a hostitelskou tkani a imunitni odpovéd’ hostitele na infekci.



2 Lidsky imunitni systém

Lidské télo se brani vstupu patogent anatomickymi a fyziologickymi bariérami, vrozenou
imunitou a specifickou imunitou. VSechny imunitni buiiky se vyvijeji z pluripotentnich
kmenovych bun€k v jatrech u embrya a po narozeni se vyvoj ptesune do kostni dien¢.

T lymfocyty dokoncuji svlij vyvoj v brzliku (Delves & Roitt, 2000).
2.1 Vrozena imunita

Vrozena imunita ma limitovany pocet receptorti pro rozpozndvani patogend. Proto tyto
receptory rozeznavaji konzervované mikrobidlni komponenty, které jsou spolecné pro fadu
skupin mikroorganismii. Imunologicka pamét’ zde neni pfitomna, proto jsou charakteristiky
imunitni odpovédi na mikroorganismus stale stejné, nehledé na to, kolikrat se imunitni systém
hostitele s patogenem setkal. Hlavni vyhoda vrozené imunity oproti specifické je jeji rychlost
pii odpovédi na patogen. Vrozend imunita se skladad ze dvou slozek: bunééné a humoralni

(Delves & Roitt, 2000).
2.1.1 Bunécna slozka vrozené imunity

Mezi bunécné slozky vrozené imunity patii fagocyty, jako jsou neutrofily, monocyty a
makrofagy, bunky uvoliujici prozanétlivé medidtory (bazofilni granulocyty a eozinofilni

granulocyty) a zirné buiiky (Delves & Roitt, 2000)

Eozinofilni granulocyty mohou byt aktivovany pomoci komplementu, cytokind nebo
imunoglobulind (Ig). Po aktivaci se z krevniho fecist¢ stahuji do mista infekce a produkuji
prozanétlivé cytokininy. Eozinofilni granulocyty jsou pouze slabé fagocytujici, zneskodnuji
patogeny uvolilovanim eozinofilnich kationickych proteinti a metabolitti s reaktivnim kyslikem
do svého okoli. Ucastni se také degranulace bazofilnich granulocyti a mohou fungovat jako

antigen prezentujici buniky (Delves, Roitt 2000; Rothenberg, Hogan 2006).

Bazofilni granulocyty a zirné buniky maji na svém povrchu receptory pro IgE, diky kterym se
tyto Ig mohou vazat na povrch bazofilniho granulocytu a aktivovat ho. Po aktivaci tyto buiiky

produkuji prozanétlivé faktory (Delves & Roitt, 2000).

Makrofagy patii mezi antigen prezentujici buniky. Produkuji celou fadu cytokinind, jako jsou

interleukin (IL) 1, 6, 8 a 12, faktor nddorové nekrézy o (TNFa), interferon (IFN) a, B a dalsi.



Jsou vybaveny receptory pro sacharidy, jako je manodza, které se vétSinou nevyskytuji na
povrchu bun¢k obratlovet, diky tomu jsou makrofagy schopny rozeznat cizi buiikky od bunék
vlastniho organismu. U makrofagi i1 neutrofilli se také objevuji receptory pro protilatky a
komplement. Protilatky a proteiny komplementu se vaZzou na povrchy patogent. Patogeny jsou
po odhaleni zneskodnény fagocytozou. Aktivované makrofagy funguji jako antigen prezentujici

bunky (Delves, Roitt 2000; Cavaillon 1994).

Neutrofily jsou nejpocetnéjsi bunky imunitniho sytému, maji na svém povrchu receptory
rozpozndvajici cukry a proteiny patogennich organismi. Ty poté zneSkodiluji pomoci
fagocytozy, nebo pomoci toxickych latek jako je myeloperoxidaza (MPO) a reaktivnich forem

kysliku (Delves & Roitt, 2000).

Langerhansovy buniky patii k buitkdm dendritickym. Mohou byt aktivovany, pokud jejich
receptory piijdou do kontaktu s PAMPs (konzervované molekularni struktury, které se objevuji
na povrchu mikroorganismtt), IFN o, nebo s proteiny tepelného Soku. Molekuly fungujici jako
receptory pro PAMP mohou byt manosové receptory a receptory pro lipopolysacharidy (LPS).
Po aktivaci funguji jako antigen prezentujici buiiky, dochazi k navyseni exprese CD80 a CD86.
Jedna se o povrchové molekuly, které jsou schopny aktivace lymfocytl. Aktivované dendritické
bunky putuji do lokalnich lymfatickych uzlin, kde je antigen rozstépen na jednotlivé peptidy,
které jsou prezentovany na MHCII molekuldch T buiikdm pomoci T pomocnych bun¢k (Delves

& Roitt, 2000).

Natural killers (pfirozeni zabijaci neboli NK buiiky) maji na svém povrchu receptory pro IgG.
Tyto Ig se vazi na infikované nebo maligni bunky. Po navazani IgG na receptor jsou patogeny
NK buitkami zlikvidovany pomoci procesu bunécné cytotoxicity zavislé na protilatce. Mohou
také zneskodnovat bunky, které na svém povrchu nemaji MHC I molekuly (buiiky poSkozené
nebo infikované). NK bunky uvoliuji do svého okoli perforiny (molekuly tvotici pory
v plazmatické membrané cilovych buné€k), do poskozenych buné¢k poté vpravi cytotoxické latky
granzymy. Granzymy jsou serinove proteazy, které v cilovych bunkach spousti apoptézu. MHC
I molekuly se objevuji na vSech télnich buiikach s jadrem, pii navazani téchto molekul na

inhibi¢ni receptor NK bunék nedochézi k aktivaci cytopatického efektu (Delves & Roitt, 2000).



