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Abstrakt

VétSina motolic vyuziva ve svém zivotnim cyklu plze jako mezihostitele. Aby v plzi ptezily,
musi u nich efektivné fungovat mechanismy, kterymi se chrani proti obrannym reakcim jeho
imunitniho systému. Nejvyznamnéjsi efektorové bunky, hemocyty, produkuji kyslikové
radikaly, mezi nimiz je jako prvni superoxidovy radikal. P1z produkuje rizné hladiny téchto
radikald v zavislosti na své rezistenci nebo vnimavosti k danému druhu ¢i kmeni motolice.
Motolice se snazi potlacit toxické ptisobeni kyslikovych radikalt produkci antioxidacnich
molekul vCetn¢ superoxid dismutazy, ktera katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu na
peroxid vodiku. Tato dismutacni reakce je prvnim vyznamnym krokem v kaskadé oxida¢niho
vzplanuti. Motolice vyuziva detoxifikacni vlastnosti superoxid dismutazy, které ovliviiuji jeji
prezivani uvniti plze. Na zéklad¢ shrnutych znalosti 1ze vSak konstatovat, ze produkce a
eliminace superoxidového radikélu byla doposud detailngji popséna u velice omezeného
spektra modelovych druhii plz-motolice, a to napt. u Biomphalaria glabrata-Schistosoma
mansoni. Tato interakce pfitom mozna hraje kli¢ovou roli v kompatibilité mezi uvedenou
dvojici organismi a zasluhuje proto vétsi pozornost.

Klic¢ova slova: motolice, plzi, kompatibilita, hemocyty, oxida¢ni vzplanuti, antioxida¢ni

enzymy superoxid dismutaza, superoxidovy radikal

Abstract

Almost all trematodes use snails as the intermediate host in their life cycles. To survive within
the host, they have to efficiently avoid defence reactions of its immune system. The most
important effector cells, haemocytes, produce reactive oxygen species with the first molecule
known as superoxide radical. Various snail species produce different levels of these radicals
in relation to the compatibility with the invasive trematode species. The parasite decreases the
levels of toxic radicals by using antioxidant enzymes including superoxide dismutase which
catalyzes transformation of superoxide radical into hydrogen peroxide. This dismutation
reaction is the first step during the oxidative burst and likely influences survival of trematodes
within the host. Based on the current knowledge the production and elimination of superoxide
radical in relation to the compatibility between snails and trematodes have been described
thoroughly for a few models such as for example Biomphalaria glabrata-Schistosoma
mansoni. However, this interaction appears to play a key role and, therefore, it deserves more
attention in another models as well.

Key words: trematodes, snails, compatibility, haemocytes, oxidative burst, antioxidant

enzymes, superoxide dismutase, superoxide radical
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1.Uvod
Plzi (kmen Mollusca) jsou bezobratli zivocichové s Sirokym rozsifenim a mnoha

adaptacemi k riznému zivotnimu prostredi. Uplatiiuji se také jako mezihostitelé parazitickych
motolic (kmen Platyhelminthes), mezi nimiz nalezneme mnoho vyznamnych paraziti
obratlovct véetné Clovéka. Vztah mezi plzem a motolici probiha uz stamiliony let a je
doprovazeny neustalym evoluc¢nim zapasem mezi obéma aktéry. Plz se snazi eliminovat
motolice, které se pokousi dostat do jeho téla. Zatimco motolice se pokousi infikovat co
nejvétsi pocet plzt a vyprodukovat tak co nejvice stadii, které jsou infekéni pro definitivniho
hostitele. Motolice vyuziva nejriznéjsi modifikace svého Zivotniho cyklus v zavislosti na
hostiteli, zde napiiklad uvadim stru¢ny zivotni cyklus motolice Schistosoma mansoni. Prvni
larvalni stddium, miracidium, se pohybuje ve vodé a patrd po vhodném mezihostiteli. Poté, co
jej nalezne, pronikne do néj a méni se v matefskou sporocystu. V té se asexualné vyviji dalsi
generace larev - dcetiné sporocysty. Kone¢nym vyvojovym stadiem, které se z plzi uvoliuje
a je cerkarie. Plz vSak disponuje proti motolici uc¢innym imunitnim Systémem.
Nejvyznamngj$i imunitni bunky, hemocyty, cirkuluji uvnitf plze a bojuji proti motolici
produkci mnoha toxickych latek, a to kyslikovych radikalt. Kazdy kmen plze produkuje
rizné koncentrace téchto molekul, které také zavisi na jeho staii nebo prostiedi, ve kterém se
nachazi. Motolice odpovida na obranné reakce plze dvéma zpusoby. Bud’ se jim snaZi zlstat
skryta nebo se je snazi svymi obrannymi mechanismy oslabit, ¢asto vSak jde o kombinaci
téchto uvedenych strategii. Mezi tyto obranné mechanismy patii i antioxidacni systém, ktery
eliminuje toxické pisobeni kyslikovych radikalti produkovanych plzem.

Cilem této prace je shrnout dostupné informace o produkci reaktivnich meziprodukta
kysliku u plzi a nasledné detoxifikaci téchto produktid u motolic. Z toho se dale zaméfuje na
produkei superoxidového radikdlu a jeho naslednou detoxifikaci pomoci enzymu superoxid
dismutazy. Shrnuty jsou i modelové druhy plz-motolice u kterych je tato interakce
popisovana. V praci jsou dale zduraznovany faktory, které produkci a eliminaci

superoxidového radikalu ovliviuji, a tedy i kompatibilitu mezi plzem a motolici.



2. Oxida¢éni vzplanuti u plzi po nakaze motolicemi

Oxidacni vzplanuti patii mezi zakladni obranné mechanismy imunitniho systému plza
proti patogenim. Tento mechanismus zajiStuji mobilni fagocytarni bunky zvané hemocyty.
Poté co je patogen hemocytem rozpoznan, dochédzi k oxida¢nimu vzplanuti, které dale probiha
i po jeho fagocytoze v bunécném fagozomu (Dikeboom et al. 1988; Adema et al. 1991; Van
der Knaap et al. 1993). V tomto piipad¢ vsak musi byt fagocytovany objekt primétené velky,
a to napt. jako bakterie. U larvy motolice dochazi kvili velikostnim pomérim nejprve k
enkapsulaci hemocyty, néasledné k oxidacnimu vzplanuti a kone¢né k fagocytdze Casti jejiho
téla (Van der Knaap et al. 1993; Adema et al. 2015).

Cytotoxickymi molekulami oxida¢niho vzplanuti jsou tzv. ROS (reaktivni produkty
kysliku). Tyto molekuly jsou tvofeny pfedev§im membranovym enzymatickym komplexem —
NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) oxidazou (Adema et al. 1993). Popisovany
jsou vsak i dalsi drahy vedouci k produkci ROS, a to naptiklad draha katabolismu xantinu
(Hancock et al. 2001). Mezi molekuly vznikajici béhem oxida¢niho vzplanuti patii vychozi
superoxidovy radikal O2, ktery je pfeménovan na dalsi reaktivni produkty zahrnujici peroxid
vodiku H202, kyselinu chlornou HOCI a hydroxylovy radikal OH™ (Adema et al. 1993; Adema
et al. 1994; Bayne et al. 2001). Produkce reaktivnich kyslikovych molekul neni u v§ech druhi
plzi stejna (Gornowitz et al. 2013), zdlezi na mnoha faktorech vcetné staii jedince
(Dikkeboom et al. 1985). Hlavni cytotoxickou funkci ROS je peroxidace lipidovych
membran, a dale také denaturace proteind nebo nukleovych kyselin (Gornowicz et al. 2013).

