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Abstrakt

Motolice jsou parazité z kmene Platyhelminthesfikieaji slozité vyvojové cykly
zahrnujici dva az‘tyfi hostitele. Tato prace se zaémje predeviim na motolic€eledi
Schistosomatidae. Jejich cerkérie, které opgiugtezihostitelského plze, aktiwrpenetruji
kuzi definitivniho hostitele a transformuji se naistsomuly. Proces transformace doprovazi
odhozeni ocasku a vypréazan penetrénich zlaz cerkarii. Bhem transformace prochazia
cerkariecetnymi ultrastrukturalnimi a molekularnimi Zmami. Jednou zZthto zngn je ztrata
povrchového glykokalyxu, kteryiedstavuje ochrannou vrstvu ve vodnim predit Na jeho
odvrhovani se pra¥gpodobré podili proteolytické enzymy z peneatrach Zlaz cerkarii dhem
praniku parazita do hostitele. Glykokalyx ma specificitozeni sacharidovych molekul, které
jsou vazany k lipidm nebo proteiim membrany tegumentu. Tato prace popisuje vznik,
ultrastrukturu, sacharidové slozeni, funkce a meianaus odvrhovani glykokalyxu cerkarii.

Kli éova slova:
Motolice, Schistosoma mansonirichobilharzig glykokalyx, cerkarie, schistosomulum,
glykoprotein, glykolipid

Abstract

Trematodes are parasites from phylum Platyhelmsniftech have compex life cycles
involving two to four hosts. This work focuses esply on trematodes of the family
Schistosomatidae. Their cercariae which leave tlad sitermediate host, actively penetrate
the skin of definitive hosts and transform into isttsomula. This is accompanied by
detachment of cercarial tail and emptying of peaiain glands. During transformation,
cercarial bodies undergo extensive ultrastructamadl molecular changes. One of these
changes is the loss of surface glycocalyx whigiregents a protective coat in the aquatic
environment. In glycocalyx shedding, participatioh proteolytic enzymes from cercarial
penetration glands is expected during invasion g tost. Glycocalyx has specific
composition of saccharide molecules which are bdongids or proteins on the membrane
of cercarial tegument. This work describes theioyigltrastructure, saccharide composition,
function and shedding mechanism of cercarial glgboc
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glycoprotein, glycolipid
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1 Uvod

Motolice (Trematoda) jsou petnou tidou parazitickych bezobratlych Zitioha z
kmene Platyhelminthes #apobujicich zavazna onemaoi jak z humanniho, tak
veterinarniho hlediska (napschistosoméza, fascioléza). Motolice jsou schopaézitovat
ve vSech organovych soustavach, htavntravicim systému, dychacim systému, krevnim
FeCisti, nervové sousta@va urogenitalnim traktu. Jsou znamy slozitymi vpwgimi cykly, v
jejichz prabéhu vyvojova stadia &Hdaji velmi odliSna Zivotni prosdi. Motolice se dokonale
piizpasobuji odliSnym podminkam prasdi jak znénami ve fyziologickych procesech, tak
odliSnou stavbou povrchila. Kvali velké variabili€ Zivotnich cykh a s tim souvisejicimi
raiznymi zivotnimi strategiemi cerkarii je tato litemé reSerSe za#ena na vlastnosti
glykokalyxu cerkarii motolicteledi Schistosomatidae (vyji@ je uvedené srovnavani s
motolicemi jinych¢eledi). Tatoceled’ je jednou z nejprozkoumgsich, protoZe &ktefi jeji
zastupci zpsobuji schistosomo6zu — vyznamné parazitarni oneéndc¢loveka.

Vyrazné zminy proctlavdji stadia Zijici ve vodnim prdsti a penetrujici do
mezihostitele nebo definitivniho hostitele, aeledi Schistosomatidae tedy miracidia a
cerkarie. Tato stadia se musi vyrovnaedevsim se zémou osmotického potencialu,
piitomnosti imunitniho systému hostitele a cerkarisei znénou teploty. Proto je tento
piechod kritickym momentem v jejich vyvoji. Vyznamnaghrannou bariérou mezilém
miracidii a cerkarii a vodnim prd@gsetlim je mohutny povrchovy glykokalyx. Je to vysoce
antigenni struktura, a proto ji miracidia a cer&atii své penetraci do hostitele odvrhuji, aby
tak unikly imunitnimu systému hostitele.

Tato prace shrnuje dostupné informace o vznikuastituktie, chemickém slozeni,
funkcich a mechanizmu svilékani glykokalyxu cerkarniotolic, pFedevsSim celedi
Schistosomatidae. Velk&tgina pouZzitych informaci v této praci se tyka drigchistosoma
mansonj ktery je asi nejvice studovanym druhemugzatu pisobeni zavazného lidského
onemocgni (stevni schistosomaozy).



2 Charakteristika motolic ¢eledi Schistosomatidae

Zastupci tétateledi jsou motolice s dvouhostitelskymi Zivotninykly vdzanymi na
vodu, kde mezihostiteli jsou vodni plzi a definftmihostiteli homoiotermni obratlovci, ptaci a
savci. Ve ¥tSin¢ pripadi se jedna o cizopasniky krevniho systému, aldené druhy Ziji i
v tkanich hostitele. Jejich protahka mize byt az 20 mm dlouhé. Jsou to gonochoristické
motolice s vyraznym sexualnim dimorfizmem. S&mibyvaji Stihlejsi a delSi v porovnani se
sameky. Podle lokalizace dosfeu v definitivnim hostiteli se zastupci ro#dji na druhy
visceralni (obyvajici tk&hnebo cévy vnihich orgai) a nazalni (Zijici v tkanich nebo cévach
okolo nosni dutiny).

Nekteri zastupci tét@eledi zpisobuji u lidi onemoemi zvané schistosoméza. Jsou to
zastupci roduschistosomapiedevsimSchistosoma mansors. japonicum S. haematobium
S mekongia S. intercalatum Podle Setové zdravotnické organizace je v gasné dob
nakazeno nejmér200 milion lidi v 74 zemich séta a dalSich vice nez 700 miliohdi Zije
v mistech s rizikem infekcehitp://www.who.int/schistosomiasis/@n/Mortalita zpisobena

touto nemoci se pohybuje okolo 200 tisic umrtinéo(http://www.who.int/schistosomiasis/

epidemiology/en/ Lidé mohou byt nakazeni i Zeicimi druhy schistosom, a to jak gawi

(nap. S bovis S margrebowig), tak pt&imi (nag. rod Trichobilharzig. Pt&i schistosomy
nejsou schopné se poupiku do nespecifického hostitele vyvinout v désp (Horak a kol.
2002). Opakované setkani imunitniho systému hésti@enetrujicimi cerkariemi @gobuje
zaretlivé kozni onemockni, cerkariovou dermatitidu, které se projevujeojakediva vyrazka
(Horak a kol. 2002).

2.1 Ontogeneze schistosom

Tato kapitola popisuje ontogeneticky vyvoj schistosse zargenim na vznik a vyvoj
cerkarii a jejich transformaci na schistosomulgppmiku do definitivniho hostitele. Vajka
schistosom odchazi (s vyvinutym miracidiem) éathostitele ve stolici nebo niio Za
optimalnich podminek, kterym je hlavnizka osmoticka hodnota vody, se miracidium lihne
z vajicka. Vyjimkou je nap Trichobilharzia regentinazalni druh, u kterého se miracidium
lihne jiz v tkanich nosni dutiny hostitele, kdeizetonické prosedi (Horak a kol. 1998a).
Uvolnéné miracidium poté voknplave ve vod, aktivre vyhledava svého mezihostitele a
nasledg penetruje do jeho svalnaté nohy. Z miracidia s&véstmateska (primarni)
sporocysta, kterd je lokalizovana v migbenetrace miracidia. Ze zarddgch burk
mategskych sporocyst vznikaji diiaé (sekundarni) sporocysty, které putdjem plze do
hepatopankreatu, mista definitivni lokalizace.

Uvnitt dceinych sporocyst ze zarotleych burtk vznikaji dalSi generace dagych
sporocyst a pozgi také staddia zvana cerkarie. Cerkarie se vyvijejitt tzv. zarodénych



komarek dceéinych sporocyst. Cheng a Bier (1972) klasifikowalvoj cerkarii Schistosoma
mansonido 7 stadii (uvedeno v zavorkach poidly 1-7). Po osidleni hepatopankreatu
dcainymi sporocystami dochazi uvhijtz zmininé zarodéné komirky k diferenciaci a &leni
zarodeénych burk (1), nasledované vytvenim moruly (2). Morula se vyviji v tzv.
,zarodenou kouli“ (3). Na povrchu tohoto vyvojového stadie z&ina vytv&et ,primitivni
epitel”, ktery podle Meuleman a Holzmann (1975) hpaxi z tegumentu diiaych sporocyst.
Pod timto ,primitivnim epitelem* se z perifernicarsatickych busk embrya cerkérie, které
se z¥tSuji a splyvaji, vytvé pravy tegument cerkarii (praggbdobré u stadia 5). Primitivni
epitel poté degeneruje a ztraci se z povrchu derkisleuleman a Holzmann 1975). Postéipn
dochéazi k prodluzovani zaraohe koule (4), ktera je posteriornim zuzenim etencla do
dvou odlisnych¢asti (5). Ve wSi anteriornic¢asti se diferencuji organyla cerkarie,
posteriornicast tvdai maly ,pupen” ocasku, ktery je dalSim vyvojem pgst prodluZzovan
(6) az z &j vznik4 vidlicnaty ocasek. Vysledkem je kompletmyvinutd cerkarie (7), ktera
opousti plze do vodniho prestli a infikuje definitniho hostitele.

Télni ¢ast cerkarieS. mansonise transformuje po penetraci do definitivniho telst
na schistosomulum, které&hem migrace dem hostitele dospiva. Ocasek cerkarie slouzi
k pohybu ve vodnim prasdi, i penetraci do hostitele je odhazovan pomoci sélov
limce, ktery je v zadnéasti €la. Oke tyto ¢asti cerkarie jsou kryté tegumentem s velkym
poétem trni, ktery je ohranieny jednoduchoutitvrstevnou membranou a relatévsilnym
glykokalyxem (Morris 1971, Samuelson a Caulfiel@39Horak a kol. 1998b, Dorsey a kol.
2002). Jako hlavni zdroj energie pro pohyb veéyquknetraci a transformaci cerkase
mansonivyuzivaji zasoby glykogenu nasyntetizované v meiteli. Nemaji funkni travici
soustavu a népimaji potravu. Velikost zasob glykogenu owliyje délku Zivota cerkarie po
uvolreni z plze (Dorsey a kol. 2002).

Velmi dilezitou sowasti &l cerkarii jsou jednoburtné zlazy. Cerkarie maji 5 par
penetrénich zlaz nazvanych podle polohyiac¢v biiSni piisavce (acetabulu) — 2 pary
preacetabularnich (circumacetabularnich) a 3 péastagetabularnich Zlaz (Stirewalt a
Kruidenier 1961). Obsahuji latky umagici prichyceni, naruSeni povrchgla hostitele a
naslednou prvni fazi migrace. Zlazy po vyprasdndegeneruji a v daldim vyvoji neplni
Zzadnou funkci (Cousin a kol. 1981).