2.1.2  Humoralni slozka vrozené imunity

Soucésti humoralni vrozené imunity jsou proteiny komplementu, cytokiny a bilkoviny akutni
faze. K aktivaci komplementu dochdzi pomoci enzymatické kaskady, ktera je spusténa tiemi
riznymi cestami. Po aktivaci je komplement C3 rozstépen protedzou a jeji fragment C3b se
vaze na povrch mikroorganismu. Fagocytujici imunitni buiiky maji na svém povrchu receptor
pro molekulu C3b a po spojeni tohoto receptoru s ligandem C3b dochazi k fagocytdze
patogenu. Ostatni fragmenty (C3a, C4a a C5a) interaguji s bazofilnimi granulocyty a ty poté do
svého okoli uvoliuji zanétlivé mediatory. C5 je chemicky atraktant pro neutrofily. C5b, C6, C7,
C8 a C9 indukuji smrt cilové buiiky naruSenim jeji plazmatické membrany. Cytokiny piendsi
informaci mezi jednotlivymi slozkami imunitniho systému, mezi imunitnim systémem a

ostatnimi systémy organizmu a také se piimo ucastni obrany organismu (Delves & Roitt, 2000).
2.2 Specifickd imunita

Adaptivni imunita je evolu¢né novéjsi a nachazi se u obratlovei. Buiiky adaptivni imunity jsou
schopné rozpoznavat specificky patogen, na rozdil od imunity vrozené. Tato schopnost je dana
vznikem specifickych receptori pro patogen procesem somatické rekombinace. Buiiky s t€émito
receptory v té€le organismu mohou pfetrvavat a tvofit tak imunologickou pamét. Slozkami
adaptivni imunity jsou T a B lymfocyty. Lymfocyty vznikaji v brzliku nebo kostni dieni a poté
se presouvaji do sekundarnich lymfatickych organt, jako jsou lymfatické uzliny nebo slezina.
Zde se bunky adaptivni imunity setkavaji s patogenem, ¢imZ dochazi k vytvofeni adaptivni
imunitni odpovédi. Poté lymfocyty cestuji po téle a stavaji se imunokompetentnimi (Bonilla &

Oettgen, 2010).

B lymfocyty produkuji Ig, které mohou byt volné, nebo vazané v cytoplazmatické membrané,
kde funguji jako receptory. Jsou tvofeny glykoproteiny a déli se do péti ttid: IgA, IgB, IgM,
IgD a IgE. V ontogenezi vznikaji postupné dva typy B lymfocyti. B1 lymfocyty, vznikaji jako
prvni, jsou zdrojem IgM. Jako druhé vznikaji B2 buiiky, které maji na svém povrchu IgM a IgD
pomoci aktivace komplementu, inhibice vazby mikroorganismu na hostitelskou buiiku,
shlukovéani mikroorganismil procesem aglutinace, aktivace bazofilnich granulocytt a indukce

fagocytdzy (Bonilla, Oettgen 2010; Delves, Roitt 2000).



Na membran¢ T lymfocyti jsou CD3, CD4 a CD8 molekuly, které jsou soucasti T
receptorového komplexu. CD4 se vazou na MHC II a buiiky s touto molekulou funguji jako T
pomocné bunky. T pomocné buiiky produkuji celou fadu cytokinint, jako jsou IFN v, IL 4, 5,
12 a dalsi. Tyto cytokininy se ucastni aktivace mononukledrnich fagocytl a zvysSuji miru
odpovédi T a B bun¢k na patogen. T lymfocyty s CD8 molekulou jsou cytotoxické; zneskodiuji
buniky napadené patogeny pomoci svych cytotoxickych granuli, které splyvaji s membranou

.....

& Oettgen, 2010).
3 Acanthamoeba

Acantahamoeba je celosvétové rozsiteny eukaryoticky organismus patfici do superskupiny
Amoebozoa (Adl et al., 2005). V piirodé se objevuje ve vodé a v padé. Zivi se bakteriemi,
kvasinkami a fasami. Mohou se objevovat v nazalni mukoze jako komenzéalové (Badenoch et
al., 1988), ale i jako parazité zptisobujici granulomat6zni amébovou encefalitidu a amébovou

keratitidu.

Acanthamoeby maji dvé stadia, kterymi je dormantni cysta a aktivni trofozoit. Velikost
trofoziota v pohybu je 20,7 do 45,5 um a v jeho bunkach se nachazi jedno jadro o primeéru 4,1-
7,6 um. Jako zasobni latky tyto organismy vyuzivaji lipidy 1 polysacharidy. Pfijem potravy je
umoznén pomoci formace food cup, jedna se o zplisob pohlceni potravy endocytdzou, nejcastéji
sinic nebo bakterii. Pfi procesu tvofeni food cup se nejprve formuji dvé lobopodia, které se poté
stietavaji a vytvafeji potravni vakuolu. Tato vakuola v misté stfetu panozek komunikuje
s okolnim prostfedim pomoci malého otvoru, ktery slouzi k vypuzeni piebyte¢né vody. Pohyb
trofozoita je neeruptivni, na anteriorni stran€ bunék se pfi ném vytvateji panozky z hyalinni
cytoplazmy a na posterioru je uropod. Uropod je stejné jako cely povrch trofoziota pokryt
acanthopodii. Organismy udrzuji svllj nitrobunéény tlak pomoci nékolika menSich
kontraktilnich vakuol, které usti na posteriornim konci améb. Cysty se formuji za nepfiznivych
podminek. Jsou dvousténné a jejich primeér se pohybuje od 12 do 21 um. U A. castellanii je
vnitini sténa cysty kulovita s Castymi nepravidelné rozmisténymi vybézky, které tvoii kontakt
s vnéjsi sténou cysty. Vnéjsi sténa je nepravidelnd s mnohymi zahyby a prohlubnémi. Tyto dvé
stény se svym slozenim od sebe 1isi, v obou sténach se nachazi lipidy a vnitini sténa cysty je

pozitivni na celuloézu a proteiny (Page, 1967).



Obrazek 1: Trofozoiti s charakteristickymi akantopodii (A) kontrastni mikroskopie, (B) bright
field mikroskopie (Lorenzo-Morales et al., 2015)

Obrazek 2: Snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu zobrazujici formaci food cup.
(A) food cup u 4. culbertsoni, (B) food cup u 4. astronyxis, (C) food cup u A. castellanii
v procesu pozieni nervové bunky, (D) piiblizeni formace food cup zobriazku C

(Clarke, Niederkorn 2006)



Podle tvaru a velikosti cyst se acanthamoeby dfive délily do tfi morfologickych skupin
(Page 1967). Dnes se pro urceni taxonomie téchto améb pouzivd kombinace déleni podle
morfologie cyst (skupiny I-1I) a déleni podle genetické sekvence jaderné 18S rDNA (genotypy
T1-T12) (Stothard et al., 1998). 4. castellanii patii do skupiny II genotypu T4. Z genotyptl je

pravé skupina T4 nejcastéji zodpovédna za amébové keratitidy, coZ jak bylo ukazano, neni

zpusobeno pocetnosti tohoto genotypu v ekosystémech, ale jeho virulenci (Maghsood et al.,
2005).

