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Abstrakt

Leishmanie musi po vstupu do obratlov¢iho hostitele celit obrannym mechanismim
hostitelské imunity a proniknout do cilové builky — makrofaga, kde jejich vyvoj
pokracuje. Evolu¢ni strategii leishmanii vyvinutou k pfelsténi imunitniho systému
obratlovce, jsou mimo jiné jejich povrchové glykokonjugaty. Mezi nejvyznamné;jsi
povrchové  glykokonjugaty patii lipofosfoglykany, glykoinositolfosfolipidy,
membranoveé vazané proteofosfoglykany a metaloprotedzy gp63, které leishmaniim
pomahaji odolavat lyzi komplementem, antimikrobidlnim uc€inkim produktt
neutrofild a zprosttedkovat vazbu na makrofagy. Intracelularné¢ pak moduluji
signaliza¢ni drahy, které vedou k produkci cytokinl, sméfujicich polarizaci imunitni
odpovédi ve prospéch Th2. Vysledkem tohoto pfesmérovani je vyhnuti se ucinkiim
toxického NO, ¢imz je ustanovena chronicita infekce. Glykokonjugaty jsou rozséhle
zkoumany jako uU€innd slozka potencialnich vakcin, chranicich obratlovce pted
nakazou ¢i branicich zpétnému pfenosu leishmanii na bezobratlého vektora, ¢imz

zamezuji dal§imu Sifeni infekce.

Kli¢ova slova: leishmanie, lipofosfoglykan, glykoinositolfosfolipid,

proteofosfoglykan, gp63, imunitni odpovéd’, makrofag



Abstract

Leishmania parasites have to overcome host immune defence mechanisms upon
entering a vertebrate host and penetrating into the target cell — a macrophage where
their development continues. The evolutionary strategy of leishmania parasites
developed to evade immune system of the vertebrate is among others based on their
surface  glycoconjugates. =~ The  most important  glycoconjugates  are
lipophosphoglycans, glyconoinositolphospholipids, metalloproteases gp63 and
membrane-bound proteophosphoglycans, which help leishmania parasites to
withstand lysis by complement, antimicrobial products of neutrophils, and mediate
binding to macrophages. Intracellularly, they modulate signaling pathways that lead
to the production of cytokines targeting the immune response polarization in favour of
Th2. The result of this redirection is evasion of toxic NO effects leading to
establishment of the chronicity of the infection. Glycoconjugates are extensively
investigated as an efficient component in the development of vaccines to protect
vertebrates from infection or to inhibit the reverse transfer to an invertebrate host and

thereby prevent further infection spread.

Keywords: leishmania, lipophosphoglycan, glycoinositolphospholipid,

proteophosphoglycan, gp63, immune response, macrophage
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1 Uvod

Leishmani6za patii podle svétové zdravotnické organizace (WHO) spolu s malarii, spavou
nemoci a Chagasovou chorobou mezi nejvice zanedbdvana parazitarni onemocnéni svéta
zpusobend prvoky. Leishmani6zu zptisobuji prvoci rodu Leishmania a jeji rozsiteni je spojeno
s vyskytem prenasecli, flebotomu, Zijicich pfevazné v tropickych a subtropickych oblastech
celého svéta. NejbliZe se s leishmanidzou mizeme setkat v oblasti Sttedozemniho mote. Cim
dal Castéji jsou hlaseny piipady onemocnéni i ve vyspélych zemich. Na vin¢€ tomu je rozvoj
cestovani do tropickych oblasti a nedostate¢na ochrana pied flebotomy (shrnuto v Oryan a

Akbari, 2016).

Boj s leishmanidzou je soustfedén do nékolika okruhti. Pfikladem je snaha o snizeni
poctu flebotomil za pouziti insekticidl ¢i branéni kontaktu ¢lovéka s potencidlné nakazenym
hmyzem za pomoci ochrannych siti a repelentt. Usiluje se také o sniZeni poctu infikovanych
rezervoarovych hostitell, napt. vakcinaci psti na Gzemi jizni Evropy. Nejvétsi nadéje jsou v

soucasnosti vkladany predevsim do vyvoje ucinné vakciny pro ¢lovéka (WHO, 2016).