Obsahem preacetabularnich Zlaz jsou mimo jiné@edi protedzy, n@p25-31 kDa
cerkarialni elastaza &chistosoma mansomi S. haematobium ktera Stpi epidermalni a
dermalni proteiny jako je keratin, laminin, kolagetastin a fibronektin (McKerrow a kol.
1985, Salter a kol. 2000, McKerrow a Salter 20Q2)inych druhi se uplaiuji cysteinové
peptidazy typu katepsinu B a L, lokalizované v postabularnich Zlazach. Katepsin L byl
v postacetabularnich Zlazach cerk&imansoniokalizovan jen na zaklg@dmunolokaliz&ni



studie (Dalton a kol. 1997). Zatimco lokalizaceegasinu B byla potvrzena i molekularnimi
metodami. Byly popsany 8chistosoma mansqr@ japonicum(Dalton a kol. 1997, Dv@k a
kol. 2008), Trichobilharzia regentia T. szidati (MikeS a kol. 2005, Kasny a kol. 2007,
Doleckova a kol. 2009). Cysteinové peptidazy se nejspiddili na degradaci Kkeratinu,
kolagenu, fibronektinu, myelin basic proteinu, &las (Dalton a kol. 1997, Kasny a kol.
2007, Dolekova a kol. 2009). V obsahu postacetabularnich Elézidatise také vyskytu;ji
lektiny se specifitou ke glykosaminoglykan a B-1,3-glukarim (Hordk a kol. 1997).
Preacetabularnich zZlazy obsahuiji relativelké mnozstvi vapniku, ktery se pa&tmodili na
regulaci aktivity protedz uvritzlaz (Dresden a Edlin 1975, Modha a kol. 1998, édila kol.
2005). Cerkarie maji také jednokinou hlavovou Zlazu umistou mezi vyvody
penetrénich Zlaz, kter4 patén obsahuje fosfolipidy a fejm¢ slouzi k opray vrgjsi
membrany a vyt&ni sedmivrstevné membrany vyvijejici se schistagprDorsey 1976,
Dorsey a kol. 2002).

Po uspsném nalezeni definitivniho hostitele cerkarii fechp/ceni se zéna proces
penetrace. Penetrace je vysledkem spolupracecésétinea svalovych procégod kontrolou
nervového systému a ma v zasdatl kroky (Haas a Schmidt 1982). Prvnim krokem je
piichyceni cerkarie na povrchike hostitele. Nasleduje plazeni po povrclide<a hledani
vhodného mista k penetraci do hostitele. ¥é&titn kroku dochazi k proniknuti do epidermis.
Stimuly k prvnimu a druhému kroku jsou tepelnéhchamického charakteru, ale tetiho
kroku jen chemické povahy. Hlavnimi chemickymi silamty penetrace jsou alifatické
uhlovodikovéretézce s polarnimi, ale i nepolarnimi skupinantegevsim nenasycené mastné
kyseliny. Existuji pouze drobné rozdily v penetracezi jednotlivymi druhy schistosom
(Shiff a kol. 1972, Haas a Schmidt 1982).

Penetrace indukuje transformaci cerkarie na sdostolum. Za mozny stimul
transformace Ize povazovat i zvy3eni salinity z t8anOsm sladké vody na 300 mOsm krve
(Samuelson a Stein 1989), ale i&m teploty z nizSi hodnoty ve vodnim piesti na vyssi
teplotu v &le hostitele (Wiest a kol. 1989).éBem transformace dochazi k strukturalnim,
fyziologickym a biochemickym zémam, a proto je tat&ast vyvoje pro schistosomu kriticka.
Tyto zmeEny umoiiuji preziti parazita uvnithostitele, kterymi se mj. stdva nééatraktivnim
pro imunitni systém hostitele. N&j@zitejSi transformani zmeny se dji behem 3 hodin po
penetraci (Wilson 1987).

2.2 Povrch €la a transformace cerkarie ¥i penetraci

Povrch &la motolic je tvéden tegumentem (neodermis, Obr. 1B), kteryiadu funkci,
jako nap. traveni a penos Zivin, ochrana proti imunitnimu systému hekdita enzyram,
osmoregulace, senzorickd funkce, mechanickd bari@ezi organizmem a ¥Bim
prostedim.



Tegument vznika ip pieméné miracidia na nasledujici stadium (Obr. 1A). Povrch
miracidia je pokryt pasy ciliarnich bék slouzicimi k pohybu, mezimito buikami jsou
oblasti bez cilii — mezibugné valy. Pi premené na dalsi vyvojové stadium kmenovénky
migruji do oblasti epitelu, iptemz ¢ast bugenych €l s jadry zistdva pod lamina basalis.
Nasledrt jsou ciliarni buiky odvrzeny a povrchové&ast pivodnich kmenovych bwhk splyva
a vytvai neodermis fitomnou ve vSech nasledujicich stadiich (Meulemkol.a1978).

A B
r—Jl—dt—-H- -
. k‘ J ‘—JD
\. OJ—NB
"'—LB
N
( .,': k.J_ NE
o A
© BB
——ND
Y ) (1
Y \\ y. \\_\
® (@

Obr. 1. (A) Vznik neodermis ipmenou povrchového epitelu miracidia, EP — epitelialni
ciliarni buika, JD — jadro hbtky, LB — lamina basalis, NB — neoblast, kmenovaka, ND —
neodermis (fevzato a upraveno dle Ax a kol. 1989). (B) Schérkati znazoréni
povrchovych struktur motolic paddy Digenea, ND — neodermis, LB — lamina basalis,-O
okruzni podpovrchova svalovina, PS — podélna podpmva svalovina, SS - Sikma
podpovrchova svalovina, SB — subtegumentalnikpu(pievzato a upraveno dle Tyler a
Hooge 2004).

v 2

Souwéasti zakladni stavby tegumentu jsou: ¢jgh cytoplazmaticka membrana,
jednoduchad nebo dvojitd, poskytujici motolicim @ohr ged vrEjSim prostedim a
imunitnimi mechanizmy hostitele. DvojitA membramavyskytuje u stadii motolic Zijicich
v krevnimtecisti (McLaren a Hockley 1977), napteledi Schistosomatidae. DalSigéstmi
tegumentu jsou WjSi bezjaderna vrstva cytoplazmy, cytoplazmatick®djes lemované

mikrotubuly, které vybihaji z bezjaderné vrstvy,ostupuji vrstvami lamina basalis a



podpovrchové svaloviny a napojujici se na tzv. eginentalni biky (,cytony*,
~perikarya“) neboli budcna €la s jadry. U motolic s€asto vyskytuji tegumentalni trny a
vyrazny glykokalyx. Celym tegumentem prostupujiveee buiky tvorici senzorické papily
(Dorsey a kol. 2002). U jednotlivych vyvojovych diiase ntize morfologie vijSich casti
tegumentu odliSovat a stéjtak tlouska glykokalyxu.

V prabéhu transformace dochazi k velkym &mam ve struktte tegumentu (Hockley a
McLaren 1973). Membranovité &y putuji ze subtegumentélnich lrcytoplazmatickymi
spoji do syncytia. Cytoplazmatické spoje jsaitgmneé jiz v cerkariich, ale membranovité
v&ky jim chybi (Cousin a kol. 1981). ¥y se podileji na vyti&ni zdvojené sedmivrstevné
vnejSi cytoplazmatické membrany tegumentu, kterou neji schistosomuly a do&pi
(Hockley a McLaren 1973, Horak a kol. 1998b). Padsjey schistosomam ochranuep
imunitnim systémem hostitele. Viihu zivota ji schistosomy ob#iuji a tim dochazi nap
ke svlékani navazanych protilatek (Wilson a Bart@s7, Modha a kol. 1998). Velmi brzy po
zatatku transformace se vytitana povrchu membrany mikroklky, které se prodluzuprzy
poté se z povrchu odiiji a tim se podileji na sviékani glykokalyxu. (Mecen a Hockley
1976, Samuelson a Caulfield 1985).

V réamci transformace schistosomdaeghazi z aerobni respirace na anaerobni
glykolyzu (Thompson a kol. 1984). DalSi &ny doprovazejici transformaci se tykaji
piedevsim zaZivaciho, osmoreguitho a reprodulniho systému, dochazi riafke ztréa¢
mocoveho néchyie (Cousin a kol. 1981). Po dokami transformace schistosomulum
migruje evazre cévni nebo lymfatickou soustavou. \ipghu nékolika dni domigruje do
plic, kde opusti cévni systém éstava v plicnim alveolu, po &ité dok® se vraci zgt do
krevnihofecisté, kterym je zanesena na misto definitivni lokalezdkapilary specifickych
organi), kde dochazi k doka@eni vyvoje (vyjimkou je nap Trichobilharzia regenti ktera
vyuZziva k migraci do nazalni oblasti nervovou saust(Horak a kol. 1999)).



3. Glykokalyx

Pojem glykokalyx je vSeobe&npouzivan pro tenky povrchovy obal produkovany
samotnymi biikami, obsahujici velké mnoZstvi sachar(giz. dale) v podob glykoproteini,
polysacharid, proteoglykaf a glykolipidi, ktery se vyskytuje na extracelularnidasti
burg¢cné membrany mnoha typburek. Ve velké mie nap. na povrchu &kterych bakterii,
hub, epitelialnich bufk, ale také na povrchu cerkarii motolic. Glykokalyeskytuje biikam
ochranu ped mechanickym a chemickym poskozenim. Mezi jeH&i dankce pai nap.
schopnost butk spojovat se mezi sebou a tim zabranit rozpacdi tkaké pomaha spermiim
rozpoznavat vajko pri oplodréni. Glykokalyx jako vysoce antigenni struktura umg
imunitnimu systému rozpoznévat cizorodé organizejichZ glykokalyx se ve svém slozeni
liSi od glykokalyxu &lu vlastnimu. Steje tak je to i se z®nou vlastnosti glykokalyxu
rakovinotvornych bugk. Déle nap. ovliviiuje buré¢nou permeabilitu a adhezi iky. U
nekterych bakterii brani glykokalyx fagocytoze, podié na tvor® biofilmu a je zodpogdny
za adherenci na povrchy, fapubni sklovinu (Bennett 1963, Fawcett 1965, Rasef001).

3.1 Sacharidoveé sloZeni glykokalyxu

Sacharidy jsou v ifrodk nejzastoupefjSi péirodni latky. Z chemického hlediska se
déli na aldosy nebo ketosy a podle¢puojednotek v molekule na monosacharidy ndp-
glukosa), oligosacharidy (do deseti jednotek,inapcharosa) a polysacharidy (desitky, spiSe
tisice jednotek, ndpcelulosa). Volné sacharidy jsou vysoce polarimigdégradabilni, chiralni
sloweniny, dole rozpustné ve veéda prakticky nerozpustné v organickych rozpédi&ch.
Pro znazoréni struktury sacharid se pouziva &kolik druhi vzorai, nag. Fischerovy,
Harworthovy. V roztoku podléhaji sacharidy tzv. avotaci (ustaveni rovnovahy mezi
formou acyklickou a gi¢lennym — furanéza a Sedgénnym kruhem — pyrandzaj)- nebof-
anomery jsou diastereoizomery, které vznikdji nreakci hydroxylové skupiny v poloze 4
nebo 5 s karbonylovou skupinu v poloze 1, v tétop®vznikd nové stereogenni centrum.

Sacharidy vytvieji velmi rozmanité struktury, kra¥rlinearnich oligomear mohou
tvorit i rozvétvené struktury, které nejsou jinak v biologickéystému Bzné. Sacharidy jsou
konformané flexibilni, dulezita je zejména volna rotace kolem glykosidovéoya Sacharidy
pIni funkci inform&niho systému, umaiiji bure¢nou komunikaci, ktera je zaloZzena na
interakci receptoru s informaim glykopolymerem. Mezi idealni inforréai biopolymery
pati sacharidy pedevsim diky velkému mnoZzstvi moznych izoiméteré se naplisi
konfiguraci pyrandza/furanozal/y anomet, pattem mist pro pchyceni dalSiho sacharidu.
Teoreticky by mohlo 20 monosachariposkytnout >6.18linearnich struktur a okolo 3.10
vétvenych struktur trisacharigl zatimco 20 aminokyselin pouze 8 tisic (Laine 3997
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NejbéznéjSi sacharidy glykokalyxu
D-glukosa (Glc)

Glc je aldohexosa s redukujiciméiiky a chemickym vzorcem ;.06 (Obr. 2).
Molekula glukosy se vyskytuje ve dvou stereoizoraergravotgiva a levotagiva forma), ale
jen D-glukosa hraje idezitou roli v biologii. Vyskytuje se figvazre v pyrandzoveé cyklické
formé. Glc je vyuzivana hikami predevsim jako zdroj energie.