Obrazek 3: Cysty acanthamoeby (A) morfologicka skupina I, (B) morfologickd skupina II, (C)
morfologicka skupina III (Lorenzo-Morales et al., 2015)

3.1 Enzymaticka vybava A. castellanii spojena s jeji patogenezi

Acanthamoeby si vyvinuly pro svilj paraziticky zpusob Zzivota fadu protedz. Tyto enzymy
narusuji vazby mezi peptidy proteinli a diky tomu je trofozoit jednak schopen invaze do
hostitelskych tkani a dale pomoci protedz tyto tkané narusuje. Stépeni hostitelskych proteint
amébou je umoznéno nejméné deviti protedzami (zejména serinovymi) o hmotnosti 34-144
kDa. Nejvétsi aktivita téchto enzymil byla pozorovana pii pH 7 a nékteré mély zvySenou

aktivitu pfi 35 °C (Serrano-Luna et al., 2006).

Jednou z téchto serinovych proteaz je elastaza, kterd byla zkoumana u A. clubertsoni. Tento
enzym se pravdépodobn¢ ucastni rozruseni hostitelskych obrannych bariér, jako jsou naptiklad

sliznice (Ferrante et al., 1988).

Dalsi ze serinovych protedz je plasminogenovy aktivator. Tento enzym je schopen preménit
plasminogen na plasmin. Diky takto aktivovanému hostitelskému plasminogenu je améba

schopna narusit extracelularni matrix v hostitelské tkani (Mitra et al., 1995).



He et al. (1990) zkoumal kolagenolytickou aktivitu na tfech kolagenovych platech. Prvni
kolagenovy plat byl inkubovan s Cistou kolagenazou, druhy s kondiciovanym médiem
s obsahem parazitd, tfeti s kondiciovanym médiem bez paraziti. Kondiciované médium bylo
pipraveno inkubaci média s amébami po dobu 4 tydnd. MnozZstvi parazitl bylo 3x10° na 1
mililitr média. Po osmi hodinach doslo k uplnému rozkladu vSech tii kolagennich plati.
Pfidanim inhibitoru kolagenazy (sodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové) bylo zcela
zamezeno rozkladu kolagenniho platu, coz dokazuje, ze hlavnim proteolytickym enzymem
améb je kolagendza. To, ze kolagenaza je zodpovédna za patogenitu parazita, bylo dokdzano
injikovanim stromatu potkant kondiciovanym médiem bez parazita, nebo Cistou kolagenazou
o koncentraci 25 jednotek/ml. V obou piipadech bylo docileno stejnych klinickych ptiznakd,
kterymi byl otok, infiltrace neutrofili do tkan€ a naruSeni stromalni lamely. Tyto pfiznaky jsou
shodné s ptiznaky amébové keratitidy. Pokud bylo kondiciované médium pied vpravenim do

stromatu zbaveno kolagenéazy, dosSlo u pokusnych subjekt pouze k mirnému otoku.
3.2 cytopaticky efekt A. castellanii

A. castellanii je schopna indukovat apoptozu hostitelskych bunék. Tento efekt byl zkouman na
nadorovych buiikach. Pfi inkubaci hostitelskych bun¢k po dobu 16 hodin za teploty 35 °C
s amébovym lyzatem proSlo apoptdzou 70 % cilovych bunék, pti inkubaci nadorovych bunék
pouze s Cistym médiem proslo apoptézou pouze 7 %. Nadorové bunky byly poté inkubovany
s lyzatem parazita, nebo s Zivymi trofozioty. U téchto bunék byly pozorovany morfologické
zmény jako kondenzace jadra, zmenSeni bunécného objemu, vystupky na cytoplazmatické
membrané a také byla v cytoplazmé zietelnd apoptoticka téliska. Tyto zmény odpovidaji
zménam u apoptotickych bun¢k. V této studii bylo zjisté€no, Ze mira apoptozy cilovych bunck
je dependentni na koncentraci Zivych parazitii, nebo amébového lyzatu a pro vyvolani apoptdzy

neni poteba piimy kontakt trofozoita s buiikou (Alizadeh et al., 1994).

Indukovand apoptdza hostitelskych bunck byla zkoumana podrobnéji. Bylo zjisténo, Ze parazit
vypousti do svého okoli rozpustné termostabilni molekuly o molekulédrni hmotnosti 97-16,4
kDa. Tyto latky zplsobuji narist koncentrace volného véapniku v cytoplazmé hostitelskych
bunék, to ma za nasledek deformace cytoskeletu, morfologické zmény, snizeni buné¢né vitality

a cytolyzu (Mattana et al., 1997).

Mattana et al. (2001) blize zkoumal vliv nizkomolekularnich latek zvySujicich koncentraci

vapnikovych iontl v cytosolu hostitelskych bun€k z kondiciovaného média A. castellanii.



Kondiciované médium bylo pfipraveno inkubaci améb v médiu po dobu 2 hodin pii teploté
25 °C, nasledné byly améby od média oddéleny centrifugaci, kondiciované médium bylo poté
teplotné oSetieno. Analyzou bylo zjiSténo, ze kondiciované médium obsahovalo znacné
mnozstvi adenosindifosfatu (ADP) Pfi inkubaci hostitelskych bun¢k s kondiciovanym médiem,
nebo s ¢istym ADP doslo v obou piipadech k vyraznému narGstu vapniku v cytosolu
hostitelskych bun¢k. Suramin inhiboval efekt ADP a kondiciovaného média, mnozstvi vapniku
v cytosolu cilovych bunék se po ptidani ADP, a ani po ptidani kondiciovaného média nezménil.
Suramin kompetuje s ADP o vazebné misto na membranovém receptoru Pay2. Z této studie
plyne, ze améba indukuje apoptdzu hostitelskych bunék vyluc¢ovanim ADP do svého okoli,
ADP se vaze na P2y (membranovy receptor cilovych buné€k), coz ma za nésledek navySeni

mnozstvi cytosolického vapniku u hostitelskych bunék a cytolyzu.

Fagocytoza acanthamoeby byla zkouména pomoci fluorescencné znacenych Escherichia coli a
inhibitorii. Bylo zji§téno, Ze fagocytdza je proces zavisly na aktinu. Déle se procesu fagocytozy
ucastni Rho GTP4asy a kindzovy enzym P13K a signalizace se Gc¢astni tyrozin kinaza (Alsam et
al., 2005). U A. castellanii bylo pozorovano, ze fagocytéza je doprovazena zvySenim
koncentrace AMP v médiu a navySenim spotieby kysliku amébou (Edwards & Doulah,

1982).Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

4 Acanthamoebova keratitida

Acanthamoebova keratitida je zanétlivé onemocnéni rohovky zplsobené A. castellanii. Mezi
pfiznaky patfi podrazdéna vicka, prekrvené spojivky nebo zakalené rohovkové stroma (Van

Klink et al., 1993).