Larvy motolic odpovidaji na pfitomnost ROS molekul zvySenou expresi
antioxidaénich enzymt, které je detoxifikuji a snizuji tak jejich toxické piisobeni (Moné et al.
2011; Gornowicz et al. 2013). Tato vz4jemna interakce plz-motolice popisuje koevolué¢ni
vztah mezi parazitem a jeho mezihostitelem (Webster et al. 2001). V interakci plz-motolice
rozeznavame dva zéakladni vztahy. Je-li motolice schopna detoxifikovat letalni hladiny ROS
produkované plzem, jedna se o kompatibilniho parazita (Adema et al. 1994). Opakem je
nekompatibilni parazit, vici kterému je plz rezistentni (Gornowicz et al. 2013).

Oxidaéni vzplanuti bylo zkoumano u mnoha modelovych druhl plzii po nakaze
motolicemi, a to napiiklad u plze Lymnaea stagnalis po nakaze motolicemi Plagiorchis
elegans, P. radiatum, Echinoparyphium aconiatum Diplostomum pseudospathaceum
(Gornowicz et al. 2013) nebo Trichobilharzia szidati (Adema et al. 1994). Z dalSich modela

lze pak uvést plze Radix lagotis a motolici Trichobilharzia regenti (Skala et al. 2014) nebo



plze Biomphalaria glabrata a motolici Schistosoma mansoni (Adema et al. 1994; Hahn et al.
2000; Moné et al. 2011).

2.1. Vyznam a struktura NADPH oxidazy pri oxida¢nim vzplanuti

NADPH oxiddza je membranovy enzymovy komplex zodpovédny za oxidacni
vzplanuti hemocytl (Adema et al. 1993). Jeho lokalizace je u fagocytarnich bunék ptredevsim
na plazmatické membrang, vyskytovat se v§ak mize také na membrané specifickych granuli
nebo na jaderné membrané (Massuko Ushio-Fukai 2006). Struktura i funkce NADPH oxidazy
jsou evolu¢né konzervované struktury. U zivocicht se tento enzym rozdéluje do nékolika typt
lisicich se pfedevsim svou lokalizaci (Sumimoto 2008). Struktura NADPH oxidazy hemocyti
plzh nebyla prozatim detailnéji prostudovana.

Hlavni funkci NADPH oxiddzy je tvorba superoxidového radikdlu Oz
z molekuldrniho kysliku. Z O2” se pak tvofi dals§i produkty oxidaéniho vzplanuti.
Superoxidovy radikal muize dale reagovat i s radikalem oxidu dusnatého NO~ za vzniku
peroxynitritu ONOO", ktery se fadi mezi NOS (reaktivni meziprodukty dusiku) (Hancock et
al. 2001; Lambert et al. 2007; Hahn et al. 2001). NADPH oxidaza se krom¢ oxida¢niho
vzplanuti podili 1 na jinych bunéénych pochodech jako je naptiklad proliferace nebo bunécna
signalizace (Hancock et al. 2001).

Prestoze existuji dalsi drahy vedouci k oxidacnimu vzplanuti, aktivace NADPH
oxidazy patii k nejvyznamnéj$im (Hancock et al. 2001). U plzia vede jeji inhibice k potlaceni
produkce takovych hladin ROS, které jsou pro motolici letadlni (Bayne et al. 2001). Zasadni
funkci NADPH oxidazy pii oxida¢nim vzplanuti u plze L. stagnalis prokazaly inhibi¢ni testy
svyuzitim specifickych inhibitord tohoto enzymu, a to napf. pomoci DPI
(diphenyleneiodonium chloride) (Adema et al. 1993). B&éhem podobnych testi s mlzem
Crassostrea gigas byla naméfena enzymova produkce ROS a NOS pomoci NADPH oxidazy
a NO syntazy pies 80%. (Lambert et al. 2007) Za zbylych 20% produkce téchto reaktivnich
molekul zodpovida bunécny metabolismus (Lambert et al. 2007). Dalsi autofi inhibovali
NADPH oxidazu pomoci protokatecholové kyseliny, pfi¢emz zéavislost produkce ROS na
NADPH oxidaze byla vice jak 50% (Hahn et al. 2000).

NADPH oxiddza se u fagocytarnich bunék sklddd ze dvou membranovych
podjednotek (flavocytochrom bssg), tii regulac¢nich cytosolickych podjednotek a dvou
nizkomolekularnich GTPazovych podjednotek (Geiszt a Leto 2004). Hlavni katalytickou,

elektron transportni a membranovou podjednotkou je p91P"® (phox; phagocytic oxidase),
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ktera spoledné s p22P"% tvoii membranovy heterodimer (flavocytochrom bssg) Summimoto
2008, Masuko Ushio-Fukai 2006).

Elektron transportni kanal cytosol — membréna je zajiStén predevSim diky
membranové podjednotce p91P"* (Sumimoto 2008). Druhd membranova podjednotka p22°P"™
propojuje membranovy heterodimer s cytosolickymi podjednotkami ( Babior 2004).
Cytosolické podjednotky tvoii p67P"™, p47P"% pd0P'™ 3 jejich interakce s membranovym

heterodimerem aktivuje NADPH oxidazu (Hancock et al. 2001) (Obr.1).

Obrl. Aktivace NADPH oxidazy u fagocytarnich bunék
K aktivaci membranovych podjednotek NADPH oxidazy dochézi diky

interakei s cytosolickymi podjednotkami. PFi oxidoredukénich reakcich se jako
prvni produkt tvoii superoxidovy radikal(O2-) (Hancock et al. 2001; upraveno)
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2.1.1. Signaliza¢ni kaskady vedouci k aktivaci NADPH oxidazy

Bunécné déje souvisejici s imunitni odpovédi plZi jsou regulovany fadou mechanizmi
véetn¢ aktivovanych signalizacnich kaskad. Mezi nejvyznamnéjsi kindzy signaliza¢nich
kaskad regulujici aktivaci NADPH oxidazy, a tedy i oxidacni vzplanuti plzi patii ERK
(extracellular signal-regulated kinase) (Humphries a Yoshino 2003) a PKC (protein kinaza C)
(Babior 1999). Drahy vedouci k aktivaci ERK a PKC jsou evoluéné konzervované, vzajemné
spolu kooperuji a spole¢n¢ s ostatnimi drahami tvofi bunécnou signalizacni sit’ (Salamat a

Sullivan 2009; Walker a Plows 2003; Walker 2006).
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Aktivaci NADPH oxidazy se ucastni mnoho dalSich kinaz, aktivace specifické kinazy je
ur¢ena mnoha faktory (Lacchini et al. 2006; Humphries a Yoshino 2008). Tyto faktory tvori
napf. druh stimulantu, vybér testovanych buné€k, sledovany druh plze nebo pouziti inhibitoru
(Humphries a Yoshino 2008). U jiz zminénych kinaz ERK a PKC vSak bylo dokazano, ze
jejich inhibice negativné¢ ovliviiuje produkci H2O2 a tedy i aktivaci NADPH oxidazy
(Lacchini et al. 2006). Specifické aktivace téchto kinaz znamenaji specifické aktivace téchto
kaskad. U obou kaskad obecné dochéazi k vazbam ligandd a postupné fosforylaci jednotlivych
¢lent kaskady.