Glc miZe byt gemenéna na jiné monosacharidy (rfagalaktosu) nebo jejich derivaty
(nap. kyselinu glukuronovou). Glc je séaéstifady oligosacharidl (nag. maltosy, sacharosy,
Gal), polysacharid (nag. skrobu, glykogenu, celulosy, glukgnglykoproteiri a glykolipidi

(Robyt 1998).
CH,OH

HO

HO OH
OH
Obr. 2. Chemickéa struktura Glc.

D-galaktosa (Gal)

Gal je hexosa s aldehydovou skupinou (aldohexssdiemickym vzorcem ¢El;,0¢
(Obr. 3). Je diasterecizomerem glukosy odliSujisenkonfiguraci na uhliku ve 4. pozici.
Vyskytuje se v linearni i cyklické forenCtyti izomery Gal jsou cyklické, dva s pyrandzovym
kruhem a dva s furanézovym.

Gal ma v pirok velké roz&ieni, jejim nejvyznamifjiSim zdrojem je laktosa neboli
mlé&ny cukr, ktery je satasti mateského mléka. Gal a jeji derivaty (L-fukosa, galakimin,
N-acetylgalaktosamin) jsou¢bnou slozkou oligosachaiid polysacharid, glykoproteirii a
glykolipida. Mezi zndmé pét nagF. agar — rostlinny polysacharid, galaktan, kterjnaehazi
v hemicelulose, rafinosa, cerebrosidy a gangligskigré se vyskytuji ve WBi vrstw
plazmatické membrany (Roseman 2001, Sunehag 20@B).

CH,0H

HO J OH
OH

Obr. 3. Chemickéa struktura Gal.
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D-manosa (Man)

Man je stejg jako Gal aldohexosou s chemickym vzorceghzO0s (Obr. 4). Je také
stereoizomerem D-glukosy, od které se liSi konfigina uhliku ve 2. pozici. | kdyZ se jedna
0 jednoduché chemické zmy, maji za nasledekizné chemické a fyzikalni vlastnosti. Je
dalSim z biologicky vyznamnych monosachéricktery je sotasti mnoha polysachatid
(nap. mananu) a glykokonjuga{Roseman 2001).

CH0H

HO
HO OH

Obr. 4. Chemickéa struktura Man.

D-Xylosa (Xyl)

Xyl je monosacharid sgi atomy uhliku a aldehydovou futki skupinou
(aldopentosa), s chemickym vzorcemsHgOs (Obr. 5). Disacharidy vznikajici
z monosacharid Xyl maji redukujici vlastnosti. Xyl je séasti rgkterych polysacharid a
proteoglykari, z polysacharidl je to nap. xylan, arabinoxylan, xyloglukan a z proteoglykan
je to pedevSim heparan sulfat a chondroitin sulfat, u ykter jsou rkteré seriny
glykosylovany Xyl v Golgiho aparatu (Buskas a K2006).

0
HO

HO OH

OH
Obr. 5. Chemicka struktura Xyl.

L-fukosa (L-Fuc)

L-Fuc neboli 6-deoxy-L-galaktosa s chemickym vzarce&sH.05 (Obr. 6) je
monosacharidijtomny v glykokonjugéatech, jako jsou glykoproteimyglykolipidy, objevujici
se v celérad organiznii. Dw¢ strukturalni vlastnosti odliSuji Fuc od jinychsZoe se
vyskytujicich hexos: postrada hydroxylovou skupirauuhliku v 6. pozici a vyskytuje se v L-
konfiguraci (Becker a Lowe 2003).

Ve fukosylovanych glykokonjugatech se L-Fuc negvieyskytuje va-anomerické
konfiguraci. Nefasgji byva piitomna na koncich sacharidovycietzci, kde byva
odSgpovana fukosidazami, ale pémeé nedavno byla objevena glykosyltransferdza schopna
piipojovat sacharidyifimo k L-Fuc (Moloney a Haltiwanger 1999).

Glykolipidy a glykoproteiny, které obsahuji L-Fumaji fadu biologickych funkci.
Pati mezi r¢ dulezita uloha v mezibuwtné komunikaci, jako receptobure¢ného povrchu a
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rastovych regulatdr. Jsou antigennimi determinantami a jsou neposebdapro spravnou
funkci imunitniho systému (BeneSova a kol. 2005).

OH
CH,

HO

HO
Obr. 6. Chemickéa struktura L-Fuc.

D-glukosamin, N-acetyl-D-glukosamin (GIcNAc)

D-glukosamin (2-amino-2-deoxy-D-glukosa) je amiraddsaid s chemickym vzorcem
CeH13NOs (Obr. 7). Je odvozeny od Glc, na uhliku v 2. pojdydroxylova skupina (OH)
nahrazena aminovou skupinou (NHktera mize byt acetylovana za vzniku GIcNAc (N-
acetyl-2-amino-2-deoxy-D-glukosa), ktery ma cheniezorec GH1sNOs. Glukosamin 6-P
je prekurzorem vSech sacharidjejichz struktiie je obsazen dusik (Roseman 2001).

D-glukosamin i GIcNAc jsou slozkami polysachdrid(glykosaminoglykaf),
proteoglykari a glykolipidi. Mezi polysacharidy obsahujici GIcNAc a glukosanpati
chitosan a chitin, ktery vytvé& exoskelet hmyzu, korySa burg¢nou sénu hub. Chitin je
polysacharid sloZzeny z podjednotek GIcNAc spojenyelil,4) glykosidickou vazbou.
GIcNAc je souwasti bakterialni butné stny, spoléné s N-acetylmuramovou kyselinou
(MurNAc) wvytvai tzv. peptidoglykan a s kyselinou glukuronovou wat kyselinu
hyaluronovou, ktera je soasti mezibu&né hmoty pojivovych, epitelialnich a nervovych
tk&ni (Pollard a kol. 2008).

CH,0H
C_ O
m e
CH,

Obr. 7. Chemicka struktura D-glukosaminu a GIcNAc.
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D-galaktosamin, N-acetyl-D-galaktosamin (GalNAc)

D-galaktosamin (2-amino-2-deoxy-D-galaktosa), darigalaktosy, je aminosacharid
s chemickym vzorcem ¢Bl13NOs (Obr. 8).Tvori sowast rekterych glykoproteifi a hormori
(folikulo-stimulatni a luteinis&ani hormon). NH skupina D-galaktosaminu ke byt
acetylovana,cimz vznika GalNAc (N-acetyl-2-amido-2-deoxy-D-gdiasa) s chemickym
vzorcem GH1sNOg, ale také methylovana nebo sulfonovana (Rao 1998).

HO
CH,OH
HO c
CH,0H
0 HO J OH
/NH
HO
OH C—0O
/
NH, CH,

Obr. 8. Chemicka struktura D-galaktosaminu a GalNAc

Kyseliny sialové (Sia)

Sia jsou rodinou monosachalid kterdA ma okolo 50¢leni. Jsou to derivaty
neuraminové kyseliny nebo-li 5-amino-3,5-dideoxyglyeero-D-galacto-non-2-
ulopyranosonové kyseliny. Jednotlivé derivaty s & substituentech na aminovych a
hydroxylovych skupinach neuraminové kyseliny. Amiskupiny mohou byt acetylované
nebo glykolylované. Mezi substituenty hydroxyloviéuginy pati acetyl, laktyl, fosforyl,
methyl a sulfat. Sia jsou negatiévnabité kyselé monosacharidy vyskytujici sedevSim u
vysSich zZiveichu a rékterych mikroorganizrin Mezi nefastji se vyskytujici Sia pai N-
acetylneuraminova kyselina (Neu5Ac) (Obr. 9), Nkolylneuraminova kyselina (Neu5Gc)
(Obr. 9) a N-acetyl-9-O-acetylneuraminova kysel(iNau5-9A¢) (Schauer 2004).

Sia se Bzn¢ vyskytuji v oligosacharidech, polysacharidech ypwlove kyseliny),
glykoproteinech, gangliosidech a lipopolysachafige&de jsou ¢asto terminalnicasti
oligosacharidovychietzcl na vrjSich bugénych membranach. Negativni naboj Sia
umoziuje vazbu a transport pozitignnabitych molekul, fispiva k anti-proteolytickému
efektu Sia na glykoproteinech a inhibujespbeni gkterych endoglykosidaz (Schauer 2004).

Sia snadno interaguji se sloZzkami jinych &imych povrcli, extracelularnimi latkami
a efektorovymi molekulami,dastni s¢ady bur¢nych signalizanich udalosti. Sia se podileji
na maskovani specifickych center molekul a &unNa druhé stran jsou sodasti
receptorovych struktur, které jsou rozpoznavané&megroteiny (lektiny), ale i gkterymi
mikroorganizmy, nejastji viry (napt. virus chripky). Mikroorganizmy vyuZivaji Sia k adhezi
s nasledné infekci kiky (Schauer 2004).
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HOH OH
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/ HO
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?

Obr. 9. Chemicka struktura Neu5Ac (Neu5Gc).

CH, (CH,0H)

3.2 Glykosylace

Glykosylace je kotranstai a postranstai modifikace, kterd probiha zejména
v drsném endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparat pomoci glykosylmich enzyni —
glykosyltransferaz, které jsoktéinou membranavvazané. Donorem glykosylu jsou vysoce
energetické sacharidové nukleotidy (haguanosin — difosfat (GDP) — Fuc, uridin — difdsfa
(UDP) — GalNACc), které jsouipnaSeny na akceptorovou molekulu (hapoteiny, lipidy).
Vysledkem tohoto procesu je vytemi glykosidické vazby mezi jednotlivymi molekulara
vzniku glykokonjugéi. Glykosidickd vazba (acetalova vazba) je vigwen stabilnimi
cyklickymi hemiacetaly, které reaguji s hydroxylowy (-OH) nebo amidovymi (-Nb
skupinami (proteif, jinych sacharitl apod.) za vzniku aceta(Varki a kol. 1999).

Prikladem glykokonjugdi jsou glykolipidy a glykoproteiny. U glykolipid byva
sacharid nejasgji piipojovan k acylglycerolu nebo ceramidu. Glykolipidse vyskytuji
v burg¢nych membranach vSech organizrma podileji se ndp na stabilizaci a pevnosti
membran, maji upla#émi viad biologickych proces (komunikace, modulace recepipr
diferenciace atd.). Mezi glykolipidy ganag. hopanoidy, lipoteichové kyseliny, lipoglykany
a glykosfingolipidy. Glykoproteiny jsou také iippmné ve vSech organizmech, jak
v intracelularnim tak v extracelularnim prostorustajré tak v burgénych membranach.
Vyskytuji se jako enzymy, receptory, hormony, stu&lni proteiny apod. (Stick 2001).

Glykosylaci vznikaji glykany vazané nané akceptory, které séltldo rekolika téid.
Glykany se mohou vazat na amidovou skupinu aspawaf\sn) za vzniku N-vazanych
glykani. Casto se glykany navazuji na hydroxylové skupinynse¢Ser) a threoninu (Thr),
ale také na stejné skupiny tyrosinu (Tyr), hydrgsytu nebo hydroxyprolinwimz vznikaji
O-vazané glykany. Stejrtak se mohou glykany vazat i na hydroxylové skypipida, nag.
ceramidi. Vzacné jsou C-vazané glykany, u kterych je modesad (Man) navazan na
uhlikovy atom tryptofanu (tzv. C-manosylace) (Funala a Hofsteenge 2000, Pollard a kol.
2008).
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Zvlastni formou glykosylace je glykosylfosfatidydisitolova (GPI) kotva, ktera
umoziuje zakotveni proteinu do b&mé membrany. Proteiny kotvené GPI kotvou jsou svou
karboxylovou skupinuifipojeny ges fosfoethanolamin ke glykanu (3 Man a GIcNAcgrkt
je pripojen k fosfatidylinositolu. Fosfatidylinositol jeakotven svou hydrofobniasti do
bunt¢né membrany. Takto kotvené proteiny maji diky GBtv&k vyznamné funkce, nép
v signalnich soustavach, kde maji schopnéstdutt signal (Takeda a Kinoshita 1995).