Pribéh infekce byl popsan na potkanech. Ti byli injekci do stromatu nakazeni trofozoity ve fazi
exponencialniho ristu. Pro vyvolani onemocnéni u pokusnych zvifat se ¢asto pouziva metoda,
kdy jsou zvifatim aplikovany kontaktni ¢ocky kontaminované ur¢itym mnozstvim trofozoitu.
V tomto piipadé tato metoda pouzit nelze, protoze pro vznik onemocnéni je kli¢ové piichyceni
parazita na rohovku. 4. castellanii je v tomto procesu vysoce druhové specificka, neni schopna
se na rohovky potkantl vazat a ke vzniku amébové keratitidy by nedoslo (Niederkorn et al.,
1992). Tteti den od infekce byly zaznamenany defekty na rohovce a jeji otok u 62,5 % jedinct.
Po 35 dnech se u 45,8 % vytvorila neovaskularizace (novotvorba cév). Pfi histologickém
zkoumani oci bylo zjisténo, ze epitel byl stale pfitomen, ale jeho buiiky byly nejspise vlivem

otoku od sebe oddaleny. Endotel byl v centru infiltrovdan makrofagy, neutrofily a
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mononukledrnimi buiikami. U nékterych jedinct se vytvofil hypopyon (nahromadéni hnisu
v piedni komote oka). Ve stromatu se objevily neutrofily, makrofagy a eozinofily. Casté byly i

abscesy v posteriorni oblasti stromatu (Polat et al., 2007).
4.1 Rizikové faktory pro vznik onemocnéni

I pires Casty vyskyt A. castellanii v prostfedi, je prevalence onemocnéni v populaci velmi mala,
protoze jsou pro vznik keratitidy rozhodujici dalsi faktory. NejCastéji se tento zanét objevuje u
pacientt, ktefi pouzivaji kontaktni ¢oc¢ky a zaroven nedodrzuji jejich spravnou dezinfekci
(Carnt et al., 2018). Mezi dalsi rizikové faktory patii 1 historie ocniho traumatu nebo kontakt

s kontaminovanou vodou (Stehr-Green et al. 1989; Carnt et al. 2018).
4.2  Pfichyceni acanthamoeby na rohovku

Tento proces je rozhodujici pro vznik onemocnéni. Pii pokusnych infekcich se zjistilo, ze
Acanthamoeba castellanii je v tomto procesu vysoce hostitelsky specificka (Niederkorn et al.,

1992).

Améba se poji konci svych pseudopodii k rohovkovému epitelu vétSinou pobliz spojeni dvou
rohovkovych bunék. Parazité jsou také schopni pojit se k sob& navzajem, ¢imz je docileno toho,
ze zona spojeni améb s rohovkou je vetsi a siln€j$i. Spojeni mezi trofozoity a rohovkovymi
bunikami pfipominaji desmozomy, coz jsou typy mezibunécnych spojl, kterych se ucastni

cytoplazmatickd intermedidlni filamenta (Ubelaker et al. 1991; Holthofer et al. 2007).
4.2.1 Vazba A. castellanii na man6zu glykoproteint

Jeden z procesii, pomoci kterého se parazit vaZze na rohovku, je zavisly na interakci mezi
glykoproteiny, které obsahuji manoézu a jsou vylucované buiikami rohovkového epitelu a
amébovym manozu véazajicim proteinem (MBP) (Yang et al., 1997). MBP ma hmotnost 400
kDa, soucasti tohoto proteinu je n¢kolik podjednotek o molekularni hmotnosti 130 kDa. Tyto
podjednotky vazou mandzu i po jejich extrakci z MBP (Garate et al. 2004). PoSkozeny
rohovkovy epitel exprimuje 5,2krat vice mandzovych glykoproteini nez rohovka bez traumatu.

Proto je poskozeni epitelu jednim z hlavnich faktort pro vyvoj onemocnéni (Jaison et al., 1998).
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4.2.2 Vazba acanthamoeby na proteiny extracelularni matrix

Trofozoit je schopen se vazat na kolagen IV, laminin a fibronektin. Tyto proteiny jsou soucasti
extracelularni matrix a bazalni laminy. Vazb¢ lze zabranit alfa methyl-mannopyranosidem.
Améba vaze alfa methyl-mannopyranosid na své povrchové vazebné molekuly a tim je
zamezeno navazani kolagenu, lamininu, anebo fibronektinu. Interakce je tedy nejspise zavisla
na glykosilacich postrannich fetézcl téchto sloucenin. Tato vlastnost byla pozorovana u
A. polyphaga, ale da se ptredpokladat, Ze se objevuje i u jinych druhi améb (Gordon et al.,
1993).

4.2.3 Vazba acanthamoeby na glykolipidy

Trofozoit je schopny se vadzat na nékteré komponenty glykolipidd, ty jsou obsazeny v sav¢ich

bunéénych membranach a jsou slozkami rohovkového epitelu (Panjwani et al., 1992).
4.3  Vniknuti acanthamoeby do oka

Moore et al. (1991) sledoval proces pronikdni améb do lidské o¢ni rohovky. Rohovky byly
inkubovany s trofozoity po dobu 12 hodin pfi teplot¢ 35 °C a poté byly zkoumany pod
rastrovacim elektronovym a transmisnim elektronovym mikroskopem. Nejvétsi poskozeni se
tvofilo na okrajich rohovky; blizko skléry byly zietelné dilky, na jejichz lateralnich okrajich se
objevovali trofozoiti. Po penetraci se parazit¢ pohybovali v tkani laterdlné, tvofili tunely,
nasledkem ¢ehoZ vznikaly povrchové nerovnosti na rohovce. Paraziticti trofozoiti se lisili od
téch chovanych v kultufe tim, Ze v jejich cytoplazmé blizko povrchu plazmatické membrany se
nachazely vakuoly s elektron denznimi granuly. Pfi prichodu patogenu tkani se denzni granula
uvolnovala intercelularné do okolnich bunék. Na bazéalni lamin€ epitelu se mezi buikami

hostitele a parazitem tvofila t€sna spojeni a dochéazelo k fagocytoze.
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Obrazek 4: acanthamoebova keratitida, (a) uvolnéni améby z kontaminované cocky, (b)
navazdni améby na rohovkovy epitel pomoci MBP, (c¢) naruSeni rohovkového epitelu a
Bowmanovy membrany pomoci proteaz, (d) invaze améby do stroma, (e) pohyb trofozoitli ve

stroma lateralné podél rohovkovych nervil, upraveno podle Hasni et al. (2020)

5 QGranulomatdzni acanthamoebova encefalitida

Granulomatozni acanthamoebova encefalitida je onemocnéni centralni nervové soustavy
zpisobované druhy acanthamoeb. Poprvé bylo uvazovéano o acanthamoebach jako o moznému
patogenu poté, co byly tyto organismy pozorovany v bunécnych kulturdch ledvinné tkané

(Jahnes et al. 1957).