Prvni z uvedenych kindz je ERK kinaza, jejiz vyznam byl prokazan ve vétsiné praci
zabyvajicich se oxida¢nim vzplanutim a fagocytdzou napf. u hemocyti L. stagnalis (Plows et
al. 2004; Walker a Plows 2003). Signaliza¢ni kaskadu aktivujici ERK kinazu lze popsat
nasledovné. Extracelularni signal (napi. rustovy faktor) aktivuje rhstovy receptor na
membrané efektorové bunky, se kterym je spojen SOS protein (son of sevenless). Kaskada
dale pokracuje aktivaci dvou GDP/GTP vazebnych proteini (Ras a Raf) (Kolch 2000). Raf
dale aktivuje kindzu MEK, kterd ptimo aktivuje ERK kindzu. Diky ERK kinaze dochézi
k translokaci cytosolickych podjednotek NADPH oxidazy smérem k membrang, kde mohou
reagovat s membranovymi podjednotkami a dochazi tak k jeji aktivaci (Humphries a Yoshino
2008). Komer¢nimi stimulanty pro aktivaci ERK kinazy u hemocytd jsou naptiklad LPS
(lipopolysacharid), PMA ¢i laminarin (Plows et al. 2006; Lacchini et al. 2006; Humphries a
Yoshino 2008). K inhibici ERK dochézi napt. pomoci specifickych inhibitort MEK kinazy.
Nejvice ucinny byl u plovatky L stagnalis inhibitor U0126 (Plows et al. 2004) nebo
PD098059 (Zelck et al. 2007). Po pouziti téchto inhibitord sice doslo ke snizeni produkce
H20,, avsak nikoliv k nulovym hodnotam (Plows et al. 2004; Zelck et al. 2007; Walker 2006).

Dalsi kindzou regulujici oxida¢ni vzplanuti u plza je PKC, pticemz jeji vliv na
produkci ROS byl rovnéz dokazan napiiklad u druhu L.stagnalis (Walker a Plows 2003).
Béhem stimulace hemocyti pomoci specifického aktivatoru PKC (napf. PMA; phorbol
myristate acetate) doslo ke zvySené produkci peroxidu vodiku H202, coz dokazuje primou
souvislost aktivace PKC a produkce ROS (Bender et al. 2005). Kaskadu aktivace PKC
zahajuje aktivace receptoru protein kinazy C RACK (receptor pro aktivovanou protein Kinazu
C) (Lardans et al. 1998) a receptoru sprazené¢ho s G proteiny, ktery dale aktivuje PLC
(fosfolipazu C). PLC stépi PIP2 (fosfatidylinositolbisfosfat), DAG (diacyl glycerol) a IP3
(inostitol-3-fosfat). Tato molekula se dostava do endoplazmatického retikula, kde vede

k uvolnéni Ca?*. Vépenaté ionty piisobi na PKC translokaéné a ,,navadgji ji k plasmatické
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membrang, kde je nakonec aktivovana pomoci DAG (Ludtmann et al 2009; Bender et al.
2005; Humphries a Yoshino 2008; Lardans et al 1998). PKC muze pfimo pusobit na
podjednotky NADPH oxidazy nebo ji mize nepiimo stimulovat ptes ERK kinazu (Humphries
a Yoshino 2008). Mezi popsané aktivatory PKC hemocyti patéi napiiklad laminarin
(Lacchini et al. 2006) nebo PMA (phorbol myristate acetate), ktery nahrazuje ptisobeni DAG
(Gorbushin a lakovleva 2007; Bender et al. 2005). U¢innym inhibitorem PKC je napf.
GF109203X, ktery vede ke snizeni produkce H20 (Lacchini et al. 2006).

Jednou z dalSich kinaz ucastnici se aktivace NADPH oxidazy hemocyta je PI3-K
(fosfatidylinositol 3-kinaza) (Plows et al. 2006). Ta by méla puasobit na cytosolické
podjednotky NADPH oxidazy piimo nebo nepiimou aktivaci Raf proteinu a ERK (Kolch
2000; Humphries a Yoshino 2008). Diky témto poznatkiim by stimulace PI3-K méla vést ke
zvySené produkci ROS, coz nékteré prace dokazuji (Plows et al. 2005). Existuji vSak
protichidné studie zabyvajici se roli PI3-K a oxidaénim vzplanutim u plza (Lacchini et al.
2006). Ve kterych bylo zjisténo, Ze inhibice PI-3K hemocyti plze L.stagnalis inhibitorem
LY294002 neovliviiuje fagocytozu ani oxidacni vzplanuti (Plows et al. 2005; Lacchini et al.
2006).

2.1.2. Metabolické produkty oxida¢niho vzplanuti
Produkty oxidac¢niho vzplanuti plzi jsou pro patogeny vcetné¢ larev motolic rtizné

toxické. Kaskada oxida¢niho vzplanuti pfipomind fetézovou reakci, pricemz selhani jedné
casti ovliviiuje selhani ¢asti navazujicich (Bayne et al. 2001). Vychozi jednotkou oxida¢niho
vzplanuti je NADPH oxidaza (Adema et al. 1993). K jeji aktivaci dojde napi. pomoci nékteré
signaliza¢ni kaskady, coz miize byt reakce na rozpoznany cizorody objekt nebo napf. na
bunéc¢nou signalizaéni molekulu (Kolch 2000; Bender 2005; Humphries a Yoshino 2008).
Prvnim produktem oxida¢niho vzplanuti je superoxidovy radikal Oz, ktery vznika

redukci molekuldrniho kysliku za sou€asné oxidace NADPH oxidazy (Babior 2004).
NADPH + 202 ->NADP* + H* + 207

Transportu elektrond se u€astni membranové podjednotky NADPH oxidazy (cytochrom bssg)
(Babior 1999). U plzi byl superoxidovy radikal poprvé identifikovan u druhu L. stagnalis
(Dikkeboom 1988). Superoxidovy radikalu pasobi na proteinové struktury, nasledné se
uvoliuji Zeleznaté kationty Fe '™, které se dale uplatiiuji pii produkci hydroxylového radikalu,
ktery pak mize zplsobit poskozeni DNA (Beckman a Ames 1997; Ernst et al. 1997).

Vyznamnou reakci superoxidového radikalu je jeho reakce s radikdlem oxidu dusnatého za
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vzniku peroxynitritu ONOO". Peroxynitrit je reaktivni podobné jako hydroxylovy radikal, jde
tedy o nestalou molekulu s kratkodobymi uc¢inky tim padem je tak méné toxicky nez oxid
dusnaty (Hahn et al. 2001). Na rozdil od NO je vSsak ONOO".ovliviiovan produkci
superoxidového radikalu (Hahn et al. 2001). Mgéieni spotieby a produkce Oz je vsak
problematické vzhledem k jeho nestabilité a rychlé pireméné na dalsi produkty (Makino et al.
1986).

Naésledujicim produktem oxida¢niho vzplanuti je peroxid vodiku. Jeho vznik je spojen
s dismutaci superoxidového radikalu pomoci detoxifikaéniho enzymu SOD (superoxid
dismutazy) (Zelck et al. 2005; Baehner et al. 1975).

20, +2H =2, H,0,+0,

Pfeména peroxidu vodiku na dalsi produkty oxida¢niho vzplanuti neni tak rychla jako u
superoxidového radikalu a jeho pfitomnost je tedy ve srovndni se superoxidem snadnéji
detekovatelna (Dikeboom et al. 1988; Adema et al. 1991).

Peroxid vodiku je dale pomoci enzymu kataldzy detoxifikovan na vodu a kyslik

(Blouin et al. 2013). VétSinou je vSak pfeménovan na dalsi reaktivni produkty kysliku.

1+ 11+

Oxidaci Zeleznatych kationt Fe "' na Zelezité kationty Fe''™ a redukei peroxidu vodiku H20>
vznikd hydroxylovy radik4l (Hancock et al. 2001). Reakci s halogenidovymi anionty za
katalyzy enzymem myeloperoxidazou (MPO) mohou také vznikat baktericidni kyseliny jako
napt. kyselina chlorna HOCI (Klebanoff 1968; Bayne 2001). Z té muze dale vznikat
singletovy kyslik O2! nebo jiz zminény hydroxylovy radikal (Bayne et al. 2001).