Glykosylace proteia a jinych molekul maradu vyznamnych funkci, napbez
glykosylace se &které proteiny spravnneskladaji, pap jsou rychleji degradovany nez
proteiny glykosylované. DalSi vyznamnou vlastnostidzanych glykanhna protein nize byt
zvySeni stability daného proteinu, poskytnuti adlzh vlastnosti biice, spolugast na
vnitro- a mezibu&ném transportu molekul a signalizaci. V glykosyloyeh molekulach
existuje variabilita dana ffitomnosti vice glykosytaich mist, ktera se liSi umdsim
glykan, stupni saturace a slozenim glykanovietizca (Varki 1998, Varki a kol. 1999).

H,C-OH & | H,C-OH i
& E NH NH

| HO |
N-C-CH,~CH O-CH,~CH
OH OH 1 =

Q=O C=
| |

HO i
ol

a T b ¢=0
CH, CH,

Obr. 10. Vazba sacharidu a peptidu v glykoprotdine@) N-glykosidova vazba mezi
asparaginem a GIcNAc, (b) O-glykosidova vazba nsexi pop. Thr a GalNAc (PFevzato a
upraveno podle Loffler a Petrides 1998)

3.2.1 N-glykosylace, N-glykany

U dosud studovanych eukaryot je N-glykosylace (Qly). zah§jenaiipojenim 14-
sacharidového prekurzoru (3 Glc, 9 Man a 2 GlcNA@midovému dusiku L-asparaginu
vznikajiciho polypeptidu, obsaZzeného v sekvenci -KsBer/Thr, gicemz X miZe byt
jakéakoli aminokyselina krom prolinu. Nasleduje se#h a zpracovani ifenaseného
oligosacharidu a tak vznikaistlova struktura 3 Man a 2 GIcNAc¢igojend k asparaginu.
Tento pentasacharid téiczaklad struktury vSech N-glykanK némujsou @ipojené antenalni
oligosacharidy, které mohou byt linearni i rézsené a obsahujiizné monosacharidy. Podle
struktury antén a Zysobu jejich pipojeni se rozeznavajfi tzakladni skupiny N-glykosylace:
oligomanosova, komplexni a hybridni (Helenius ai4&94, Buskas a kol. 2006).

16



N-glykosylace probiha v drsném endoplazmatickénkulket béhem syntézy proteinu.
Dulezitou roli v syntéze N-vazanych glykahraje dolichol, izoprenoidni latka zakotvena v
membrag endoplazmatického retikula, ktera slouzi jaker@aSeé sacharid pri syntéze a je
rozpoznavan enzymem oligosacharyltransferazou,y kkatalyzuje penos oligosacharidu
k asparaginu (Pollard a kol. 2008).

Oligosacharidy jsou polarni latky a proto se glykogané proteiny stavaji vice
hydrofilnimi, ¢imZ se sniZuje pra¥podobnost agregace a zvySuje se pfpwdobnost
spravného slozeni proteinu. Sprawiozeny protein opousti endoplazmatickeé retikubupe
transportovan do Golgiho systému, kde je dale nianifin (Pollard a kol. 2008).

3.2.2 O-glykosylace, O-glykany

O-glykosylace (Obr. 10) n&gsgji zacina gidanim monosacharidu GalNAc (z UDP-
GalNAc) na hydroxylovou skupinu Ser nebo Thr za ponenzymu GalNAc transferazy. O-
glykosylace se odliSuje od N-glykosylace tim, Zairmnama sekvence, ktera by rozhodovala
o tom, ktery serin nebo threonin polypeptidu budgkasylovan, nicmé& tyto
seriny/theroniny se nalézaji v oblastech bohatyahserin, threonin, alanin a prolin. DalSi
odliSnosti od N-glykosylace je, Ze O-glykosylacelpha tSinou v Golgiho aparatu a
podjednotky sacharidjsou gipojovany na protein postupnbez dolicholového prekurzoru.
O-glykany maji na rozdil od N-glykémmére rozwtvené struktury, &né se u nich vyskytuji
biantenalni struktury glykan(Varki a kol. 1999).

O-GalNAc glykosylace rize vést k vytveeni molekul mucinového typu. Muciny jsou
sekretované nebo povrchiovazané glykoproteiny s velkym mnoZzstvim O-glykaBxprese
mucini je WtSi v epitelialnich biikach specializovanych na produkci hlenu a uckukteré
jsou ve styku s w)Sim prostedim. Muciny, které byly sekretovanyjstavaji na apikalnim
povrchu epitelialnich buk s funkci ochrannych bariér. Muciny mohou hapenit funkci
proteini a jejich glykanoveétasti slouzi jako ligandy pro b&nou adhezi (Buskas a kol.
2006, Varki a kol. 1999).

Mezi O-glykany jiného typu péit proteoglykany, velké molekuly obsahujici z 95%
sacharidovou slozku, které jsou &ésti extracelularni hmoty, pojivovych tkani a sékre
sliznic. Podileji se na vaZlkationi (nag. sodik, vapnik) a vody, reguluji pohyb molekulzskr
matrix. Mezi nejznarjsi pati heparin a kyselina hyaluronova. Proteoglykanyikejh O-
xylosylaci, ktera z&ina gidanim Xyl na serin. (Varki a kol. 1999).

DalSim typem O-glykosylace je O-fukosylace, kterébgpha, na rozdil od&iné O-
glykosylace, v endoplazmatickém retikulu. Fukosyisferazy katalyzuji fpnos Fuc
z donoru GDP-Fuc nauazné akceptorové molekuly-oligosacharidy, glykopirote a
glykolipidy. Fukosylované struktury se&astni celéady biologickych a patologicky proaes
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v eukaryotickych organizmech. Mez pati nag. vyvoj tkani, angiogeneze, btima adheze
(Ma a kol. 2006).

Neobvyklou O-glykosylaci je O-GIcNAc glykosylacea@ba jediného GIcNAc na
serin/threonin), ktera probih&a v cytoplazm jade buiky a neni trvale statickou modifikaci.
Podob# jako fosforylace /defosforylace protéise podili na regulaci transkéimch aktivit,
enzymatickych aktivit, ochr&npied degradaci proteinproteazomem apod. (Guinez a kol.
2005).

3.2.3 Richyceni proteina k membréné

Zpusob gichyceni protein k membras maze odrazet jejich funkce v hoe. Proteiny
mohou byt pichyceny k povrchu membrany, zaeay do membrany a nebo prochazeji celou
dvouvrstevnou fosfolipidovou membranou (integramembranové proteiny). Integralni
membranoveé proteiny maji jeden nebo vice segimprmichazejici skrze hydrofobnitest
membrany. ¥tSina vigjSich proteiri neinteraguje fimo s hydrofobnim g&dem, ale vaze se
piimo pes interakci s lipidovou polarni hl@kou nebo neffmo pomoci interakce
s integralnimi membranovymi proteiny. Vyjimku #Wakupina proteif, které jsou kotveny
pomoci GPI (viz vySe). Sacharidy a mastné kysethgazené v GPI kotvach se odliSuji
v zavislosti na typu proteinu (Ferguson a Williah®88, Havercroft 1990).

3.3 Proteiny rozpoznavajici sacharidy
Pro interakce se sacharidy se jako receptory fugiatpredevSim proteiny

(imunoglobuliny, lektiny). Imunoglobuliny jsou prakitem adaptivniho imunitniho systému a
rozpoznavaji i antigeny nesacharidovétiwquu. Na druhou stranu lektiny (viz. dale) vazou
jen sacharidy a to s vysokou specifitou, nevznikagjhosti adaptivniho imunitniho systému
organizmu. Diky své velké specHitjsou lektiny vyuZzivany v nejzrejSich odwtvich
biologického vyzkumu. Interakce sacharidu s pra&einjsou realizovany prastdnictvim
nekovalentnich interakci (napvodikova vazba, nepolarni a iontova interakcegjiehz
prabéhu nedochazi k transformaci sacharidu.

3.3.1 Charakteristika lektina

Lektiny jsou proteiny neenzymoveé a neimunoglobuliapovahy, schopné specificky
rozeznavat a reverzibinvazat sacharidytavolné nebo vazané na lipidy nebo proteiny.
Kazdy lektin obsahuje typicky dvnebo vice domén rozpoznavajicich sacharidy (tzv.
carbohydrate recognition domain, CRD)ignymi specifitami. Nkteré lektiny mohou vedle
CRD obsahovat i vazebné misto pro nesacharidowandignap. pro elastin (Ni a Tizard
1996, Barondes 1988).

Lektiny se @astnifady bur¢nych aktivit, mezi které p#tnag. aglutinace, adheze,
migrace, aktivace, diferenciace a apoptéza (Ni zarti 1996). V &kterych pipadech se
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Gcastni fagocytozy jako opsoniny (Zelck a Becker 1992ktiny byly objeveny u &sSiny
zkoumanych skupin organiZmod viti a bakterii pes rostliny az k zivéicham. VétSina
znamych lektid je rostlinného pvodu (Sharon a Lis 2007).

Rozdleni lektini do &i hlavnich skupin (C, S a P) se provadi na zakfaarovnani
primarnich sekvenci CRD domén (Drickamer 1994 eitdle Ni a Tizard 1996), ale lektiny je
mozné dlit i na zaklaa jinych vlastnosti, nap podle povahy sacharidovych ligand

Patetrg nejvice zastoupené jsou lektiny C-typu, které prierakci se sacharidy
vyZaduji gitomnost vapenatych ialni{Drickamer 1988). Tento typ lekiinse na zakladsvé
lokalizace a specifity dale¢tl do nékolika podskupin. Hkladem jsou selektiny, ifiomné
na endotelovych hikach a leukocytech, kolektiny a endocytické lekff@ummings a Smith
1992, Ni a Tizard 1996). Lektiny S-typu (galektimgvyZaduji kationy pro svou aktivitu, ale
jsou ¢asto zavislé naifiomnosti redu&niho ¢inidla. Tato rodina lektit je specificka prdg-
galaktosidy (Drickamer 1995). P-typ lekiije specificky pro rozpoznavani D-manosa-6-
fosfatu a slouzi pro nasmovani lysozomalnich enzyimz Golgiho komplexu do lysozam
(Ni a Tizard 1996). K Ziv&isnym lektimim dale pafi nag. lektiny I-typu vazajici kyselinou
sialovou, a pentraxiny (Loris 2002).

3.3.2 Vyuziti lektina

Znaené derivaty lektih (radioaktivni, fluorescami atd.) jsoucasto pouzivané
k detekci, izolaci a strukturalnim studiim glykomioi, studiu glykosylace proteiin
charakterizaci sachafidna buikdch a bu&nych organelach, apod. Lektiny nabizigdu
vyhod, mezi které p#tnag. rychla dostupnost, vysoka stabilita a odliSnagpa. (Sharon a
Lis 2007).

Specifické interakce makromolekul nebo Bkirs lektiny jsou dkazem, Ze dané
struktury obsahuji sacharidy. Lektiny mohou byt ¢amey celoufadou zgisohbi, naf.
fluoresceini znaeni-fluoresceinem, rhodaminem, radioakdivft*), navazanim enzymu
(nap. alkalicka fosfatdza) apod. (Sharon a Lis 2007).