Culbertson et al. (1959) testoval patogenezi téchto améb na pokusnych mySich. Pfi
experimentalni nakaze mySi acanthamoebou pomoci intramuskuldrni, intraspindlni a
intracerebralni injekce média s parazity, byly pozorovany zmény v tkani centralni nervové
soustavy, jako byla choriomeningitida nebo destruktivni 1éze v misté¢ inokulace média
s amébami. Parazité z mista ndkazy migrovali a byli pozorovani v exsudatu i v normalné

vypadajici tkani.

Toto onemocnéni nejcastéji postihuje pacienty s narusenou imunitou. Encefalitidy zptisobené
touto amébou se objevily u lidi po transplantaci (Zamora et al., 2014), s diagndézou lupusu
(Alkhunaizi et al., 2013) 1 u lidi s HIV (Damhorst et al., 2022). Byly ale i zaznamenany ptipady,
kdy toto onemocnéni postihlo pacienty se suficientni imunitou (Lackner et al., 2010). Mezi
klinické ptiznaky patii bolest hlavy, teplota, zachvaty, afazie, halucinace ¢i koma (Alkhunaizi

et al. 2013; Dambhorst et al. 2022; Zamora et al., 2014).
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Martinez et al. (1980) popisoval zmény v tkani centrdlni nervové soustavy a priabch
onemocnéni u Sesti pacientll s prokdzanou granulomatdzni acanthamoebovou encefalitidou.
Onemocnéni predchéazely u dvou pacientll chronické dermatologické obtize. Délka nemoci se
u lidi vyrazné lisila (18-120 dni). V blizkosti 1éze se objevovala leptomeningitida (hnisavy zanét
mozkovych plen). Pfi histologickém zkoumani mozku a mozkového kmenu bylo zjisténo, ze
mezi subjekty jsou rozdily v poloze a objemu 1ézi. Samotné 1éze se v jinych aspektech
shodovaly. Pozorované parenchymatické 1léze byly nekrotické a granulomatézni. Pro
granulomatdzni tkan jsou typické shluky makrofagh a T lymfocyti, tyto bunky tvofi v tkéni
granuly. V parenchymu se téz objevovaly mikroglidlni noduly, coz jsou léze, které obsahuji
bunky vrozené imunity, mikroglie a T lymfocyty. U vSech pacientil se objevovali zanéty stén
zil a arterii s krevnimi srazeninami. Trofozoiti byli nalezeni v trombotickych cévach, v okoli

cév se objevovaly i cysty. Ve tkani byly nalezeny klastry améb bez zanétlivé odpovédi.

A B

Obrazek 5: CT sken hlavy, v pravé ¢asti frontdlniho laloku (v levé horni ¢asti obrazku) patrna
rozsahla 1éze. (A) V pravém frontalnim laloku se objevuje hypertenzni hmota (B) v centru 1éze

patrna nekréza, v okoli nekrézy se nachazi otok (Fu et al., 2020).
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5.1 Vniknuti améb do organismu hostitele

Jedna z moznych cest, kterou A. castellanii vyuziva pro vstup do centralni nervové soustavy
hostitele, je infekce pies nazalni mukoézu. Culbertson et al. (1959) popsal tento proces na
mysich. Po intranazalni inokulaci bylo pozorovano naruSeni nosni mukoézy a olfaktorického
bulbu. Takto se muze parazit dostat pfimo do centralni nervové soustavy. Améba je také
schopna invadovat obehovy systém hostitele pies cévy nosni sliznice. O pienosu parazita krvi
nasvédCuji ndlezy cyst a trofozoitl v rendlnich glomerulech, slinivce a srdci u mysi po
intranazalni inokulaci a také to, Ze infekce centralni nervové soustavy vznikla i po aplikaci 4.
castellanii ptimo do krevniho fecisté. K infekci centrdlni nervové soustavy muize dojit i
vniknutim parazita do plic. Trofozoiti tvofi v plicni tkéni 1éze a poté vnikaji do krevniho fecisté,

odkud se dostavaji do centralni nervové soustavy.

Mistem vstupu trofozoitli do organismu muze byt i kize. U 24leté Zeny se objevila rok pred
projevem encefalitidy koZzni 1éze. Pitva u Zeny odhalila granulomat6zni 1éze i v nadledvinach,
v prsni tkéni a v plicich. Jelikoz kozni 1éze byla prvnim ptiznakem infekce amébou, je mozné,
ze se trofozoiti dostali do krevniho obé&hu ptes kozni 1ézi a poté doslo k infekci dalSich organd,

vcetné centralni nervové soustavy (Gullett et al., 1979).

Pribéh vzniku koZnich 1ézi, migrace trofozoitlh do koZniho vaziva, svalu a posléze vnik améb
do centralni nervové soustavy byl pozorovan na mySich. PokoZka mysi byla poskozena UVB
zafenim. Do mista poSkozeni byli aplikovani trofozoiti. Po 24, 48 a 72 hodinéach byly poskozené
tkdné pozorovany pomoci imunohistochemickych metod. Bylo zjisténo, ze 4. castellanii byla
schopna prostoupit pokozkou, Skarou a podkoznim vazivem. Ve Skafe se trofozoiti objevovali
okolo cév, coz poukazuje na to, Ze paraziti cestuji tkani do mist s vy$§im obsahem kysliku a
dale mize byt infekce pfenaSena po téle krvi. U jedné z pokusnych mysi byla pozorovana

migrace améb do jater, slinivky a centrdlni nervové soustavy (Herndndez et al. 2020).
5.2 Prlnik acanthamoeby epitely pomoci modulace pomérU claudin(

Claudin (Cldn) je jednim z hlavnich slozek pevnych spojeni. Kombinace a modulace pomérii

claudint v téchto spojenich ovliviiuje jejich propustnost (Furuse et al., 2001).