Cytotoxicky efekt ROS molekul byl popsan zejména ve vztahu k mikroorganizmim
(Klebanoff 1968, Thomas 1979). Pro motolice S.mansoni bylo popsano, ze vysoce reaktivni
kyselina chlornd HOCI nebo hydroxylovy radikdl OH™ na né pasobi mén¢ toxicky nez
naptiklad peroxid vodiku, coz je zfejmé zplisobeno jejich nestabilitou (Bayne et al. 2001).

Toxické plisobeni superoxidového radikdlu a peroxidu vodiku se 1i§i v nékolika
ohledech. Superoxidovy radikal je nabita molekula, neprostupuje bunéénymi membranami a
ucinny je predevSim v misté¢ produkce v extracelularnim prostoru (Bayne et al. 2001). Na
rozdil od superoxidového radikalu je peroxid vodiku nenabity a diky tomu je schopen

prostupovat membranami bun¢k (Zelck a Janowsky 2004). Je také stalejSi a déle pisobi na

povrchové membrany parazita (Bayne 2001).



Produkce Oz hemocyty plzit mize byt iniciovana i riznymi komeréné dodavanymi
stimulanty, a to napf. zymosanem (Adema et al. 1991) nebo PMA (phorbol mystrate acetate)
(Goodall et al. 2004). Béhem stimulace hemocyttu L. stagnalis zymosanem bylo zji§téno, ze
Kk produkci superoxidového radikalu dochazi extracelularné po iniciaci fagocytozy (Adema et
al. 1991). Podobny pokus s plzem Littorina littorea a zymosanem v$ak dokazal pfitomnost
superoxidového radikalu i uvnitt fagozomu hemocytt (Gorbushin a lakovleva 2007).

Produkce superoxidového radikalu byla ve vétsing studii méfena pomoci NBT (nitro
blue tetrazolium), ktery je po reakci s Oz redukovan na tmavé modry produkt formazan
(Dikkeboom et al. 1988; Adema et al. 1991; Gorbushin a Iakovleva 2007; Moné et al. 2011).
Dalsi popisovanou metodou pro detekci Oz je spektrofotometrické méteni aktivity
cytochromu C. Béhem méfené reakce dochazi k redukci cytochromu C a zaroven k oxidaci
O,. Pii pfechodu cytochromu C do redukovaného stavu dochazi ke zméndm hodnot

absorbance (Babior et al. 1973, Leslie a Allen 1987, Adema et al. 1991).

2.2. Produkce superoxidového radikalu v souvislosti s kompatibilitou plzi a motolic

Kompatibilitu plzi a motolic ovliviluje celd tada faktor vcetné produkce a
detoxifikace ROS molekul. Rezistentni hostitel je obecné schopen nekompatibilniho parazita
(larvu motolice) rychle rozpoznat a nésledné eliminovat (Bayne 2001; Bayne 2009).
Kompatibilni parazit je naopak schopen rozpoznavacim mechanismim imunitniho systému
mezihostitele unikat, nebo se jeho obrannym reakcim G¢inné branit. V souvislosti s produkci
superoxidového radikalu hemocyty plzii je predevSim vyznamna schopnost u¢inné
detoxifikace této molekuly ze strany parazita (Adema et al. 1994, Moné¢ et al. 2011).

Mnoho praci se zabyva otazkou jaké mechanismy ovliviuji rezistenci plzi vuci
motolicim, pfipadné jak by bylo moZné takové rezistence dosahnout. Jednim z moZnych
vysvétleni je diverzita povrchovych receptorit hemocytli plzii oznacovanych jako FREPs
molekuly (fibrinogen related proteins), které rozpoznavaji muciny na povrchu sporocyst
(Adema et al 1997). Kompatibilita receptordi a mucind muze vést k uspésné adherenci
hemocyti B.glabrata ke sporocysté S. mansoni (Roger et al. 2008) a nasledné produkci Oz

Béhem vyzkumu rezistence plze B. glabrata vici motolici S. mansoni nebyl sledovan
pouze fenotyp jednotlivych kmend, ale i jejich genotyp. Vzhledem k tomu, Ze antioxidacni
enzym superoxid dismutaza zprostfedkovava preménu O na H.O», ktery je pro motolice
toxiCtejsi, byla genotypova podstata tohoto enzymu oznacena jako mozna piicina rezistence

plzi (Blouin et al. 2013). Gen pro superoxid dismutazu lezi na stejném chromozomu v tésné
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blizkosti dvou dalSich antioxida¢nich enzymt, a to katalazy a peroxidazy. Tyto tfi enzymy
vSak nejsou produkovany ve stejné mife. Vyssi je exprese genu SODI, ktery koduje SOD.
Zvysend produkce SOD u rezistentniho plze je kompenzovana niz$i produkei katalazy.
Enzym katalaza zajist'uje rozklad H202 na H20 a O, ¢imz se snizuje jeho toxické plisobeni.
Pokud je tedy produkce katalazy omezena dochazi k pomalejsi detoxifikaci H2Oz, ten pak
mize déle toxicky pusobit na povrch motolice (Blouin et al. 2013).

Produkce superoxidu a jeho vyznam pro kompatibilitu plzi a motolic je popisovana v
nékolika pracich liSicich se ve studovanych modelech i v metodach studia (napf. motolice S.
mansoni v interakci s L. stagnalis nebo B. glabrata) (Dikkeboom et al. 1988; Moné et al.
2011). Produkce O byla casto studovana v ramci infekénich experimentd zahrnujicich
kombinace riznych druhti plzi a motolic. Hlavnim cilem téchto pokust bylo nahradit
kompatibilni druh motolici nekompatibilnim druhem a sledovat interakci s infikovanym
plzem (Dikkeboom et al. 1988). Infikovan byl i jeden druh plze nékolika druhy motolic
zaroven (Adema et al. 1994 Gornowitz et al. 2013) nebo n¢kolik druht plzi jednim druhem
motolice (Guillou et al. 2007). Béhem téchto pokust byla porovnavana produkce ROS, dale
pak aktivita detoxifika¢nich enzymt nebo i fagocytéza (Moné et al. 2011). Jedna z prvnich
praci zabyvajici se produkci cytotoxickych molekul u nekompatibilni dvojice L. stagnalis-S.
mansoni dokazala produkci superoxidového radikalu v prostoru mezi sporocystou a
hemocytem (Dikkeboom et al. 1988). Jind prace se zabyvala porovnanim produkce Oz a

aktivit SOD u sympatrické a alopatrické kombinace B. glabrata-S. mansoni (Moné et al.

vvvvvv
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alopatrickd kombinace plze a motolice zahrnuje druhy zijici v riznych areélech. Produkce
superoxidového radikdlu u sympatrické a alopatrické kombinace byla sledovéana pro brazilské
(BgBRE, SmBRE) a guadeloupské varianty (BgGAU, SmGH2) uvedeného druhu plze a
motolice (Obr.2). Béhem tohoto sledovani dosli autofi k n€kolika pfedpokladanym zavéram.
Sympatricka brazilska populace B. glabrata (BgBRE) produkovala v piitomnosti sympatrické
populace larev S. mansoni (SmBRE) vétsi mnozstvi superoxidového radikalu, superoxid
dismutazy i peroxidu vodiku. Naproti tomu reagovaly larvy motolice zvySenou tvorbou
detoxifikacnich enzymt ¢imz byly tedy schopny v plzi pfezit. V porovnani s brazilskymi
subpopulacemi produkovala gaudeloupskd sympatrickd kombinace plze a motolice vyrazné

mén¢ ROS i detoxifikacnich enzymi. Guadeloupskd motolice byla adaptovana na nizsi
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brazilskd subpopulace motolic. Motolice SmBRE infikovala plze BgGUA téméi v 90 %,
kdezto SmGH?2 infikovala plze BgBRE pouze v 6 % (Mon¢ et al. 2011).