Kontakt leishmanii s imunitnim systémem hostitele je zprostfedkovan skrze
jejich povrch, specificky pfitomnosti membranové vazanych glykokonjugati, které sehravaji
dilezitou roli jak v bezobratlém, tak v obratlovéim hostiteli (shrnuto v Assis et al., 2012).
V této bakaldiské praci se zamétim na Ctyfi hlavni povrchové glykokonjugaty leishmanii, na
rozdily v jejich zastoupeni a chemické struktufe u dvou hlavnich morfologickych forem
stfidajicich se v Zivotnim cyklu tohoto parazita. Jmenovité se budu zabyvat lipofosfoglykany,
glykoinositolfosfolipidy, metaloproteazou gp63 a membranoveé vazanymi proteofosfoglykany.
Zaméfim se na jejich plsobeni v téle obratlovéiho hostitele od doby, kdy do néj byly

leishmanie inokulovany prostfednictvim hmyziho vektora.

odolavani lytickym ucinkiim komplementu a pomoc pfi adhezi na hostitelskou bunku, jiz
byvaji vétSinou nejdiive neutrofily, které se k mistu inokulace dostavaji jako prvni a posléze
makrofagy, které jsou pro leishmanie bunkami cilovymi (shrnuto v Morais et al., 2015).
V makrofézich se poté leishmanie brani prostfednictvim téchto glokokonjugatl destruktivnim

déjim jako je oxidativni vzplanuti ¢i okyseleni parazitoforni vakuoly oddélenim flze s



pozdnimi endozomy. Dale glykokonjugaty zamezuji produkci zéanétlivych cytokinti a

pomahaji leishmaniim celit dal$im antimikrobidlnim zbranim imunitniho systému.

Na zavér se budu zabyvat soucasnym stavem vyzkumu vakcin proti leishmanioze
souvisejicim s vyuzitim glykokonjugata jako cilovych molekul. Dilezitost téchto molekul a
jejich vyse zminénych funkei, svédc¢i o jejich zpilisobilosti stat se pfedmétem vyzkumu pro

vyvoj ockovani a pfipadné 1 vznik budoucich 1é€iv.



2 Charakteristika leishmanii

Rod Leishmania patti spolu sdal§imi pfisluSniky celedi Trypanosomatidae mezi
jednobunécna eukaryota vyznacujici se dvouhostitelskym parazitickym zplisobem Zivota.
K pfenosu leishmanii na obratlovciho hostitele dochazi prostiednictvim samicek drobného
dvoukiidlého hematofagniho hmyzu rodu Phlebotomus s vyskytem ve Starém Svété a rodu

Lutzomyia v Novém Svété (shrnuto v Sharma a Singh, 2008; Steverding, 2017).

V  zivotnim cyklu leishmanii se stfidaji dvé zakladni morfologické formy.
V bezobratlém hostiteli se paraziti nachazi ve formé pohyblivych promastigotli, s bi¢ikem
umisténym v pfedni ¢asti buniky, zatimco v obratlov¢éim hostiteli jsou leishmanie lokalizovany
intracelularné predevsim ve fagolysozomech makrofagli. Tyto zdanlivé nepohyblivé formy
kulatého tvaru, postradajici viditelny bicik, se nazyvaji amastigoti (shrnuto v Liévin-Le Moal
a Loiseau, 2015). Leishmanie se mohou krom¢ makrofagh vyskytovat také uvnitt dalSich
profesionalnich fagocyti, napt. neutrofili a dendritickych buné¢k (shrnuto v Feijo et al., 2016).

Zivotni cyklus za¢ina nasatim infikovanych makrofagti flebotomem. V jeho stfevé je
po nasati vyluCovana chitinézni vrstva, obalujici nasatou krev, znamd pod nazvem
peritrofickd matrix (shrnuto v Dostélova a Volf, 2012). Uvnitt této kapsule jsou amastigoti
uvolnéni z makrofagli a prodélavaji diferenciaci na procyklické promastigoty (uvedeno
napiiklad v Teixeira et al., 2013; Inbar et al., 2017). Procykli¢ti promastigoti se po degeneraci
peritrofické matrix diferencuji na nektomonddni promastigoty (shrnuto v Dostilova a Vollf,
se ke stfevnimu epitelu. Timto zplisobem se promastigoti vyhnou defekaci s nestravenymi
zbytky krve. Casem je vazba ke stfevnimu epitelu uvolnéna a promastigoti migruji do predni
Casti stfeva, kde se znich stavaji leptomonadni promastigoti (Rogers et al., 2002). Tito
promastigoti pak davaji vzniknout budto haptomoniddam, pfichycenym bicikem ke
stomodeélni valvé (Killick-Kendrick et al., 1974), nebo se diferencuji na vysoce pohyblivé
metacyklické promastigoty. Metacykli¢ti promastigoti infikuji obratlov¢iho hostitele pii sani
nakazeného flebotoma (Gossage et al., 2003). Spolu s leishmaniemi jsou do hostitele
vpraveny 1 sliny flebotoma, u nichz byl prokézan efekt usnadiujici uchyceni infekce (tzv.
enhancing efekt slin) (Titus a Ribeiro, 1988), obsah exosomi leishmanii a sekrecni gel
promastigotii (tzv. PSG) (Stierhof et al., 1999; Atayde et al., 2015). Tento gel je produkovan