Fluorescetine znaené lektiny (fluoresceinem-FITC) byvaji rap vyuzivany
k identifikaci a vzajemnému druhovému i stadidlnirporovnani sacharidové sloZeni
glykokalyxu motolic. U cerkarii schistosom byla pclwova glykosylace popsana mapi
Schistosomanansoni(Linder 1985), Trichobilharzia szidati(Hordk 1995, Hordk a Mikes
1995, Horak a kol. 1998b, Podhorsky a kol. 200R)regenti (Blazova a Horak 2005,
Podhorsky a kol. 2009) & franki (Podhorsky a kol. 2009).
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4 Glykokalyx cerkarii schistosom

Zmeny v kvantitativnim a kvalitativnim sacharidovémozéni glykokalyxu u
jednotlivych stadii Zivotniho cyklu schistosom smivs adaptaci k Zivotnimu préstli. Ve
vodnim progiedi glykokalyx zprogedkovava svym majitéim osmotickou ochranu, zatimco
uvnité tél hostiteli interaguje s imunitnim systémem rozpoznavajicichaadové molekuly.
Velkd rozmanitost ve sloZeni povrchovych molekula¢md ovliviiuje interakce mezi
hostitelem a parazitem (Boswell a kol. 1987). Gkddgx tak gedstavuje nepostradatelnou
strukturu pro své majitele. Tato kapitola je z&ema na ultrastrukturu, molekularni sloZeni,
funkce, vznik a odvrhovani glykokalyxduipransformaci cerkarii schistosom.

4.1 Vznik glykokalyxu cerkarii schistosom

Glykokalyx je syntetizovan v Golgiho komplexectbsgumentalnich bwk cerkarii
a translokovan na povrch cerkéarie elektron-densni&aiky. Tento postulat je podpen
identifikaci sacharitél ve v&cich barvenim metodou PATCO (periodate-thiocarbodmide-
osmium), ktera shodrbarvi v&ky i glykokalyx na povrchu cerkarii (Stein a Lumade973).
Glykokalyx pravépodobr vznika polymerizaci jednoduchych podjednotek, aagomu je
depolymerizovan i transformaci cerkarie na schistosomulum (Cauwlfaekol. 1987, 1988).

Glykokalyx je gitomen az od stadii cerkarii, ktera maji na svémrgu vyvinuty
pravy tegument a maji prodlouzeny ocasek, od chkig uz neni embryo kryté primitivnim
epitelem (Stein a Lumsden 1973, Caulfield a kol88)9 Glykokalyx se tedy objevuje na
povrchu cerkarie az v pogdich fazich vyvoje, odpovidajicich stadiim 6 nebdpodle
klasifikace Cheng a Bier 1972 viz str. 6), jak ulj@zimunofluorescemi znaeni cerkarii
izolovanych z daénych sporocyst, kdy p@teini stadia toto zrigni postradaji. iftomnost
antigeri glykokalyxu jen na povrchu cerkarii, a nikoliv \atrix zarodénych komirek nebo
v tkanich plze, dokazuje, Ze glykokalyx neni vyeréprodukty bugk stn sporocyst nebo
hepatopankreat plzt, ale samotnymi cerkariemi. S postupnym dozravatégumentu se
zwtSuje i sila glykokalyxu. Ten je nejs#iSi tehdy, kdyZ uz je na tegumentu velké mnozstvi
tegumentalnich tiin(Caulfield a kol. 1988, Horak a kol. 1998b).

4.2 Ultrastruktura glykokalyxu cerkarii schistosom
Ultrastruktura glykokalyxu cerkaris. mansonibyla zkoumana pomoci transmisniho
(TEM) a skanovaciho elektronového mikroskopu (SENB.zaklad téchto studii se zda, ze
glykokalyx je slozen z fibril &astic (Samuelson a Caulfield 1985, Caulfield a kéB7).
Cerkarie studované pomoci SEM (Obr. 11) byly fixe¥abul’ glutaraldehydem
spolg&né s osmiem nebo jinymi aldehydy s naslednou postfixamiem. V obou ffijpadech
pouzité fixace se ukazuje, Ze glykokalyx je husta sdoZzena z 15-30 nm fibril &astic
s prtaimérem 20-50 nm, ktera pokryva povrch cerkarigetws tegumentalnich tiin Na ocasku
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cerkarii je pitomnd stejna fibrilarni gijako na &le cerkarie, ale tet a s viditelnymi konci
trnt. Terti glykokalyx se také nachazi na ventraliispvce (Hockley 1970 citace dle
Hockley 1973, Samuelson a Caulfield 1985). Glykgkaleni gitomen pes otvory vyvod
penetrénich zlaz a fes senzorické papily (Robson a Erasmus 1970 @tHdickley 1973,
Morris 1971).

Caulfield a kol. (1987) ukazali, ze fibrily jsoutwgiené z polymer 20-50 nmcastic.
Tyto wtSi ¢astice jsowasto sloZzeny z menSich podjednotekismgrem 15-20 nm. Sily, které
drzi polymerni fibrily pohroma# nejsou pravébodobré kovalentni, protoze glykokalyx je
mozné ziskat fenolovou extrakci.

V piipact studia TEM (Obr. 12) byly cerkarie preinkubovan&R® (IgG protilatky
ziskané z kralika hyperimunizovaného cerkari@nimansor), fixované ve srisi niznych
aldehydi, negastji formaldehydu a glutaraldehydu (s obsahend’ iyseliny tislové nebo
rutheniovécervert) a postfixované osmiem. Glykokalyx byl poté poz@mwo jako 1-2um
silna fibrilarni s’ tvofena 8-15 nm fibrilami (Samuelson a Caufield 198&)zdily v délce
fibril jsou pravdtpodobré dany pokovenim povrchu cerkarii tenkou souvislostwou kovu
(zde zlato nebo palladium) u vzdripro SEM, a proto maji fibrily spiSe délku 8-15 mez
15-30 nm (Samuelson a Caulfield 1985).

Obr. 11. Fotografie z SEM, glykokalyx je fibrilarstruktura, slozena z 15-30 nm fibril a
¢astic s pimérem 20-50 nm (v krouZku) (Samuelson a Caulfield5)98
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Obr. 12. Fotografie povrchu cerkarie z TEM, glykiyika(g) (detekovan pomoci IRS), pod
nim tegument (t), extracelularni matrix (ecm), gvahu) a subtegumentalni tiky (tcb)
(Samuelson a Caulfield 1985).

4.3 Molekularni slozeni glykokalyxu cerkarii schisbsom

Glykokalyx cerkarii S. mansoni je komplexni struktura sloZzenaiedevsim
z glykoproteiri a glykolipidi. Hlavni sloZka glykokalyxu cerkéarii ma molekulovbmotnost
piesahujici 5x1DDa, ale byly zji&tny i dalsi mensi povrchové glykoproteiny s molekoio
hmotnosti 15-220 kDa (Caulfield a kol. 1987, Daltarkol. 1987). Glykokalyx obsahuje
piedevsim sacharidy (82%) a malé mnozstvi praté€i8%) (Caulfield a kol. 1987). Xu a kol.
(1994) ukazuji, Ze po#n sacharid k proteimim je az 300:1. Velké mnoZstvi sachérid
zakryva peptidové kostry, a proto je glykokalyxiséantni proti gkterym proteazam. Tato
vlastnost je dlezita pro peziti cerkarii v jejich firozeném Zivotnim progtdi (Nanduri a kol.
1991). Glykany glykokalyxu jsou ne&gjsgji pripojené k serinu nebo threoninu proteifO-
glykosylace) pes GalNac na redukujicim konci (Nanduri a kol. 19900 a kol. 1995).

Glykokalyx je ziskavan z cerkarii fenolovou extthka kombinaci velikostni a
lektinové (otus a Anguilla lektin) afinitni chromatografiie na Sepharose CL-@Banduri a
kol. 1991, Xu a kol. 1994). K charakterizaci glylabku byly pouzity metody (nd&p
nuklearni magnetickd rezonance, chromatografieenkét vrst¥), které slouzily k objasmi
vlastnosti glykokalyxu, fedevSim sacharidového slozeni¢chBm zndeni glykokalyxu
Caulfield a kol. (1987) a Nanduri a kol. (1991) pitiuk oSeteni jodistan - triboritan sodnou
redukci, a proto glykokalyx nemusel byttitomen v nativnim stavu. Xu a kol. (1994) tento
krok ve svych pokusech vynechali.

Glykokalyx cerkariiS. mansoniobsahuje hodnFuc reprezentujici vice nez 50% vSech
sacharid (Nanduri a kol. 1991, Khoo a kol. 1995). Mezi dat&charidy vyskytujici se
v glykokalyxu cerkériiS. mansonipati Gal, Glc, GIcNAc a GalNAc. Fuc, Gal, GalNAc a
GIcNAc se nachazeji v molarnim pdm 3:1:1:1 (pozgsi studie udava 5:1:1:1) (Xu a kol.
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1994, Khoo a kol. 1995). Caulfield a kol. (1987)adV jeS¢ piitomnost Man. Htomnost
sialovych kyselin nebyla prokdzana (Nanduri a k8P1).

Data z nuklearni magnetické rezonance (NMR) ukazajgalaktosamin a glukosamin
se vyskytuji ve ford N-acetyli. NMR spektrum ukazuje nafippmnosta i f spojeni ve
struktue glykokalyxu (Xu a kol. 1994). &Sinu aminokyselin v proteinech glykokalyxu
reprezentuji serin, threonin, glycin a kyselinatgfoova (Caulfield a kol.1987).

Nanduri a kol. (1991) pozorovali rozdily mezi glgytaci €la a ocasku cerkaris.
mansoni Lektiny specifické pro Fuc se vazaly jen @k tcerkarii (na dostupnou terminalni
neredukujici Fuc), ale ne na océasky. Glykokalya tcerkarie je bohatSi na Fuc nez
glykokalyx ocasku, ktery obsahuje h@d@lc. Glykokalyx nese celkovy zaporny naboj, ktery
je VtSi na ocasku nez ndd cerkarie. OdliSné slozeni sacharimcasku adicka cerkarii se
odrazi i vazbou protilatek, protoze ocasek nepajeetdo definitivniho hostitele a ani
nesvléka glykokalyx &hem transformace (Samuelson a Caulfield 1985, 1986)

Také cerkarie Trichobilharzia szidati T. regentj T. franki a Schistosoma
margrebowieiobsahuji na svém povrchu Fuc (Daniel a kol. 18824k 1995, Hordk a Mikes
1995, Podhorsky a kol. 2009). Fuc se jevi jako aktaristicky sacharid vyskytujici se
v glykokalyxu cerkérii schistosom, ale nevyskytag v glykokalyxu cerkérii jinych skupin
motolic (Horadk a Mikes 1995).

Na zaklad fluorescené znaenych lektimi byla popsana glykosylace povich
cerkarii i jinych druld motolic — nap. Echinostoma revolutum Diplostomum
pseudospathaceuntSrovnani glykosylace povréhcerkarii 9 drufi motolic je shrnuto
v tabulce 1. | u jinych motolic byly pozorovanyzdily mezi glykosylaci ocasku alicka
cerkérie, nap u druhuD. pseudospathaceuse odliSujedicko a ocasek cerkarie ve vazb
lektinu WGA (UpIné nazvy lektiinjsou uvedené pod tabulkou), ktery specificky razpva
GIcNAc nebo ve vazblektinu HPA rozpoznavajiciho GalNAc. Oba tyto lelgtse vazou
k t¢lu, ale ne k ocasku cerkarie (Horak a MikeS 19%gdobny efekt byl sledovan i Tu
szidativ odliSné vaz® lektint WGA a SBA (Horak 1995).