Z toho plyne, ze larvy SmGH2 nemély schopnost produkovat dostatecné mnozstvi SOD
enzymu, které by detoxifikovaly Oz  produkovany hemocyty plzt BgBRE (Moné¢ et al. 2011).

ROS
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Obr.2

Kompatibilita plze Biomphalaria glabrata a motolice Schistosoma mansoni v ramci
sympatrické a alopatrické kombinace; (BRE) brazilska ; (GH2/GAU) guadeloupska
varianta plZe a motolice, (—) sympatricka, (- - -) alopatricka kombinace. V brazilské
sympatrické kombinaci plzi produkuji vétsi mnozstvi ROS, avsak motolice odpovidaji
vyssi expresi antioxidacnich enzymi (AOE) a jsou tak s plzem kompatibilni. Naproti
tomu guadeloupska sympatricka kombinace produkuje méné ROS i AOE, motolice
SMGH2 v plzi GbBRE téméf nepieziva (Moné et al. 2011; upraveno)

Vysledna interakce mezi plzem a motolici v souvislosti s produkci superoxidového
radikélu zavisi 1 na dalSich faktorech, a to napf. na organickém zneciSténi prostiedi. U
moiského plze Haliotis diversicolor byla prokazana mensi schopnost produkce Oz pii
znedisténi benzopyrenem (Gopalakrishnan et al. 2009). Organismus produkoval méné Oz" po
stimulaci laminarinem nebo LPS neZz kontrolni skupina z nezneciSténého prostiedi

(Gopalakrishnan et al. 2009).
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3. Antioxidaéni systém motolic

Preziti kompatibilniho druhu motolice ve vnimavém druhu plze zajistuje funkéni
antioxidacni systém, ktery potiebuje kazdé vyvojové stddium bez ohledu na jeho unikovou
strategii pfed imunitnim systémem mezihostitele (Chiumiento a Bruschi 2009). Funkci
antioxida¢niho systému je detoxifikovat reaktivni meziprodukty kysliku. Ty zahrnuji jak ROS
molekuly vznikajici uvnité parazita dusledkem metabolickych pfemén, tak i ROS, které
produkuje plz v ramci obrannych reakci proti motolici (Vermeire a Yoshino 2007). Béhem
vyvoje reaguje motolice na mnozstvi pfitomnych reaktivnich meziproduktt kysliku regulaci
hladin produkovanych AOE (antioxida¢nich enzymi) (Connors et al. 1991). Naptiklad
miracidium S. mansoni pohybujici se ve volném prosttedi musi produkovat vyssi hladiny
AOE nez sporocysta uvnitt plze B. glabrata (Zelck a Janowsky 2004). Ve vnéj$im prostiedi
se nachdzi vice molekularniho kysliku a jeho radikall, zatimco vnitini prostedi plze je na
kyslik chudsi (Tielens et al. 1991; Zelck a Janowsky 2004). Parazit se tak fluktuacemi v
koncentracich AOE pfizptsobuje vnéjsim podminkam nebo podminkam uvnité mezihostitele.
Vzhledem k tomu, Ze antioxida¢ni systém motolic reaguje na ROS specifického plze je
parazit schopen infikovat pouze malé mnozstvi druhti mezihostitelskych plzt (Goodall et al.
2004). Po penetraci motolice S. mansoni povrchem téla plze B. glabrata dochazi piechodné k
zvysené produkcei antioxidac¢nich enzymut (Wu et al. 2009). Ty pusobi jako prvni obranna linie
motolice proti produkovanym ROS molekulam mezihostitele.

Jednim z hlavnich divodii produkce antioxidacnich enzymu je ochrana lipidickych
membran bunék tegumentu motolice pted vznikajicim ROS plze (LoVerde 1998). Lipidy
nejsou pritomny pouze u dospélct, ale jakozto soucast vnéjSiho povrchu sporocyst jsou
jednim z limitujicich faktort jejich vyvoje. Vyssi pfijem lipidd v potravé plze B. glabrata,
ktery byl krmeny zloutky vajec dokonce vyvolava patentni periodu motolic S. mansoni
rychleji nez u plze krmeného salatem (Thompson et al. 1991). Tento ptiklad dokazuje velky
vyznam lipidl jakoZto soucast stavby téla motolic, pficemz nutny je vykonny antioxidacni
systém pro jejich ochranu (Thompson et al. 1991). Pokud motolice dostate¢né neeliminuje
pusobici ROS, dochézi k peroxidaci membranovych sterolii a fosfolipidli, ¢imZ vznikaji jejich
toxické sekundarni produkty (Lo Verde 1998). V navaznosti dochazi ke ztrat¢ permeability
membrany a ta nasledné ztraci svou ochranou funkci a integritu (LoVerde 1998).

Molekuly podilejici se na detoxifikaci ROS se 1i$i svymi vlastnostmi ¢&i strukturou.
Jako tzv. antioxidanty neoznacCujeme pouze antioxida¢ni enzymy o vysoké molekularni

hmotnosti typu superoxid dismutazy (SOD) nebo glutathion peroxidazy (GPX) (Mourao et al.
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2009). Mezi tyto latky se obecné zafazuji i nizkomolekularni molekuly jako jsou moc¢ovina,
kyselina mocova, B-karoten nebo vitamin C (Zelck a Janowsky 2004, Chiumiento a Bruschi
2009). Na pocatku detoxifikace ROS molekul je eliminace superoxidového radikalu, a to
pomoci enzymu superoxid dismutazy. Na jeji pisobeni navazuje kataldza nebo glutathion
peroxidaza, které rozkladaji peroxid vodiku na vodu a kyslik. Proti destruktivnimu ptisobeni
ROS a peroxidaci lipidovych membran ptsobi i glutathion-S-transferaza (Chiumiento a
Bruschi 2009 Zelck a Janowsky 2004; Mei a LoVerde 1997).

Nejcastéji studovanym modelem pro vzhledem k AOE larev motolic je S. mansoni
(Zelck a Janowsky 2004; Mei a LoVerde 1997). Mezi dalsi modely v tomto ohledu patii také
motolice F. hepatica (Gourbal et al. 2008; Chiumiento a Bruschi 2009), F. gigantica
(Lalrinkima et al. 2015) nebo Echinostoma paraensei (Pinheiro et al. 2009).

3.1 Antioxida¢ni enzymatické a neenzymatické molekuly larev motolic

Jednotlivé druhy motolic maji specificky antioxida¢ni systém, produkuji rizné typy
antioxidacnich enzymi nebo rizné hladiny téchto enzyma (Chiumiento a Bruschi 2009).
Vétsina praci, které se antioxidacnimi enzymy motolic zabyvaji, se vSak tykaji stadii
z definitivniho (obratlov¢iho) hostitele ( Mkoji et al. 1988). Antioxida¢ni enzymy u larvalnich
stadii jsou pfitom nepostradatelnou slozkou pro jejich uspésnou interakci S plzem. Doposud
jim vSak nebyla vénovana vétsi pozornost.