leptomonadami v piedni ¢asti zazivaciho traktu hmyziho vektora a diky nému maji leishmanie



vétsi Sanci dostat se do obratlovéiho hostitele. Je to dano tim, Ze se nakazeny hmyz snazi sat

opakované v disledku ucpaného traviciho traktu (Rogers et al., 2002).

Po inokulaci do obratlov¢iho hostitele musi promastigoti odolavat sérovym slozkam
imunity, navazat se na hostitelskou bunku a indukovat fagocytézu. Podle hypotézy trojského
kon¢ slouzi neutrofily jako prozatimni Ukryt zprostfedkujici leishmaniim tichy vstup
do makrofagti (Peters et al., 2008). V rozporu s touto hypotézou je strategie trojského kralika,
kdy leishmanie unikaji z apoptotizujiciho neutrofilu a napadaji namigrované makrofagy
(Ritter et al., 2009). Uvnitt fagocytli vznikd tzv. parazitoforni vakuola, kde specifické
podminky jako vyssi teplota a niz8i pH, spousti diferenciaci promastigoti na amastigoty. Tyto
kulaté formy se uvnitt makrofaghh mnozi, dokud nedojde k jeho ruptufe a uvolnéni amastigoti

mohou byt fagocytovani dalSimi makrofagy v okoli (shrnuto v Sharma a Singh, 2008).

Leishmanie mohou zpiisobovat fadu patologickych projevii souhrnné oznacovanych
leishmanioza. Na zéklad¢ odliSnych symptomil infekce byly popsany tfi zakladni formy:
kutdnni (kozni), muko-kutanni (kozné-slizni¢ni) a viscerdlni (trobni). Klinicky pribéh
onemocnéni zavisi nejen na druhu leishmanie, ale napf. i na genetické predispozici a stavu

imunitniho systému hostitele (shrnuto v Pace, 2014).

Nejleh¢i priibéh miva zpravidla forma kutanni, pfi niz infikované makrofagy zistavaji
lokalizovany v kiizi. Projevuje se kozni 1€zi, ktera se po Case vétSinou sama zhoji a zanechéva
jizvu s Castym negativnim psychosocidlnim dopadem pro postizené osoby (shrnuto v David a
Craft, 2009). S kozni leishmani6zou jsou obvykle spojovany druhy Leishmania (L.) major, L.
tropica, L. mexicana, L. Viannia (V.) braziliensis, L. panamensis a L. amazonensis (shrnuto
v Monge-Mailo, 2013, Akhoundi et al., 2016).

Muko-kutanni forma, nazyvana také espundia, je nejcastéji pusobend druhem L. (V.)
braziliensis a miva zpocatku stejny pribéh jako forma kozni. Po Case vSak napada i mekkeé
chrupav¢ité tkang, coz mize vést k jejich vazné destrukei (shrnuto v David a Craft, 2009).
azar. Napadené makrofagy jsou zaneseny krevnim feciStém do vnitfnich organt (zejména
jater, sleziny a kostni dfené), kde leishmanie po namnozeni napadaji dal$i makrofagy.
Visceralni leishmanioza je Casto spojovana s druhy L. donovani a L. infantum a pokud neni
lécena, zpravidla kon¢i smrti (WHO, 2013). Po prodélani viscerdlni leishmaniézy se muize

projevit post-kala-azar kozni leishmanidza, kterd se projevuje rozesetymi papulami v kizi



slouzicimi jako vyznamny zdroj infekce pro flebotomy (shrunuto v David a Craft, 2009;
WHO, 2012; Pace, 2014).

Leishmanio6za je rozSifena na tizemi 98 statii a ma na svédomi 20—40 tisic imrti ro¢né.
Vice nez 90 % novych piipadi je uvadéno z Afghanistanu, Alzirska, Bangladése, Bolivie,
Brazilie, Kolumbie, Etiopie, Indie, Iranu, Peru, Jizniho Sudanu, Sudanu a Syrie (WHO,
2016). Geografické rozsifeni vSech forem leishmanidzy se prolind, mize se ale lisit rozloha
zasazen¢ho uzemi (Alvar et al., 2012).