D. pseudospathaceum motolice z¢eledi Diplostomatidae, jeji cerkarie stejjako
cerkarie schistosom penetruji do svého hostitethiS@i se od schistosom tim, Ze nepenetruji
do definitivniho hostitele, ale do druhého mezile (pedevsim ryby a obojzivelnici).
PovrchD. pseudospathaceusilné reagoval s lektiny se specifitou pro GIcNAc (WG&al
(PNA, RCA-I), GalNac (HPA, SBA) a slajp s lektinem specifickym pro Man/Glc (PSA)
(Hordk a MikeS 1995). Porovnani glykosylace povurdaterkarii druli T. szidati a D.
pseudospathaceufstudie Horak a MikeS 1995) ukazuje shodu ve va&dsti lekti (BS-II,
ConA, PSA, RCA-I, SBA, WGA). Porovnar. pseudospathaceumT. regenti ukazuje
shodu ve vazbtii lektind (PSA, RCA-I, WGA), <T. franki ve vazlg ¢ty lektina (PSA, RCA-
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I, SBA, WGA) a seS. mansonise shoduje ve vaglgtyr lektind (HPA, RCA-I, SBA, WGA)
(Linder 1985, Horak a Mikes 1995, Podhorsky a ROD9).

Tabulka 1: Porovnani glykosylace powviidila cerkarii 9 druh motolic pomoci 13
fluorescekiné znaenych lektirei. Shrnuti Sesti studii.

Lektin | Sm.' [Ts*** Tr.>° | T£° | Er.® | Psp® | Hc.® | Ea® | Dp.°
BS-II + - 0 0 - - ++ ++ -
ConA + -[++ + + - + ++ ++ -
HPA + - - - ++ ++ ++ ++ ++
LCA 0 ++ + ++ - - - ++ -
LTA - ++ ++ ++ 0 0 0 0 0
PNA - -[+ - - ++ ++ ++ - ++
PSA 0 ++ ++ ++ - - - ++ +
PWM 0 +F 0 0 0 0 0 0 0

RCA-I + ++3 + ++ ++ ++ - - ++
SBA + +/- - + ++ ++ ++ + ++

UEA-I| - + ++ ++ 0 0 0 0 0
WGA + ++/+ + + ++ - ++ ++ ++
TPA 0 ++ 0 0 - - - - -

Reakce lektini: ++ silna reakce, + slaba reakce, + velmi slab&aea- Zzadna reakce, 0
netestovano, f nespecificka reakce.

Lektiny: BS-Il — Bandeiraea simplicifolialGIcNAc), ConA —Canavalia ensiformiga-D-
methylmannopyranosid — MetMan,-D-methylglukopyranosid — MetGlc), HPA Helix
pomatia(GalNAc), LCA —Lens culinaris(MetMan, MetGlc), LTA —Lotus tetragonolobus
(Fuc), PNA —Arachis hypogaedGal), PSA —Pisium sativum(MetMan, MetGlc), PWM —
Phytolacca american#oligo-GIcNAc), RCA-I —Ricinus communi¢laktosa — Lac), SBA —
Glycine max(GalNAc), UEA-I —Ulex europaeugFuc), WGA —Triticum vulgaris (oligo-
GIcNAc), TPA —Tetragonobulus purpureal-uc). V zavorkach jsou uvedené sacharidové
inhibitory jednotlivych lektird.

Zkoumané druhy motolic: Sm. —Schistosoma mansgfi.s. — Trichobilharzia szidatiT.r. —
Trichobilharzia regentiT. f. — Trichobilharzia franki, E.r. — Echinostoma revolutuni.sp. —
Paryphostomunsp., H.c. — Hypoderaeum conoideyrik.a. — Echinoparyphium aconiatum
D.p. —Diplostomum pseudospathaceum

Citace: * Linder (1985),%> Horak 1995.% Horak a Mike$ (1995)? Horak a kol. (1998b),
® Blazova a Horak 2005 Podhorsky a kol. (2009).
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Glykosylace povrch tél cerkarii drutii T. regentia T. szidati byla popsana fad
praci (Horak 1995, Hordk a Mikes 1995, Hordk a Ki#98b, Blazova a Horak 2005,
Podhorsky a kol. 2009). Porovnanim studii byly dehg zn&né rozdily ve
vazl® identickych lektiri na povrch cerkaril. szidatia T. regenti(v tabulce neni ukdzano).
Rozdily mohly byt zpsobeny odliSnym zpracovanim materidlu nebo pouZji@ Sarze
lektind. Publikované vysledky glykosylace povicberkariiT. szidatise vyznamaé liSily ve
vazl® lektini ConA, PNA a SBA, ale i intenzitou reakci lektinag. WGA (viz. tabulka).

Na zaklad studie Podhorského a kol. (2009) cerkdrieszidatina swij povrch silrg
vazaly lektiny se specifitou pro L-Fuc (LTA, stabEA-I), pro Man/Glc (PSA, LCA, ConA)
a pro GalNAc/Gal (RCA-I, JAC, sl@abPNA). U cerkariiT. regentibyla zjiS€na silna vazba
lektini se specifitou pro L-Fuc (LTA, UEA I), pro Man/GI®SA, LCA, slab ConA) a
GalNac/Gal (RCA-I, JAC). Krom lektinu PNA, u kterého se jednalo jen o velmi slab
vazbu, byla zji&na& vazba lektith u tchto dvou druh identickd. Glykosylace povrchu
cerkarii T. franki se velmi podobala glykosylacigdeslych dvou druh CerkarieT. franki
siln¢ vazaly lektiny se specifitou pro L-Fuc (LTA, UEA-pro Man/Glc (PSA, slabConA a
LCA) a GalNAc/Gal (JAC, slabRCA-I). OdliSna reakce byla ziskana s lektinem SB#ry
rozpoznaval povrch. franki, ale ne povrch dvouredeSlych druth Na zaklad reakci lektiri
s povrchy cerkariiéchto # druhi nebyly nalezeny signifikantni rozdily a proto sk zyt
povrchova glykosylace roddrichobilharzia uniformni. Naproti tomu lektinova analyza
cerkarii roduSchistosoma Trichobilharzia ukazuje na odliSny motiv glykosylace — a to ve
vazl® lektini LTA, HPA, UEA-I. (Linder a kol. 1985, Podhorskykal. 2009).

4.3.1 O-glykany

Detailni strukturdlni studie glykokalyxu ziskanéha@erkérii S. mansonifenolovou
extrakci a naslednlektinovou afinitni chromatografii ukazaldigemnost velmi heterogenni
skupiny vysoce fukosylovanych O-glykiarjejichz velikost se pohybuje od 12 do vice nez 60
sacharidovych rezidui (Obr. 13). Maji neobvyklouakici se trisacharidovou strukturu
[-3GalNAPB1—4GIcNAGg1— 3Gahl—],, kterd tvai oporu oligosacharidu. Tri- aZz penta-
fukosylované epitopy jsou neseny na dvou typechedsivych struktur, typ 1:
R—Galpl—3GalNac a typ 2: R-Galpl—-3(R—GIcNAcBl—6)GalNac. Vazou se na jejich
interni GIcNAc a terminalni GalNAc (Khoo a kol. )9

Heterogenni polyfukosylace O-glykamprispiva k jejich strukturalnitiznorodosti. K
té dale pispiva i izny paet opakujicich se trisacharidovych podjednotek zdkan O-
glykanu a pitomnost nebo absence glykosylovyettzci na 6-rameni (vznika hiilinearni
nebo ¥tvena stedova struktura). Jeditigost O-glykad glykokalyxu spéiva v opakovani
LacdiNAc (N,N’-diacetyl laktosamin, GalNgt—4GIcNAc), které jsou oddené Gal, a
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proto netvaéi poly-LacdiNAc. Vyskyt Gal uvnitiettzce je neobvykly, protoze galaktosylace
obvykletettzce glykari zakortuje a ne prodluzuje (Khoo a kol. 1995).

Tyto vysoce fukosylované O-glykany jsou rozpozngvamonoklondlni protilatkou
(mAb) namfenou proti epitopu v glykokalyxu cerkaid mansoni(Dalton a kol. 1987).
Imunolokalizace touto mAb ukazuje, Ze tyto fukosyné epitopy byly exprimovany na
povrchu cerkarii a nav transformovanych schistosomul, ale ne na povrchspitich
schistosom (Koster a Strand 1994 cit. dle Khoola2@01).

tFucal —2Fucal —[3GalNAcpl—4GlcNAcPl—3Galal —] _, 3GalNacpl —4GlcNAcp1
3 T 3 T )
+Fucaol —2Fucal —2Fucal +Fucal 3GaJN acol-SER/THR

+Fucel —2Fucal —[3GalNAcpl—4GIcNAcpl —3Galal],., 3GalNAcPl—4GIcNAcpl—3Galpl
3 3

tFucal —2Fucal —2Fucal t+Fucal

Obr. 13. O-glykany z glykokalyxu cerkaBi mansoni{Khoo a kol. 1995).

Pomoci lektinové chromatografie byly také izolovaygoce fukosylované O-glykany
s mensim pi&tem glykosylovych zbytk, které jsou oft zaloZzené na &dovych strukturach
typu 1 a 2. Nejmensi struktura O-glykanu byla defima jako GalINAR1—4GIcNACB1—
3GaPBl—3GalNAc s 2 az 4 Fuciipojenymi k terminélni LacdiNAc (Obr. 14). NejmenSi
struktury postradaji roz&ni z C6 GalNAc a opakujici se podjednotkityisacharidova
kostra s maximakh 4 pipojenymi Fuc). Nejmensi &vena struktura ma igpojen dalSi
LacdiNAc na C6 GalNAc s maxima8 navazanymi Fuc (Huang a kol. 2001).

+Fucal—2Fuca

3
/.3 GalNAcBl—4GleNAcpL

+hFucal —2Fucal * g GalNAc
s 3GalNAcp1 —>4GTICNA08 1—3Galpl /
3

*hucul —2Fucal

+Fucal—2Fuca

Obr. 14. Vysoce fukosylované O-glykany s menSinitgra glykosylovych zbytk z cerkarii
S manson(Huang a kol. 2001).

Analyza extraki glykoproteini z cerkériiS. mansonj které se nevyvazaly na lektin
Anguilla anguillabéhem afinitni chromatografie vedla k identifikaci m$é&ch O-glykan s
neobvyklou gtedovou strukturou a N-glykénse stedovou xylosylaci. Tyto 2 typy
glykoproteini obsahuji velké mnoZstvi Lewis X antigen na termningozici(Le, CD15,
Galpl—4[Fual—3] GIcNAcB1—) (Obr. 17) (Huang a kol. 2001, Khoo a kol. 2001).

Huang a kol. (2001) charakterizovali nové skupimglgkani jednodussSiho slozeni,
v rozmezi od 2 do 10 glykosylovych zbgtkTyto O-glykany nejsou vysoce fukosylované a
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maiji jiny typ stedové struktury, ktery dava vzniknout jak monoaabeim, tak biantenalnim
strukturam. O-glykany jsourpojeny k peptidm pres GalNAc na redukujicim konci, vyiva
tak bul’ linearni R~3GalNAc nebo ¥tvenou R—3(R,—6)GalNAc strukturu (Obr. 15).

Tyto jednoduché O-glykany nejsou zaloZzeny na obyalkltypech sedovych struktur
(viz. vyse), ale maji jiny typ sdové struktury, R>3(xGaBl—6)Gapl—3(R—3GapB1—6)
GalNAc. R miZze byt L&, LacNAc (N-acetyllaktosamin, G#l—4GIcNAc) nebo samostatny
GIcNAc. Tato stedova struktura se praygbdobr nachazi i v O-glykanech cerkarg
haematobiuna S. japonicum(Huang a kol. 2001).

+Fuca

-‘ |

3y
Galpl—4GleNAcp1—3Galpl

+
Galply ¢ $ GalNac
Galpl—4GleNAcB1—3Galpl /
3

+Fucao

Obr. 15. Mensi O-glykany cerkérh. mansonizaloZzené na nové ietlové struktte s
navazanym L& Vétveni 6-ramena e chylét nebo niiZze byt prodlouZeno samostatnym
Gal (Huang a kol. 2001).