Motolice ve svém vyvojovém cyklu pfizplsobuji hladiny antioxidacnich enzymu
prostiedi, které je obklopuje. Vyznamna je proto zejména exprese téchto enzymui na povrchu
motolice, ale jejich vyskyt byl popsan napt. i v larvalnich exkre¢né-sekrecnich produktech
(Zelck a Janowsky 2004; Wu et al. 2009). Antioxidac¢ni enzymy jsou vysoce konzervované
molekuly (Brophy a Pritchard 1994; Chiumiento a Bruschi 2009). Pfitomnost katalytického
jadra a jeho elektrontransportni vlastnosti jsou soucasti vétSiny antioxidacnich molekul
(Chiumiento a Bruschi 2009). Antioxidac¢ni reakce jsou principialné oxidac¢né-redukéni.
Kazdy antioxidac¢ni enzym ma svou specifickou strukturu a plni v detoxifikaéni kaskadeé jinou
ulohu. Lisi se také svou lokalizaci u jednotlivych larvalnich stadii motolic (Chiumiento a
Bruschi 2009). Kaskadu antioxida¢nich enzymu zahrnuje (Obr.3):

Superoxid disumtata (SOD)

Pocate¢ni enzym antioxida¢ni kaskady plzt je superoxid dismutiaza (SOD) (Zelck a

Janowsky 2004). SOD je enzym slouzici primarné k dismutaci superoxidového radikalu na

peroxid vodiku a kyslik. Detailnéji bude popséna v nasledujicich kapitolach.

12



Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT) je vyznamny antioxida¢ni enzym, ktery katalyzuje pfeménu H202 na
H>0 a O2. Bylo zjisténo, Ze ptitomnost katalazy v médiu s H2O2 zvySuje Zivotaschopnost
sporocyst S. mansoni (Zelck a Janovsky 2004; Bender 2002). | piesto se vSak katalaza u
motolic nevyskytuje. Detoxifikace H20: je u nich nahrazena jinymi antioxida¢nimi enzymy, a

to peroxiredoxiny a glutathionperoxidazami (Mourao et al. 2009; Chiumiento a Bruschi

2009).
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Obr.3 Detoxifikace superoxidového radikalu O2 a peroxidu vodiku H202. Antioxidacni
enzym superoxid dismutaza (SOD) se podili na eliminaci O2- za tvorby H202, ze kterého se
muize dale tvorfit nestabilni hydroxylovy radikal OH". Dalsi antioxida¢ni enzym, katalaza
(CAT), jejiz role je u motolic nahrazena glutathion peroxidazou (GPx), preménuje H202 na
H20 a O2. (Chiumiento a Bruschi 2009; upraveno).

Peroxiredoxiny (Prx) a Glutathionperoxidazy (Gpx)

Enzymové rodiny peroxiredoxinii a glutathionperoxiddz zahrnuji enzymy, které u
motolic nahrazuji funkci katalazy. V ramci oxida¢né-redukénich reakci mezi enzymem a
substratem, nejcastéji glutathionem (GSH), detoxifikuji H2.02 na H.O a O, Mezi
peroxiredoxiny patii thioredoxin (Trx), thioredoxin reduktaza (TrxR), peroxiredoxin (Prx) a
thioredoxin  glutathion reduktaiza (TGR) (Chiumiento a Bruschi 2009). Mezi
glutathionperoxidazy patii samotna glutathionperoxidaza (Gpx) a glutathion reduktaza (GR)
(Salinas et al. 2004; Gourbal et al 2008.; Chiumiento a Bruschi 2009). Jednotlivé druhy
motolic se lisi v zastoupeni téchto enzymii (Chiumiento a Bruschi 2009). Naptiklad u vSech
vyvojovych stadii motolice S. mansoni se vyskytuje enzym Gpx, ktery se redukuje za
soucasné oxidace svého substratu GSH. GSH také snizuje reaktivitu hydrofobnich molekul, a

to napf. peroxidovanych lipidua a transformuje je na molekuly hydrofilni, tedy Iépe rozpustné a
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degradovatelné (Rossi a Masich 1999; Salinas 2004). Podobnou aktivitu jakou ma enzym Gpx
ma i enzym Tpx, ktery se namisto GPx vyskytuje u sporocyst F. hepatica (Gourbal et al.
2008). Funkci enzymli TrxR a GR u motolic nahrazuje enzym TGR, redukujici oxidované
formy obou molekul Trx i GSSH, které pak mohou znovu pusobit v antioxida¢ni kaskad¢.
TrxR byl popsan u motolic S. mansoni a F. hepatica (Salinas et al. 2006).

Peroxiredoxiny a glutathionperoxidazy vsak neslouzi pouze pfi detoxifikaci H20», ale
i pfi detoxifikaci volnych radikald organickych peroxidi vznikajicich pfi peroxidaci
lipidickych membran (Salinas et al. 2006; LoVerde 1998). Tyto slou¢eniny jsou nasledné
detoxifikovany na piislusny alkohol a vodu (Salinas 2004; Chiumiento a Bruschi 2009). Dale
se uplatiiuji pii reaktivaci antioxida¢nich molekul jako napt.vitaminu C (Norberg et al. 2001).
U larev motolic S. mansoni jsou popisovany jak glutathionperoxidazy, tak peroxiredoxiny
dcetiné sporocysty a nejvyssi hladiny naopak u cerkarii a miracidii (Zelck a Janowsky 2004).
Hladiny enzymu detoxifikujicich peroxidy jsou ovlivnény prostfedim, ve kterém se jednotliva
larvalni stadia nachazi. Tato prostiedi se 1isi v koncentraci kysliku a jeho radikala (Tielens et
al. 1991; Yoshino 2010). Peroxiredoxiny byly u miracidia S. mansoni detekovany kolem
apikalni papily a u mateiské sporocysty na povrchovém tegumentu (Vermeire a Yoshino
2007). Prace vénujici se peroxiredoxinim navic dokladd, Ze larvalni stadia matefské
sporocysty po transformaci produkuji vice Prx nez miracidium. (Vermeire a Yoshino 2007).
Glutathion-S-transferaza (GST)

Glutathion-S-transferaza (GST) chrani motolice pfed poskozenim zpusobenym
sekundarnimi metabolity vznikajicimi pii ptisobeni ROS molekul (Mei a LoVerde 1997).
Takové molekuly piedstavuji napi. karbonylové slouceniny vzniklé pii peroxidaci lipidovych
membran (Zelck a Janowsky 2004). GST také zprostiedkovava pusobeni GSH a jeho
oxidaéné-redukéni reakce s dal$imi molekulami ¢i toxickymi produkty uvnité hostitelského
organismu (Yan et al. 2008; Chiumiento a Bruschi 2009)

U motolice S. mansoni je enzym GST produkovan u vsech vyvojovych stadii (Zelck a
Janowsky 2004). Larvalni stadia exprimuji GST i bez ptitomnosti vyssich hladin toxického
H>0,. Béhem infekce plze B. glabrata dochazi pouze k mirnému zvysSeni produkce u
jednotlivych larvalnich stadii (Zelck a Janowsky 2004). Presto je patrné, ze u cerkarie je
identifikovali GST jako soucast exkrecné-sekrecnich produkti, které vylucovalo miracidium

S.mansoni pii transformaci v matetskou sporocystu uvnitf plze B. glabrata (Wu et al. 2009).
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Bylo prokazano, ze ptitomnost tohoto enzymu zvySuje piezivani nové transformovanych
sporocyst (Wu et al. 2009).
Neenzymatické antioxida¢ni molekuly