Uspé&snost leishmanii zavisi na ochrannych mechanismech, které si tito parazité
vyvinuli v priibéhu evoluce. Jednou z mnoha zbrani téchto paraziti jsou glykokonjugaty
zasazené¢ do povrchové membrany a ménici své pomérné zastoupeni a chemické slozeni
v zavislosti na prostiedi, ve kterém se pravé vyskytuji tak, aby jim pomadhaly piekonat

nepiiznivé podminky, které jsou projevem hostitelské imunitni odpovédi.



3 Klasifikace povrchovych glykokonjugatu
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obrazek prevzat a upraven z review Cabezas et al., 2015

3.1 LIPOFOSFOGLYKAN

Vsechny druhy leishmanii exprimuji na svém povrchu lipofosfoglykan (LPG) véazany
glykofosfatydylinositolovou (GPI) kotvou k membrané¢ parazita. Zatimco u promastigott jde
o nejhojnéji exprimovany povrchovy glykokonjugat, u amastigoti je tvorba LPG vyrazné
redukovana a u nékterych druht dokonce zcela chybi (McConville a Blackwell, 1991). Tato
molekula se uplatiiuje v utrobach hmyziho hostitele — flebotoma, v némz sehrava roli
napiiklad pti adhezi na jeho stfevni sténu, ¢imz se brani vypuzeni ztéla hmyzu spolu
s nestravenymi zbytky krve (Pimenta et al., 1992). Toto tvrzeni vSak plati pouze

pro specifického pirenasece, jelikoZ u permisivniho pfenasece plni tuto ulohu jiné molekuly



leishmanii (Myskova et al., 2007). Vice je o LPG ovSem zndmo ve spojitosti s obratlovéim
hostitelem, kde se tento glykokonjugat ucastni d&€ji podmiiujicich virulenci leishmanii

(shrnuto v Forestier et al., 2014).

3.1.1 Struktura a variabilita lipofosfoglykanu

Komplexni makromolekula LPG je slozend ze ctyf domén, kterymi jsou GPI kotva,
glykanové jadro, linearni fosfoglykanovy (PG) fetézec a termindlni oligosacharidova cepicka

(shrnuto v Forestier et al., 2014).

Zatimco urcité ¢asti LPG jsou u vSech druhti leishmanii identické (lipidova kotva,
glykanové jadro a linearni PG) (shrnuto v Forestier et al., 2014), nékteré komponenty se
mohou ve strukture LPG liSit na Grovni mezidruhové, vnitrodruhové ¢i dokonce interstadialni
(shrnuto v Forestier et al., 2014). Castymi rozdily jsou modifikace postrannich fetézcti PG a

slozeni oligosacharidové Cepicky (shrnuto v Assis et al., 2012).

V souvislosti se zménou prostiedi z bezobratlého na obratlovciho hostitele, a nutnosti
se tomuto prostfedi ptizplsobit, prochazi struktura LPG béhem metacyklogeneze vyraznou
metamorfézou (McConville et al., 1992). Narasta pocet jednotek PG v molekule LPG, ¢imz
se celd molekula LPG u metacyklickych promastigotii dvojnasobné prodlouzi a v poméru
k této délce se glykokonjugat jevi fidCeji glykosylovan (Sacks et al., 1990). Zménou prochazi
také koncova sacharidova cepicka, u které dochazi k vyméné galaktosidovych zbytkl
za arabinopyranosidové. Cukernd proména ma vyznam pii uvolnéni vazby z receptord
na stfevnim epitelu flebotoma (Sacks et al., 1990; McConville et al., 1992; Sacks et al., 1995).
Odlisnosti druhii a kmenii leishmanii ve slozeni LPG se projevuji schopnosti infikovat vzdy
pouze nékolik konkrétnich druhti bezobratlého hostitele. Jeden druh ¢i kmen leishmanii
infek¢ni pro urcity druh flebotoma tedy nemusi byt infekéni pro jiny druh tohoto hmyzu
(McConville et al., 1992; Sacks et al., 1995; Mahoney et al., 1999; Soares et al., 2002; 2004;
Dobson et al., 2003). V obratlov¢im hostiteli se tato proména sacharidového zakonceni LPG
projevuje noveé nabytou schopnosti vazat se na makrofagy (Sacks et al., 1990; McConville et
al., 1992; Sacks et al., 1995). V zavislosti na povaze koncovych cukernych zbytkli a pozici
substituentll na PG byly popsany 3 typy LPG (shrnuto v Forestier et al., 2014). U druhu L.
donovani je naptiklad znamo, ze jeji LPG nema zadné postranni substituenty, a tak zlistava

jeji fetézec nevétveny (Sacks et al., 1995). Oproti tomu ma L. tropica LPG glykosylovany



na C; pozici galaktézy a u druhu L. aethiopica je LPG obvykle manosylovan na pozici C,

manézy (McConville et al., 1995).