Flores-Maldonado et al. (2017) zkoumal priinik acanthamoeby z genotypu T4 skrz epitel psich
ledvinnych bun¢k (MDCK). Bylo dokédzano, Ze améby dokazou zvysit propustnost tésnych

14



bunécnych spojeni mezi epitelialnimi buiitkami a timto epitelem prochézet bez poruseni bunék.
Elektronovou mikroskopii a imunofluorescenci bylo zjisténo, ze ke zvySeni propustnosti
dochdzi jiz po jedné hodin€ inkubace parazita s ledvinnymi bunikami, zvySena propustnost
pfetrvava i po 24 hodinach. Buiiky epitelu zlstavaji neporuSené a struktura aktinového skeletu
je shodna se strukturou u kontroly. V tomto mechanismu dochézi ke snizeni mnozstvi Cldn2
v pevnych spojich 1 v obsahu epitelialnich bun¢k. Zaroven bylo pozorovano zvySeni Cldn4
v bunéénych spojich. Z tohoto experimentu vyplyva, Ze trofozoiti jsou schopni kontaktné
zavislym mechanismem pronikat skrz hostitelské epitely zménou propustnosti pevnych

bunécnych spojt.
5.3 Interakce acanthamoeby s hematoencefalickou bariérou

Aby mohl parazit vniknout do centrdlni nervové soustavy, musi piekonat prekazku ve formé
hematoencefalické bariéry. Alsam et al. (2003) zkoumal tento proces na in vitro pripravené
hematoencefalické bariéte. Bylo zjiSténo, Ze cytopatickému efektu bunék této bariéry predchazi
pfichyceni trofozoita na builky pomoci MBP. Navidzani améb na manézu obsahujici

glykoproteiny indukuje apoptozu hostitelskych bunék.

Tento fenomén byl poprvé potvrzen ve studii, kde byl cytopaticky efekt u parazita porovnavan
s pozitivni kontrolou etoposidem. Etoposid je latka schopna indukovat apoptézu u bunék, jeho
ucinnost byla v této studii stanovena jako 100 %. Apoptoticky efekt acanthamoeby byl po 15
minutach 70%. Po pfidani inhibitoru LY29400 (selektivni inhibitor fosfatidylinositol 3 kinazy)
k hostitelskym buiikdm s parazity nebyl pozorovan cytopaticky efekt. Z téchto zjisténi vypliva,
Ze apoptdza vyvolana acanthamoebou je zavisla na hostitelské fosfatidylinositol 3 kinazové
signalni draze (Sissons et al., 2005). Fosfatidylinositol 3 kindza je enzym, ktery se i¢astni

mnoha bunécnych procestli, mezi kterymi je 1 apoptoza.

Hematoencefalicka bariéra mize byt parazitem narusena pomoci cytopatického efektu. Améba
uvolnuje do svého okoli ADP a tim indukuje navySeni mnoZstvi véapniku a cytolyzu

hostitelskych bun¢k (Mattana et al., 2001).

Acanthamoeba naruSuje hematoencefalickou bariéru 1 svymi serinovymi protedzami. Alsam et
al. (2005) zkoumal tento fenomén pomoci in vitro modelu hematoencefalické bariéry. Pii
inkubaci améb s in vitro modelem se propustnost hematoencefalické bariéry zvysila o 45 %.

Pokud byla bariéra inkubovand se supernatantem, ktery byl ziskén inkubaci améb v médiu po
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dobu 24 hodin, propustnost in vitro modelu se zvysila o 80 %. Tato Cast pokusu dokazuje, ze
zmény v propustnosti nejsou zavislé na kontaktu trofozoitli s tkani. V druhé ¢asti pokusu byl ke
supernatantu, pfed inkubaci s hematoencefalickou bariérou, pfidan inhibitor serinovych
proteaz. Pfi inkubaci s takto oSetfenym supernatantem nedoslo ke zménam v propustnosti, coz
dokazuje, Ze za zmény permeability hematoencefalické jsou zodpovédné vyluCované serinové

proteazy trofozoitt.
6 Imunitni odpovéd’

6.1 Nespecifickd imunita

Hlavni buiiky vrozené imunity jsou neutrofily a makrofadgy. Jako prvni odpovidaji

na potencidlni hrozby z vnéjsiho prostredi. Tato odpoveéd’ je umoznéna jejich reakei na PAMPs.

Hurt et al. (2003) zkoumal schopnost mySich neutrofili a makrofagli eliminovat cysty
A. castellanii. Chemotaxe k cystdm nebyla pozorovéna ani u jednoho z typti bunék vrozené
imunity, ale chemotaxe k lyzatu z cyst byla pfitomna. Na chemotaxi nemé¢la vliv aktivace bunék
pomoci lipopolysacharidii a IFNy. Pfesto makrofagy do 48 hodin eliminovaly 50 % cyst a
neutrofily usmrtily za 24 hodin dokonce 100 % cyst. V druhé ¢asti pokusu bylo zkoumano,
jakym zplsobem neutrofily a makrofagy zneSkodnuji cysty. Pro tcely tohoto experimentu bylo
pouzito kondiciované médium, cozZ je médium, ve kterém byly inkubovany imunitni buiiky a
améby po dobu 24 hodin. Pfi inkubaci cyst s makrofagovym kondiciovanym médiem po dobu
24 hodin se pocet cyst nezménil. Makrofagy tedy nejspiSe zneskodiuji cysty pomoci
fagocytdzy. Neutrofilové kondiciované médium usmrtilo 27 % cyst. Eliminace parazita
neutrofily byla umozZnéna nejspiSe pomoci antimikrobidlnich molekul, fagocytdza neutrofily

neni mozna kvili velkému objemu cyst.
6.1.1 Interakce trofozoiti s makrofagy

A. castellanii je schopna zneSkodnit makrofagy, a to bud’ fagocytézou, nebo formuje prstovité
vybeézky, které po kontaktu narusi jejich plazmatickou membranu a poté makrofagy lyzuje. Tato
schopnost je vyrazné omezena, pokud jsou makrofagy predem aktivovany pomoci bakterialnich
lipopolysacharidt (LPS) a IFN y. Pii zkoumani efektu makrofagii na parazity bylo zjisténo, Ze
makrofagy jsou schopny fagocytovat trofozoity. Makrofagy aktivované pouze LPS a IFN y

nebyly tak ucinné pii poskozovani bun€k parazita nejspise proto, zZe neprodukovaly dostatecné
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mnozstvi cytolytickych faktort. Pokud byly makrofagy aktivovany Mycobacterium bovis
bacillus Calmette Guérin (takto aktivované makrofagy produkuji velké mnozstvi cytolytickych
faktorti, jako oxid dusnaty) zvysil se pocet zabitych trofozoitli makrofagy. Cytokininy
produkované makrofagy (TNF, IL la a IL 1B) A. castellanii nezabiji (Marciano-Cabral et al.,
1998).