DalSimi antioxida¢nimi molekulami, jejichz primarni funkce neni casto pouze
detoxifikace ROS molekul, jsou napiiklad cytochrom C, vitamin C, E, p-karoten nebo a
kyselina moc¢ova (Chiumiento a Bruschi 2009). V ramci antioxida¢nich funkci pomahaji
detoxifikovat ROS a jeho produkty vzniklé pfi peroxidaci lipidovych membran (Chiumiento a
Bruschi 2009). Naptiklad cytochrom C, ktery se hlavné uplatiuje pfi oxidativni fosforylaci
mitochondrii, je schopen detoxifikovat jak superoxidovy radikal na molekularni kyslik, tak
peroxid vodiku na vodu a kyslik (Skulachev 1998). Dale také kyselina mocova putisobi
pozitivné pii detoxifikaci peroxynitritu a zvySuje tak ptezivani sporocyst (Hahn et al. 2001).
Redie motolice Echinostoma trivolvis vyuziva dokonce barviva B-karoten a lutein svého
hostitele (plz Helisoma trivolvis), které se vyskytuji v jeho povrchovych epitelii (Bernard et
al. 1993). B-karotenu je u helminti obecné uvadén jako antioxidant, ale detailnéj$i popis
antioxida¢nich funkci u motolic chybi (Bernard et al. 1993; Chiumiento a Bruschi 2009). U
motolice S. mansoni byly sledovany vitaminy E a C jako antioxidanty, pficemz bylo
prokazano, ze tyto molekuly nemohou zcela nahradit funkci antioxidac¢nich enzymu
(Ivanchenko et al. 1999). Navic bylo zjisténo, ze vitamin C také interaguje s enzymem TrxR,
ktery redukuje jeho oxidovanou formu a tim ho opét reaktivuje (Nordberg et al. 2001). Ptes
tyto poznatky jsou vSak neenzymatické antioxida¢ni molekuly u motolic ve vztahu k infekcim

plzt malo prostudovany.

3.2. Superoxid dismutaza (SOD) larev motolic

Superoxid dismutaza patii do primarnich enzymi detoxifikacni kaskady motolic
(Chiumuento a Bruschi 2009). Tento enzym detoxifikuje superoxidovy radikal na peroxid
vodiku podobné jako SOD plze (Goodal et al. 2004, Roger et al. 2008). Poté dochazi k
detoxifikaci peroxidu vodiku dal$imi enzymy detoxifika¢ni kaskady. Superoxid dismutaza
byla v detoxifikaénim systému dospélych motolic S. mansoni popsana ve vice izoformach
(cytosolicka Cu/Zn SOD a signalni SP-SOD) (Mei a LoVerde 1997; Cardoso et al. 2004).
Naproti tomu byla u larev S. mansoni detekovana pouze cytosolicka Cu/Zn SOD (Wu et al.
2009). Tento typ SOD byl také u S. mansoni identifikovan jako soucast larvalnich exkre¢né-
sekre¢nich produktl, kde zvySoval prezivani matefskych sporocyst (Wu et al. 2009). Stejné
tak u motolice F. hepatica byla Cu/Zn SOD identifikovana jako soucast exkreéné-sekre¢nich
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produkti mateiské sporocysty (Gourbal et al. 2008). Matefska sporocysta Echinostoma
caproni také produkuje v exkrecné-sekrecnich produktech Cu/Zn SOD (Guillou et al. 2007),
a to dokonce vice nez matetska sporocysta S. mansoni (Guillou et al. 2007).

Enzym Cu/Zn SOD je strukturalné konzervovana napfi¢ eukaryotickymi organismy.
Tvofii ho dvé podjednotky skladajici se z nékolika B-skladanych listt (Cardoso et al. 2004).
Kazda podjednotka osahuje ve své struktuie médnaté a zinecnaté ionty (Yim et al. 1993;
Cardoso et al. 2004). Aktivatorem Cu/Zn SOD je superoxidovy radikal. Male zaporn¢ nabité
molekuly, jako je napi. KCN mohou blokovat vazebné misto Oz a tim SOD inhibuji (Yim et
al. 1993). Enzym SOD mize také katalyzovat produkci OH™ a zmirnit tak toxické pusobeni
H20, (Yim et al. 1993). K této funkci vSak dochazi zejména v situacich, kdyz koncentrace
H202 dosahne takovych hodnot, Ze ochranny peroxiredoxinovy systém nestiha tyto hladiny
detoxifikovat (Yim et al 1993; Mourao et al. 2009). Inhibice in vitro aktivity SOD pomoci
H20:> je vzhledem k jeho neutralnimu naboji pomala (Roger et al. 2008; Mourao et al. 2009).
Béhem pokust autofi inhibovali aktivitu enzymu superoxid dismutdzy pouzitim riznych

koncentraci peroxidu vodiku. (Lalrinkima et al. 2015).

3.3 Produkce SOD v souvislosti s kompatibilitou plze a motolice

Exprese SOD je jednim z faktorti podminujicich kompatibilitu plze a motolice (Zelck
a Janowsky 2004). Hladina SOD a dalsich AOE fluktuji vzhledem ke stadiu infekce a
kompatibilit¢ mezihostitele (Zelck a Janowsky 2004, Roger et al. 2008). Motolice vyuzivaji
SOD k detoxifikaci superoxidového radikalu, ¢imz zaroven ovliviuji produkci a nasledné
pusobeni peroxidu vodiku (Connors et al. 1991).

K produkci H202 vyuziva plz vlastni SOD, pti¢emz hladina tohoto enzymu je podobné
jako u motolice ovlivnéna kompatibilitou plz-motolice (Zelck a Janowsky 2004; Moné et al.
2011). Rezistentni plz produkuje vice SOD, ¢imzZ se zvySuje koncentrace H2O2, jenz je pro
protichudné. P1z produkuje SOD, aby zvysil toxicky uéinek ROS, motolice se snazi produkci
SOD o pravy opak - sniZzeni toxického plsobeni ROS, resp. superoxidového radikalu.
Superoxid dismutaza je u motolice S. mansoni exprimovana ve vysokych koncentracich i bez
ptitomnosti ROS produkovanych hemocyty (Mourao et al. 2009).

Béhem sledovani exprese SOD u motolic se, podobné jako u plz{i, autofi snaZzili
porovnat jeji produkci po nakaze kompatibilniho a nekompatibilniho plze. Pokud autofi

vyuzili miracidia a nasledné sporocysty motolice S. mansoni k ndkaze kompatibilniho a
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nekompatibilniho kmene plze B. glabrata, pozorovali vyssi expresi SOD u kompatibilni
motolcie (Roger et al. 2008). Na histologickych fezech byla nekompatibilni sporocysta S.
mansoni také enkapsulovana hemocty. Nejvétsi rozdil mezi kompatibilni a nekompatibilni
motolici v produkci SOD byl pozorovan jiz hodinu po penetraci miracidii S. mansoni do
mezihostitele B. glabrata. U rezistentniho hostitele byly dale porovnavany enkapsulované
larvy hemocyty plze, a to mezi 4. a 8. hodinou po infekci (Roger et al. 2008). V této dob¢ byl
také detekovana vyssi exprese SOD u kompatibilni motolice. Enkapsulace kompatibilnich
miracidii nebyla pozorovana, coz vedlo k rozvinuti infekce plze (Roger et al. 2008). Dalsi
autofi inkubovali sporocysty S. mansoni in vitro podminkach s hemolymfou kompatibilniho a
nekompatibilniho plze, ktera obsahovala pfiblizné stejny pocet hemocyt (Zelck a Janowsky
2004). Béhem pozorovani dosli autofi obou praci K tomu, Ze intenzita exprese SOD je vyssi u
kompatibilniho kmene motolice. Pozorovana byla také vyssi produkce SOD u kompatibilni
motolice, a to po 12 hodinach od zahajeni inkubace sporocyst S. mansoni s hemolymfou B.
glabrata (Zelck a Janowsky 2004). Kompatibilni motolice produkovala vyssi hladiny SOD po
dobu 36 az 48 hodin. Kolem 48. hodiny doslo sice k enkapsulaci larev hemocyty, avsak
produkce SOD pietrvala a motolice byla schopna v plzi piezit. Naproti tomu motolice
inkubované s hemocyty rezistentniho plze produkovaly mezi 24. az 36. hodinou nizsi hladiny
SOD, dochazelo k jejich enkapsulaci a vysoké mortalit¢ sporocyst. Po 48. hodiné jiz
nekompatibilni motolice SOD neprodukovala (Zelck a Janowsky 2004).