4.3.2 N-glykany

N-glykany cerkariiS. mansoni (Obr. 16) aS japonicumse z velké&asti nevazou na
lektin Anguilla anguillapti afinitni chromatografii (Khoo a kol. 2001).

Struktury N-glykari cerkarii S mansoninesou f2-xylosylaci a a6-fukosylaci na
stredu seiemi manosovymi zbytky. &Sina €chto glykari nese terminalni Le ktery mize
byt také nefimo pipojen ke stedu ges GIcNAc. Hlavnimi slozkami jsou tak dvojice
xylosylovanych a nexylosylovanych zkracenych, hgbith a komplexnich igdovych tyf
a6-fukosylovanych struktur, s dominantnim termindnie‘ na neredukujicich koncich
mono- a biantenalnich struktur (Khoo a kol. 2001).

N-glykany cerkariiS. japonicumse znan¢ podobaji N-glykafim cerkariiS. mansoni
maji terminalni L& epitop, na $edové struktie nesoun6-fukosylaci, ale postradaji2-
xylosylaci (Khoo a kol. 2001).

N-glykany schistosomul a dodpu S mansonia S japonicumse odliSuji od N-
glykani cerkérii v signifikantd vétSim mnoZstvim oligomanosovych a fukosylovanychmli
manosovych struktur a néfmmnostif2-xylosylace sedové struktury (Khoo a kol. 2001).
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Obr. 16. Navrhovana struktura N-glyKacerkariiS. mansoniKhoo 2001).

4.3.3 Glykolipidy
Glykolipidy izolované z cerkaris. mansonibyly rozctleny pomoci chromatografie na
tenké vrst¢. Glykolipidy byly vizualizovany chemicky (barvendrcinol/H,SQ,) nebo
prostednictvim imunozn&ni protilatkami ze sér mysi s chronickou nakafunansoni
nebo pomoci mysi mAb anti-CD15 (Weiss a kol. 198%uhrer a kol. 2000). Mezi
pievladajici chemické struktury glykolipidcerkariiS. mansoni s disacharidovou igdovou
strukturou GalINAf1—4Glcl— pati (Makaaru a kol. 1992, Wuhrer a kol. 2000):
1. GalNAd31—4Glcl—ceramid
2. GIcNAcB1—3GalNAd31—4Glcl—ceramid
3. Gall—4GIcNAB1—3GalNAgi1—4Glcl—ceramid
4. Galpl—4(Fual—3)GIcNAg1—3GalNA31—4Glcl—ceramid (pentasacharidova
struktura s L8
5. GaPBl—4(Fuml—3)GIcNA1—-3GIcNAB1—3GalNAg31—4Glcl—ceramid
(hexasacharidova struktura s‘).e dfive nepopsan u schistosom
6. Fuml—3GaBl—4(Fuml—3)GIcNA1—-3GalNAB1—4Glcl—ceramid
(hexasacharidova struktura s pseudo-Lewis Y [psdeoFuaml—3Gal])

Glykolipidy exprimovanéS. mansonijsou vysoce antigenni struktury. Struktury lee
pseudo-Léjsou exprimovany cerkariemi, ale ne délsp (Weiss a kol. 1986, Wuhrer a kol.
1999, 2000). Futl—3GaBl—4(Fual—3)GIcNAc— (pseudo-L® je strukturalni izomer
Lewis Y epitopu (L& Fuml—2GaPpl—4(Fuaml—3)GIcNAc—), kde se Fuc vaze k Gal ve
3. pozici, zatimco vifjpac Le’ ve 2. pozici, proto je také nova struktura naza@seudo-
Le¥ (Wuhrer a kol. 2000).

Cerkarie exprimuji glykolipidy podobné&rn exprimovanym vajky S mansoni
OdliSuji se od nich vitomnosti velkého mnozstvi terminalni a 3-substiare Gal, ktera se
v glykolipidech vajéek nenachézi. U glykolipid vajicek se rovaz vyskytuji odliSné N-
acetylnexosaminové kostry. U cerkarii se pggpatiobrt nachazip4-galaktosyltransferaza,
ktera se Gastni galaktosylace — biosyntézy glykolipiderkarii. Galaktosylace ime byt
doprovazena fukosylaci za tvorby lsruktur (Khoo a kol. 1997a, Wuhrer a kol. 2000).
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4.3.4 Lewis X antigen

Le* antigen je pedevsim dleZitou sowasti povrch riznych lidskych i mySich buk,
kde se podili na bénné signalizaci (Fox a kol. 1983). Byl také idetiivan jako
dominantni epitop cerkarb. mansonj ktery mize byt nesen na N-glykanech (Khoo a kol.
2001), O-glykanech (Huang a kol. 2001) a glykolgad (Wuhrer a kol. 2000). Na zakéad
pouziti mAb specifické pro emiZzeme sledovat vyskyt tohoto epitopu u st&liimansoni
Le* byl takto detekovan na povrchu délgh schisotom a transformovanych schistosomul,
na glykoproteinech vajek, na vyvodech acetabularnich zlaz, na oralnirdréai gisavce
cerkarii (Srivatsan a kol. 1992, Koster a Stranéli418it. dle Khoo 2001, Khoo a kol. 1997b,
Nyame a kol. 1998, van Remoortere a kol. 2000).isga$omy ho fihodreé vyuZivaji jako
mimikry a unikaji tak imunitnimu systému hostitéuhrer a kol. 2000). Dal3i funkci L.
regulace imunitni odp@di hostitele (viz dale).

Z reakce mADb proti Leje zZejmé, Ze je fitomen i na povrchu cerkarii, nicmgéje
pravdépodobré maskovan vysoce fukosylovanymi strukturami glydgka (Huang a kol.
2001, Khoo a kol. 2001, Wuhrer a kol. 2000). Negvimunopatogennich aktivit glykan
schistosom je ifisuzovano vagkum, ale i invadujici cerkarie, které jsou krdpritomného
imunopotentniho glykokalyxu dlezitym zdrojem L& mohou pispivat k vyvolavani
humoralni odpogdi pii infekci (Khoo a kol. 2001).

Gal CH,CH CH,0H GleNAc

HO o 0

[, OH
" /S

HO

Obr. 17. Chemicka struktura Lewis X epitopu.

4.3.5 Biosyntéza glykokonjugéi

Na biosyntéze glykokonjugatschistosom se prawpodobr podili mnoho #iznych
glykosyltransferaz v zavislosti na pestrosti glykmati raznych vyvojovych stadii, zcela
jisté¢ ale nebyly vSechny popsany (Marques a kol. 200XerkariiTrichobilharziasp. (autdi
uvacji T. ocellata ktery pravépodobr neni validni a zda se byt komplexem drukiz.
Rudolfova a kol. 2005) byly identifikovany2- aa3-fukosyltransferazy, které se podileji na
syntéze sekvence Fut—2Fual—3[Gal(NAc)B1l—4]GIcNAc (Hokke a kol. 1998)02-
fukosyltransferaza je zodp&dna za syntézu oligofukosylovanych postrannigttzca
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(Fual—2Fuc—). a3-fukosyltransferaza ses@stni biosyntézy (oligomerické) Leekvence.
(Khoo a kol. 1995, Hokke a kol. 1998). Neelemarok K994) u cerkariTrichobilharziasp.
dale identifikovalip4-N-acetylgalaktosaminyltransferdzu, kter4 se pfpwdobré podili na
syntéze LacdiNAc, iesrgji katalyzuje genos GalNAc z UDP-GalNAc na oligosacharidy,
glykopeptidy a glykoproteiny, které nesou termiggdipojeny-GIcNAc.

Syntéza trisacharidu GalNAt—4GIcNA31—-3Gabh—R, kterd reprezentuje
nefukosylovanowast glykanu glykokalyxu cerkar8 mansoni(Halkes a kol. 1998), syntéza
difukosylovaného GalNAc epitopu jako terminatasti oligosacharidl S. mansoni(Kamath a
Hindsgaul 1996) a syntéza Fle->3GalNa@l—4GIcNagl—3Gabhl—, GalNa@l—4
[Fucnl—3]GIcNACB1—3Gab— a Fual—3GalNa@gl—4[Fual—3]GIcNAcf1l—-3Gab—,
které reprezentuji fukosylované fragmenty oligosaicki glykani glykokalyxu cerkariiS.
mansoni(Agoston a kol. 2002) mohou urychlit vyvoj diagrikgta potencialni vakciny proti
schistosoméze (Cummings a Nyame 1999).

4.4 Funkce glykokalyxu cerkarii schistosom

Jak jiz bylofe¢eno, glykokalyx pedstavuje pro cerkarie motolic velmildzitou a
nepostradatelnou strukturu, kde se odehravaji masadchemické a fyziologické interakce
parazita a hostitele. Tyto interakce vedou k adapti modifikacim u para7iti hostitefi.
Cerkariim poskytuje ochranu proti rfgmivym vrejSim podminkam, fedevsSim vytvé
bariéru mezi vodnim prastdim s nizkou hodnotou osmotického tlakwlanh cerkérie se
zcela odlisSnym osmotickym tlakem (Morris 197Bo svléknuti glykokalyxu se povrch
schistosom rychle adaptuje na predi definitivniho hostitele a schistosomuly jiZz sj
schopné fezivat ve vodnim pragdi. SloZeni glykokalyxu se liSi u jednotlivych wjovych
stadii schistosom, a tak umnge fyziologickou adaptaci séasré se zn¢nou prostedi
(Stirewalt 1963, Morris 1971, Stein a Lumsden 1973)

Glykokalyx se podili na mechanické stabilizaci wbv cerkarie ghem jejiho vyvoje
v mezihostitelském plzi,ips sladkovodni pragtdi az do definitivniho hostitele (Khoo a kol.
1995). Cerkariim prawghodobr poskytuje ochranuipd enzymatickymi sekrety samotnych
cerkarii, enzymy travicich zlaz giza podili se na mechanické ochramoti casticim, které by
jinak povrch cerkarie poSkodily (Hockley 1973). &dkalyx se evidenthpodili na kontrole
permeability povrchu cerkariifipppobytu ve vodnim progdi (Morris 1971, Stein a Lumsden
1973). Souasré se ztratou glykokalyxu dochazi ke zvySeni permigabimembran
schistosomul (Stirewalt 1963). Vytieni glykokalyxu na povrchu cerkarii je moznym
stimulem k uvolgni cerkarii z mezihostitelskych bz protoze dochédzi k redukci
permeability a tim ke sniZzeni absorpce Zivin (Staie 1974).

Glykokalyx je antigenni struktura s imunomoduna aktivitou, je jednim z prvnich
antigeri parazita, ktery je imunitnimu systému definitivmihostitele odhalen (Xu a kol.
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1994, Khoo a kol. 1995). Epitopy glykokalyxu mohbyt detekovany jak monoklonalnimi
protilatkami (mAb) (Harn a kol. 1984), tak protkami, které vznikaji &hem girodni
infekce (Kemp 1970). Navozuje humoralni odgdvhostitele a aktivuje alternativni drdhu
komplementu pravgppodobr bez &asti protilatek. Jeho sviékani vipghu penetrace
piedstavuje vyhodnou strategii Uniku imunitnimu sysiéhostitele (Samuelson a Caulfield
1986, Hussein a kol. 1997). Je schopny vyvolatifgraici B burtk, antigen prezentujicich
burgk (u rekterych linii mysi, které jsou rezistentni Kk prelifitivni stimulaci
lipopolysacharidem), ale nestimuluje proliferacbirek (Xu a kol. 1993, Khoo a kol. 1995,
Hussein a kol. 1997). Glykokalyx je zodgdwny za zpoz&hi hypersenzitivity objevujici se
brzy po infekci. Je rozpoznavan séry z padiemtkazenych schistosomozou (Khoo a kol.
1995). Je také jednou #igin vzniku zasstlivé odpowdi, ktera se odehrava viki hostitele po
penetraci cerkarie, tzn¢astni se vzniku cerkariové dermatitidy (Cummindgéyame 1999).