6.1.2 Neutrofily

Stewart et al. (1994) zkoumal amébocidni efekt neutrofilll a zévislost tohoto jevu na
protilatkach proti A. castellanii. Neutrofily z imunizovanych a neimunizovanych mysi lyzovaly
pouze malé mnozstvi améb. Cytolyticky efekt neutrofili vyrazné€ narostl po pridani séra
z imunizovanych mys$i. Z této studie vyplyva, Ze pro lyzu améb neutrofily je esencidlni

pritomnost protilatek proti A. castellanii.
6.2 Role komplementu

Toney a Marciano-Cabral (1998) zkoumali schopnost acanthamoeby castecn¢ odolavat
komplementové lyze. Pokus byl provadén s lidskych sérem od ¢ty darcii, mnozstvi lyzovanych
améb se napfic¢ séry liSilo. Byla také zkouména interakce mezi trofozoity a klasickou, nebo
alternativni drahou komplementu. Inaktivaci alternativni drahy komplementu sérum ztratilo
amébocidni aktivitu. To dokazuje, Ze za Iyzu améb komplementem zodpovida alternativni dréha
komplementu. A. castellanii byla vice nachylna k lyze nez A. culbertsoni a A. polyphaga. Pii
inkubaci améb se sérem tvofili Zivi parazité kompaktni hmotu na dn€ inkubacnich nadob (pelet).
Pelet se tvofil pouze pokud byla aktivni jak alternativni, tak klasicka cesta komplementu.
Kolem améb, které¢ byly rezistentni vii¢i komplementu a tvoftily pelet, se objevovala elektron
denzni oblast. Dale byly zkoumany faktory podilejici se na rezistenci améb proti lyze
komplementem. Role proteinové syntézy pii rezistenci proti lyze byla dokdzana pomoci
cytochalasinu D, coZ je inhibitor polymerace aktinu. Pokud byli parazité pied inkubaci se sérem
oSetfeni timto toxinem, lyza komplementem se vyrazné€ zvysila a bylo zamezeno vzniku peletu.
To prokazuje, Ze A. castellanii dokaze Caste¢né uniknout lyze komplementem, a to nejspis

vylu¢ovanim protektivni matrix a tvofenim peletu.
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6.3 Imunitni odpovéd’ u acanthamoebovée keratitidy

Vice nez 85 % populace ma v séru protilatky proti acanthamoebam. I pies tento fakt se u
pacientli nevyviji protektivni imunita proti onemocnéni a Casto hrozi i reinfekce (Brindley et

al., 2009).
6.3.1 Vrozena imunitni odpovéd’ ptfi Acanthamoebové karatitide

Imunizace kfeciki ¢inskych pred infekei pomoci proteinu izolovaného z acanthamoeb neméla
vliv na pribéh infekce. Zvifata po prodélaném onemocnéni nebyla pied reinfekci chranéna a
pribéh onemocnéni se neliSil od prvni infekce. Precitlivélost oddalen¢ho typu (reakce
organismu zpusobena makrofagy, Th lymfocyty a monocyty) se u pokusnych zvifat po
prodélani infekce neobjevovala, ale u zvitat, ktera byla injikovana intramuskuldrné proteinem
z parazita, se objevila vyrazna reakce. Acanthamoebova keratitida neni schopna indukovat
anti-acanthamoebové IgG protilatky. U intramuskularné injikovanych jedincli proteinem

z améby protilatka vznikla (Van Klink et al., 1997).

Tvrzeni, Ze pti keratitidé zptisobené A. castellanii nevznikaji 1gG proti A. castellanii vyvraci
studie, ktera porovnavala mnozstvi IgG u zdravych jedinct a u lidi, ktefi trpéli amébovou
keratitidou. Bylo zji§téno, ze u nemocnych jedincii bylo mnozstvi IgG vyrazné vyssi nez u

skupiny druhé (Alizadeh et al., 2001).

I ptfesto, Ze rohovka za normalniho stavu obsahuje Langerhansovy builky, méla jejich

indukovana migrace do centralni rohovky pozitivni vliv na pribéh infekce (Curson et al., 1980).

Van Klink et al. (1993) testoval tento fenomén na kiecicich ¢inskych. Pfesunu Langerhansovych
bun¢k na misto budouci infekce bylo docileno pomoci latexovych kulicek, které byly
aplikovany do mélkych zarezl na rohovkovém epitelu deset dni pied aplikaci kontaktnich cocek
s trofozoity. Druhou metodou byla aplikace IL1 do nitra rohovky 2 aZ 7 dni pted infekci. Bylo
zjiSténo, Ze u zvirat oSetfenych latexovymi kulickami doSlo k nakaze u 14 % jedincii, zatimco
v kontrolni skupiné se nakazilo 60 % jedincti. Pfi pouziti injekce IL1 sedm dni pied infekci byla
prevalence onemocnéni 28 % u takto oSetfenych kiecikti a 70 % u kieciki neoSetienych.
Amébova keratitida neni schopna indukovat bunééné mediovanou ani humoralni imunitu. Cast
experimentu zkoumajici vliv migrace Langerhansovych bunék do centrdlni rohovky naznacuje,
ze tento fenomén miiZze byt zpisoben malym mnoZzstvim antigen prezentujicich bunck

v centralni rohovce.
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Hurt et al. (2001) zkoumal vliv neutrofili na pribéh amébové keratitidy na kiecicich. Pii tomto
pokusu bylo odhaleno, Zze makrofagovy zéanétlivy protein (MIP-2) je vyraznym
chemoatraktantem pro neutrofily a navySenim jeho koncentrace je docileno infiltrovani
neutrofild do rohovky. Vliv absence neutrofild na prub¢h keratitidy byl zkouman aplikaci
protilatky proti MIP-2 do rohovky. Protildtka neutralizovala protein MIP-2, coz u takto
oSetfenych zvitat vedlo ke snizeni infiltrace neutrofili do tkan¢. U kiecikli oSetienych touto
MIP-2 byly sice pravodni pfiznaky hors$i nez u kontrolnich skupin, ale doslo k brzkému
uzdraveni jedinct. Tyto vysledky ukazuji na dilezitost neutrofilti pfi obran¢ organismu proti
acanthamoebové keratitidé. Vliv IgG na pribéh amébové keratitidy byl zkouman aplikaci IgG
na povrch rohovkového epitelu 72 hodin po infekci trofozoity. IgG nemélo vliv na pfichyceni

A. castellanii na rohovkovy epitel ani na prib¢h onemocnéni.

Dulezitost makrofadgi pii obrané proti amébové keratitidé byla prokdzana béhem pokusu
s ¢inskymi kieciky, vnémz byly makrofagy zneSkodnény injekci lipozomit s obsahem
dichlorometylen difosfonatu do rohovek. Onemocnéni u takto osetfenych krecikl se projevilo
drive a bylo chronické, coZ ukazuje na to, Ze makrofagy jsou v prvni linii obrany proti infekci

(van Klink et al., 1996).
6.3.2 Specificka imunitni odpoveéd’ pti acanthamoebové keratitidé
Role IgG je pfi obrané proti keratitid¢ jen velmi mala. Hlavni roli hraji IgA.