Vzhledem k uvedenym poznatkim se vSak nabizi otdzka, jak je mozné, Zze SOD
piisobi v produkci i detoxifikaci ROS molekul motolic. Casteéné to lze vysvétlit tim, Ze
motolice je schopna vyuzivat H202 plze jako vlastni zasoby H2O>, a to napt. k produkci OH
(Roger et al. 2008). Hydroxylovy radikal je totiz pro motolice méné toxicky nez H>O» (Hahn
et al. 2001).

3.4. Produkce SOD v ontogenetickém vyvoji motolic

Larvalni stadia motolic stfidaji béhem svého Zivotniho cyklu rizna prostiedi a tomu
ptizpusobuji i sviij metabolismus véetné produkce SOD (Zelck a Janowsky 2004; Chiumiento
a Bruschi 2009). Jak jiz bylo zminéno nejprozkoumanéjsim druhem je v tomto ohledu
motolice S. mansoni, ktera vyuziva jako mezihostitele plze B. glabrata (Bayne 2009; Yoshino
et al. 2010). Nejvétsi koncentraci ROS ¢eli povrch larev, kvili tomu na ném dochazi
k nejvétsi expresi SOD (Zelck a Janovsky 2004; LoVerde1998). Stadium miracidia a cerkarie

se pohybuje ve vnéjsim prostiedi, kde je vystaveno vyssim koncentracim kysliku (Yoshino et
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al. 2010). Ma proto i vyssi hladiny SOD v porovnani se stadii z mezihostitelského plze (Zelck
a Janowsky 2004).

Pii transformaci miracidia v matefskou sporocystu dochazi ke kontaktu s imunitnim
systétmem plze. V téchto fazich infekce obsahuji exkrecné sekrecni produkty matetskeé
sporocysty S. mansoni zvysené koncentrace SOD, coz podporuje jeji preziti (Wu et al. 2009).
Mateiska a dcefina sporocysta vyskytujici se uvniti hostitelského plze vyuziva anaerobni
metabolismus (Tielens et al. 1991). Dcefina sporocysta ke svému vyvoji potiebuje hypoxické
prostiedi, diky tomu neni potieba vysoka produkce SOD (Bixler et al. 2001). Néktefi autofi
také popisuji, Ze dcefiné sporocysty S. mansoni jsou chranény pred ROS svou lokalizaci okolo
hepatopankreatu, kde je niz§i vyskyt hemocyti (de Souza et al. 1995; Zelck a Janowsky
2004). Dalsi prace také poukazuji na to, Ze v piipade S. mansoni je soucasti hemolymfy jejiho
mezihostitele B. glabrata hemoglobin, ktery mize byt pro sporocysty toxicky (Misra a
Fridowich 1972; Bender et al. 2002). Béhem autooxidace hemoglobinu, dochazi k transportu
naboje mezi hemovym zelezem a kyslikem, diky ¢emuz je produkovan O2". Vzhledem k tomu
potiebuje sporocysta produkovat SOD a branit se pted posSkozenim (Mirsa a Fridowich 1972;
Bender et al. 2002; Yoshino et al. 2010). V soucasné dobé vSak chybi prace vénujici se

detailngj$imu popis produkce SOD v ramci larvalniho vyvoje motolic.

18



4. Zavér

V této praci byly shrnuty dosavadni znalosti o oxidaénim vzplanuti plzii a o
antioxida¢nim systému larev motolic. Zvlastni diiraz byl kladen na produkci superoxidového
radikalu a jeho eliminaci antioxida¢nim enzymem superoxid dismutazou. Tato interakce je
pravdépodobné jednim z faktorti, ktery ur€uje kompatibilitu plzi a motolic. Imunitni odpoved’
plzi v pritomnosti larev motolic je zavisla na druhové a kmenové prislusnosti plze a motolice.
V ramci studia mezihostitelské specifity motolice Kk plzi je hlavni otazkou to, jak je mozné, zZe
urcity druh motolice mize Gspésné€ nakazit pouze urcity druh plze. Za mozného puvodce
rezistence plzi byla oznacena alela sod1, ktera ovliviiuje produkci superoxid dismutazy plze.
Zvysena exprese superoxid dismutdza potlacuje expresi dalSich antioxidacnich enzymi véetné
katalazy, ktera detoxifikuje peroxid vodiku na vodu a kyslik. Vzhledem k této nerovnovaze
katalaza neodbourdva peroxid vodiku dostatecné rychle a peroxid vodiku tak déle toxicky
pusobi na povrchovy tegument motolic. Nejen plz pfizpisobil motolicim své obranné
mechanismy, ale i motolice vyvinula rizné adaptace pomoci nichz v plzi ptrezije. Pisobeni
superoxidového radikdlu a nasledné¢ pak peroxidu vodiku, vede k nevratnému poskozeni
povrchového tegumentu motolice a k jeji eliminaci. Pfedev§im kvili tomu ma motolice
vykonny antioxidacni systém, kterym detoxifikuje toxické plsobeni reaktivnich produkt
kysliku. Diky vysoké specifité¢ vici svému mezihostiteli reguluje motolice hladiny superoxid
dismutazy vzhledem k produkci reaktivnich meziproduktt kysliku hemocyty plze. Superoxid
dismutdza motolice je viceucelovy enzym. Katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu,
ktery je soucasti metabolickych pochodii motolice a zaroven ji chrani pied toxickym
pusobenim molekul imunitniho systému plze. Produkce superoxid dismutazy zéavisi na
vyvojovém stadiu ¢i kompatibilité motolice k danému druhu plze.

Znalosti o antioxidac¢nich enzymech motolic a jejich interakcich s imunitnim
systétmem plzii vedou k bliz§imu poznani fenoménu kompatibility mezi plZem a motolici.
V soucasné dob¢ se vsak vétSina poznatkd o této problematice tyka nékolika malo druhd.
V mém navazujicim studiu bych se proto rdda vénovala rozsifeni znalosti o antioxida¢nim
systému motolic a jeho interakci S imunitnim systémem plzi, a to u ndmi dostupnych modela.
Ty ptedstavuji dva druhy ptacich schistosom rodu Trichobilharzia (T. szidati a T. regenti) a
dva druhy lymnaeidnich plzi (Lymnaea stagnalis a Radix lagotis). V ramci téchto modelu 1ze
pracovat s kompatibilni dvojici (napt. T. regenti a R. lagotis) a nekompatibilni dvojici (napft.
T. regenti a L. stagnalis). U nich bude mozné porovnat produkci superoxidového radikalu,

detekovat enzym superoxid dismutazu, a sledovat jeji aktivaci, expresi a dalsi. K tomu budou
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vyuzity rizné biochemické metody nebo histochemické analyzy. Provedeny budou jak
infek¢ni experimenty plzi motolicemi, tak experimenty v in vitro podminkéch. Ziskané data
budou pro popsané druhy organismii zcela nova a navic platna i z hlediska srovnavaci

imunologie.
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