Klabunde a kol. (2000) ukazali, Ze povrchové sddijacerkarii jsou vazebnymi
ligandy pro ,mannose binding lectin“ (MBL), séroyyotein, ktery je satasti grirozeného
imunitnino systému. MBL mé& velké mnoZstvi sachanjdh ligandi, a proto je schopny
adherovat k $Sin¢ sacharid na povrchu cerkariiln vitro pokusy této skupiny ukazuji, Zze
komplement by mohl byt aktivovantgs MBL cestu, tzv. lektinovou cestu, kterd probiha
podobr jako cesta klasicka (Turner 1996, Klabunde a Z000).

Infekce schistosomami je zndma vyvolanim Th2 typounitni odpoedi a
signifikantni produkci IgE protilatek. Jednim z ig&tori Th2 imunitni odpo¥di je L€,
protoZe indukuje mySi B Iy k sekreci velkého mnoZstvi IL-10 (interleukin)l@
prostaglandinu £ ktery reguluje diferenciaci CD4T-burgk (Th1l typ imunitni odpokdi)
(Velupillai a Harn 1994). Podobnym mechanizmem Ty imunitni odpo¥di reguluje i
glykokalyx (Khoo a kol. 1995). OvSem je vice neavutpodobné, Ze doposud nebyly
odhaleny vSechnygk, kterych se glykokalyxdastni.

4.5 Odvrhovani glykokalyxu cerkarii pri transformaci na schistosomuly
4.5.1 Mechanizmus odvrhovani glykokalyxu

Béhem transformace cerkar& mansonina schistosomulum dochazi i k odvrhovani
glykokalyxu. Mechanizmus odvrhovani je komplexnioges, ktery neni dosud zcela
prozkouman, ale na zakkadhejnizrejSich studii bylo doposud zjito, Ze odvrhovani
glykokalyxu zahrnuje nejméntii mechanizmy: 1) Glykokalyx se na povrchu cerkarii
ztertuje, kdyZz se cerkarie agreguji ve ¥ode sekretovanym obsahem pengtieh Zlaz.
Ztrata glykokalyxu je tedy paténzpisobena Zlazovymi sekrety. 2) 30-50% glykokalyxu je
odvrzeno Bhem prvni hodiny, kdy se vytigi a nasledq odcEluji mikroklky z povrchu
schistosomy. 3) | po ztr&tmikroklka pokrauje odvrhovani cerkarialniho glykokalyxu,
dochazi k uplnému odvrzeni postdprbéhem rekolika peistich hodin. K odvrzeni
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glykokalyxu miZze dojit nejen ké&li Zlazové sekreci, ale také diky periodické b
povrchové membrany, ke které dochazi s fmdem 10-12 hodin (Hockley a McLaren 1973,
Samuelson a Caulfield 1985).

| poté co byl odvrzeny glykokalyx izolovan z médaa stale velkou molekularni
hmotnost, proto je pra¥gdodobné, Ze je svlékanqvazri neporuseny (Samuelson a Caulfield
1982). Naproti tomu Caulfield a kol. (1987) ukéazali, Zeylglkalyx je odvrhovan
v partikularni forng, tedy depolymerizaci glykokalyxu, protoZe jen mééstice a ne celé
fibrily byly nachazeny v médiu po transformaci. kelvyvratit, Ze depolymerizace je
indukovand médiem, ve kterém byla transformace dma in vitro, protoZze ma &si
iontovou silu nez voda. Druhou moznosti je, Ze pasekretuje latky, které depolymerizuji
glykokalyx. Stejni autiv navrhuji, Ze fibrily by mohly byt fyzicky lamanynikroklky do
malych podjednotek.

Po Uplné ztrédt cerkarialniho glykokalyxu z povrchu schistosomatidazi k redukci
vazby protilatek, rezistenci protilatké®v zprostedkovanému zabijeni a krezistenci
schistosomul k zabijeni alternativni cestou komgletm v nepitomnosti protilatek. Proto
ztrata glykokalyxu fispiva k imunitnimu Uniku transformované schistoaty (Samuelson a
Caulfield 1985, 1986, Marikovsky a kol. 1986)i Ransformaci dochézi k velkym zmam
ve sloZeni povrchu,fpdevsim k syntéze mnoha novych latek,inglykoproteiri. Dikazem
muze byt nap. vazba lektinu ConAGanavalia ensiformjs, ktery se vaze jen na povrch
schistosomul, ale ne na povrch cerk&ianansoni(podobr také u roduTrichobilharzig
(Samuelson a Caulfield 1985, Horak a kol. 1998hiSosomuly Bhem svého vyvoje
ziskavaji molekuly hostitele (napantigeny krevnich skupin), které jim poskytujihcenu
pied imunitnim systémem hostitele. ¥kterych gipadech schistosomy syntetizuji na svém
povrchu glykokonjugaty, které jsou podobné hostitgin molekulam (molekularni mimikry)
(Simpson a Smithers 1985, Pearce a Sher 1987, D&li0).

4.5.2 Molekuly podilejici se na odvrhovani glykokagixu

Detekce povrchové transformace pomoci lektin protilatek proti hemaglutinim
cerkarii z&ind na anteriornim koncéla cerkarie, kde vydsji vyvody penetrénich zlaz.
Tato detekce naznaje, Ze pravy obsah penettaich Zlaz se podili na odvrhovani
glykokalyxu (Marikovsky a kol. 1988a, 1990, Fistwisa kol. 1992, Horak a kol. 1998b).
Tato hypotéza je podpena caso¥ synchronizovanym vyskytem svlékéni glykokalyxu,
dalSich ,aktivatol“ komplementu a sekrece serinovych proteaz (28 kb@, kDa)
(Marikovsky a kol. 1988a). &Sina (90-95%) proteolytické aktivity v sekretech
transformujicich se schistosomul jéispzovana 28 kDa proteaze, zbyvajici aktivita 6@ kD
proteaze. 28 kDa proteaza Stipe kasein, Zelatikamgplementové proteiny C3 a C3b, 60 kDa
proteaza Stipe kasein a Zelatinu (Marikovsky a k@88b).

32



Kvalitativni analyzy materidlu z povrchu schistosdrdtipaného &mito protedzami
ukazuji podobny fragmentarni vzor, ktery byl poz@o v samovolé sviekaném materialu
z transformujici se schistosomuly. Proto @iutavrhuji, Ze tyto 2 protedzyippivaji k S¢peni
povrchovych molekul transformujicich se schistosbwdetns glykokalyxu a tak k urychleni
transformace cerkarie na schistosomulum. Jelikoichistosomulum stava po a®esti 28
kDa proteazou méncitlivou k zabijeni komplementem, jéegmé, Ze tato protedza usiaje
povrchové molekuly, které aktivuji komplement. $tip3b komplementové molekuly, které
se vazi na povrch schistosomul a tim zabj aktivaci komplementu a opsonizaci
schistosom (Marikovsky a kol. 1988a).

28 kDa serinova proteaza je ukoVana i z cerkaris. mansonikde byla lokalizovana
za pomoci monospecifické kréliprotilatky v preacetabularnich a postacetabutérilazach,
ale i v samotném glykokalyxu (Marikovsky a kol. D99 Prozatim neni jasné, ve kterém
vyvojovém stadiu je protedza&erena do glykokalyxu. Moznadhem vyvoje glykokalyxu
uvnité zarodeéné konmirky dceiné sporocysty (Caulfield a kol. 1988) anebo oka#npo
uvolreéni cerkéarie z plze, kdy je 28 kDa protedza uvninz penetrimich Zlaz a integrovana
do glykokalyxu. Enzymy fitomné v glykokalyxu mohou katalyzovat spoie se sekrénimi
enzymy svlékani glykokalyxu z transformujicich shistosomul. Pro schistosomyage byt
vyhodné mit které proteazy na nebo uvndlykokalyxu, protoZe se tak stavaji nedostupné
pro inhibitory protedz (ndpol-antitrypsin), které blokuji jejickinnost akci a mohou tak
zabranit svlékani glykokalyxu a transformaci (Maxikky a kol. 1988a, 1990).

U cerkarii se 28 kDa protedza podili nejen na nox@ni glykokalyxu, ale i na
degradaci protein pojivovych tkani a tak podporuje kozni penetrd®n transformaci a
svléknuti glykokalyxu byla tato protedza nalezeagpavrchové membrértransformovanych
schistosomul, které jsou rezistentni k destrukeinitmim systémem. U 28 kDa membranove
proteazy bylan vitro prokdzana degradace komplementovych prot€ia, C3b a C9, a proto
by mohla podporovah vivoimunorezistenciS. mansoniMarikovsky a kol. 1990).

Podle rkterych autol hraje dilezitou roli @i odvrhovani glykokalyxu véapnik.
Predpokladaji, Zze vapnik stimuluje odstfan glykokalyxu z povrchu cerkarie za pomaoci
proteaz, které jsourpppenetraci uvoléné z penetraich 214z (Modha a kol. 1998).

Hypotéza pedpokladajici odvrhovani glykokalyxu pomoci protedatvrzuje, Ze
glykokalyx je kotven do tegumentugs proteiny nebo polypeptidowétzce, které mohou
slouzit jako substraty sekretovanym proteazam (Rkéasky a kol. 1988a). Ale dhkteré
povrchové molekuly cerkarii a schistosomul jsowkot do membrany tegumentiep GPI
kotvu. Tyto povrchové molekuly jsou poté nejspiseliiovany fosfatidylinositol-specifickou
fosfolipazou (Espinoza a kol. 1988, Pearce a S889,1Sauma a Strand 1990).
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5 Zawr

Tato bakal#ska prace shrnuje poznatky z oblasti ultrastruktahemického slozeni,
vzniku a funkci glykokalyxu cerkartieledi Schistosomatidae.

Glykokalyx predstavuje pro cerkéarie nepostradatelnou strukktera jim poskytuje
ochranu ped mechanickymi a chemickymi vlivy préstli. Je slozeny z velkého mnoZstvi
vysoce fukosylovanych O-glykan které byly donedavna povazované za hlavni slozku
glykokalyxu cerkarii, avSak hmotnostni spektronee&xtrakii glykoproteini cerkarii ukazuje
jako hlavni slozku mensi struktury O- a N- glykas L€ epitopem. DalSi nepostradatelnou
sousasti jsou glykolipidy s Lea pseudo Leepitopy. Fukosylované glykokonjugaty jsou
vyznamneé Vv imunitni odp@di hostitele na paraziticky organizmustiklbadem neni jen
glykokalyx, ale také fukosylované epitopy na #edich schistosom, kterd jsou zachycena
v tkdnich hostitele, imunitni odp&¥ na tyto epitopy ma za nasledek tvorbu granulom
Detailni poznani struktury glykokalyxu a poroztmh molekularnim mechanizim pomoci
kterych glykokalyx ovliviuje imunitni systém hostitele tthe potencialé vést k novym
terapeutickym cilm. Jako vhodnym terapeutickym cilem se jevi byukokyltransferazy
podilejicich se na syntézelaoligofukosylovanychietzci glykokalyxu.

Na tuto bakal&skou praci bude navazovat ma diplomova prace, kiede zardfena
na studium glykokalyxu cerkarii gi@h schistosom, konkrétrdruhi T. szidatia T. regenti
Dosavadni vysledky studia glykokalyxu cerkarii gith schistom se tykaji fpdevSim
lektinové charakterizace terminalnich sachanykokalyxu nebé pro kompletni analyzu
glykokonjugati je zapotebi naréné metodiky prace. Cilem diplomové prace bude
charakterizovat mibéh a mechanizmus svlékani glykokalyxu cerkatii fpansformaci na
schistosmuly a studium enzynpodilejicich se na odvrhovani glykokalyxu (katepBi2,
dosud neidentifikované proteazy a lipazy z pewteich 214z, pop hlavové Zlazy).
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