Pt1 pokusu na ¢inskych ktecicich bylo zji§téno, Ze pfi oralni imunizaci se tvoii acanthamoeba-
specifické IgA. IgA byly ptfitomny v slzném filmu oka a potlacovaly pfichyceni parazita na
rohovku, coZ se projevilo na poctech nakaZenych kiecikli, kterych bylo pouze 21 % oproti

kontrolni skupiné, kde se keratitida projevila u vice jak 72 % jedinci (Leher et al., 1998).

Mnozstvi IgA bylo porovnavéano u zdravych jedincti a u lidi s amébovou keratitidou. U pacientil
s amébovou keratitidou bylo mnozstvi IgA v slzach vyrazné niz$i nez u kontrolni skupiny.
Nizké mnozstvi IgA v slzach pted infekci by mohlo byt jednim z faktorti pro vznik amébové

keratitidy (Alizadeh et al., 2001).
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6.4 Imunitni odpovéd’ pii acanthamoebové granulomat6zni encefalitidé
6.4.1 Toll-like receptory (TLR2 a TLR4)

Pti pokusech na mysich bylo zjiSténo, Ze zvifata trpici granulomatdzni amébovou encefalitidou
maji zvySenou expresy TLR2 a TLR4 oproti skupiné kontrolni. ZvySena exprese byla
pozorovana na neuronech, gliovych bunkach, bunikach endotelu a v neokortexu (Wojtkowiak-
Giera et al., 2016). Tyto receptory se nachazeji na povrchu bun¢k a rozeznavaji PAMPs. Po

stimulaci receptorti dochazi ke kaskadové aktivaci specifické imunity.
6.4.2 Mikroglie

Mikroglie jsou buniky nachazejici se v centralni nervové soustave. Jsou schopny fagocytozy a

produkovani cytokinin.

Pti inkubaci mysich mikroglii s A. castellanii byla pozorovana exprese cytokinint IL la, IL
1B, IL 6 a TNF6. Mikroglie v kultufe byly schopny fagocytovat acanthamoeby (Marciano-
Cabral et al., 2004). Aktivované mikroglie lipopolysacharidy a INFy jsou schopné inhibovat
rust A. castellanii, tato schopnost je nejspiSe zavisla na endogennich cytokininech, které jsou
mikrogliemi produkovany. Protilatky proti IL b, IL 6 nebo TNF inhibovaly cytostatickou
aktivitu (Benedetto et al., 2003).
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7 Zaver

Acanthamoeba castellanii je prvok Casto se vyskytujici v ptirod¢, ktery mize zptusobovat lidska
onemocnéni s trvalymi nasledky. Acanthamoeba je dobie uzplisobena pro sviij paraziticky
zpisob zivota, napiiklad schopnosti tvofit odolné cysty. Cysty mohou byt sice rozpoznavany a
likvidovany neutrofily a makrofagy, ale tyto builky vrozené imunity nejsou k cystdm améb
chemoatrahovany (Hurt et al., 2003). Tento fakt muze byt pfi¢inou dlouhotrvajicich infekci,
které jsou Casto pro hostitelsky organismus obtizné piekonatelné. Na patogenezi téchto améb
se také podili fada protedz, napiiklad plasminogenovy aktivator, diky némuz je parazit schopen
aktivovat hostitelsky plasminogen a rozruSovat hostitelskou extracelularni matrix (Mitra et al.,
1995). Dal$imi proteazami jsou elastdzy a kolagenazy. Elastaza nejspiSe primarné slouzi
k ptekonani hostitelskych obrannych bariér, jako jsou sliznice. Kolagendza je hlavnim
enzymem, ktery je zodpovédny za rozrusovani rohovkové tkané pii acanthamoebové keratitide

(Ferrante et al., 1988; He et al., 1990).

Rozhodujici pro vznik acanthamoebové keratitidy je vazba A. castellanii na rohovkovy epitel.
To je umoznéno vazbou mezi amébovym mandzu vazajicim proteinem a hostitelskymi
glykoproteiny obsahujicimi manézu (Yang et al., 1997). Poskozeny rohovkovy epitel mé na
svém povrchu zna¢né vice manozy nez epitel nepoSkozeny. Proto je poranéni rohovky jeden
z hlavnich rizikovych faktorii pro vznik acanthamoebové keratitidy (Jaison et al., 1998). Tento
parazit je také schopen vazat se na glykolipidy a proteiny extracelularni matrix (Gordon et al.,

1993; Panjwani et al., 1992).

Pti granulomatdzni acanthamoebové encefalitidé se parazit dostdva z nosni mukozy, plicni
tkané nebo kozni 1éze do centrdlni nervové soustavy krvi (Culbertson et al., 1959; Gullett et al.,
1979). Pted vstupem do centrdlni nervové soustavy patogen piekonava hematoencefalickou
bariéru pomoci svych serinovych proteaz, které zvysuji propustnost bariéry (Alsam et al. 2005).
Mezi dalsi zplsoby naruSeni hematoencefalické bariéry patii indukce apoptdzy bunék bariéry
amébou a to dvéma mechanizmy. V prvnim piipadé se patogen nejprve navaze na mandzové
glykoproteiny v hematoencefalické bariéfe a nasledn¢ indukuje apoptdézu bunck této bariéry
pomoci fosfatidilinositol 3 kindzové drahy (Alsam et al. 2005; Sissons et al. 2005). U druhé
varianty améba do okoli hostitelskych bun¢k vypousti latky zvySujici koncentraci vapnikovych

iontl v extraceluldrnim prostoru (Mattana et al., 1997).
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Pti obran¢ proti infekcim zplisobovanym A. castellanii hraji hlavni roli neutrofily a makrofagy.
Ty jsou schopny zneSkodnovat jak trofozoity, tak 1 cysty améb (Hurt et al. 2003; Marciano-
Cabral et al., 1998; Stewart et al. 1994). Pro lyzu trofozoitii neutrofily je diilezita pfitomnost
protilatek proti acanthamoebam v séru. Komplement neni v boji proti zminénym infekcim
efektivni. 4. castellanii je schopna Caste¢né uniknout 1yze komplementem, a to tak, ze kolem
svych bunék tvori protektivni matrix (Toney & Marciano-Cabral, 1998). Ig A obsazené v
slzném filmu oka zabranuji ptichyceni améby na rohovkovy epitel a tim pfedchazeji vzniku
acanthamoebové keratitidy (Leher et al., 1998). Nizké mnozstvi IgA v slzném filmu jedinct
muze byt jednim z dalSich rizikovych faktori pro vznik acanthamoebové karatitidy (Alizadeh

etal., 2001).
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