3.1.2 Interakce lipofosfoglykanu s imunitnim systémem

Metacykli¢ti promastigoti, kteti disponuji prodlouzenym LPG (viz kapitola 3.1.1.), jsou na
rozdil od procyklickych forem odolni proti pasobeni komplementu. Lyticky por
komplementové kaskady se na povrchu metacykll sice sestavi, ale délka LPG neumozni poru,
slozené¢ho z podjednotek C5b-C9, dosdhnout az k membrané parazita a zpusobit jeho lyzi

(Puentes et al., 1990).

Navazany komplement na povrchu parazita plsobi jako opsonin a usnadiiuje
leishmaniim, diky vazbé na komplementovy receptor makrofag (CR3), internalizaci
do téchto fagocyti (Blackwel, 1985; Blackwell et al., 1985). K vazbé na makrofagy
leishmaniim ptispiva také vazba LPG skrze lektinové receptory (Handman a Goding, 1985).

Pro optimalni fungovani metabolismu leishmanii uvnitf fagozému vyZaduji
promastigoti a amastigoti odlisSné podminky prostiedi. Zatimco promastigoti leishmanii
prosperuji pfi neutralnim pH, amastigoti jsou pfizptisobeni k Zivotu za nizSiho, kyselého pH
(4-5,5) (Mukkada et al., 1985). Aby promastigoti zamezili okyseleni prostfedi parazitoforni
vakuoly, vyuzivaji LPG (repetitivnich jednotek glykanového jadra). Tyto jednotky jsou
schopny oddalit fuzi parazitoforni vakuoly s pozdnimi endozémy a lysozémy, jenz obsahuji
hydroldzy nebezpecné pro promastigoty (Desjardins a Descoteaux, 1997; Dermine et al.,
2000). Dochézi k tomu tak, ze LPG zpiisobuje akumulaci F-aktinu kolem fagozému a tim
mechanicky brani fuzi s endozémem (Holm et al., 2001). Po pieméné na amastigota se
schopnost fuze fagozému s endozoémy obvykle obnovi depolymerizaci perifagozomalniho F-
aktinu (Allen a Aderem, 1995). Neplati to vSak pro vSechny druhy leishmanii, napf.
promastigoti L. donovani nejsou schopni inhibovat rozpad perifagozomalniho F-aktinu, a tak

u nich dochazi k normalni maturaci fagozomu (Winberg et al., 2007).

LPG se podili na inhibici produkce superoxidovych iontd, které jsou pro leishmanie
toxické. Superoxidové anionty jsou produkovany v déji zvaném oxidacni vzplanuti, jehoz se
ucastni enzymovy komplex NADPH oxidaza. Tento komplex enzymi je slozeny zjedné
s membranou asociované jednotky a tif volnych cytosolickych jednotek, které se po aktivaci

makrofagu sestavi na membrané fagozému a tvoti zde funkéni komplex (shrnuto v Moradin a



Descoteaux, 2012). LPG konkrétné¢ zabraiuje sestaveni podjednotek NADPH oxidazy
na membrané fagozomu odlou¢enim cytosolickych slozek komplexu 2z membrany

(Frankenburg et al., 1990; Vilhardt a Van Deurs, 2004; Lodge et al., 2006).

Béhem fagocytdzy se molekuly LPG z povrchu leishmanie dostavaji na povrch vnitini
membrany fagozomu (Tolson et al., 1990), kde se zaclenuji do lipidovych rafti (struktur
bohatych na cholesterol), zapficinuji jejich rozpad a brani jejich dal§imu vzniku (Dermine et
al., 2005). Tyto membranové struktury maji vyznam v mnohych procesech: jsou v nich
napiiklad soustfedény proteiny podilejici se na jiz zminéné fizi dvou membran, na pfenosu
signalu, uspofadani F-aktinu a oxidativnim vzplanuti. Pfi naruSeni lipidovych mikrodomén
proto dochdzi ke snizeni produkce kyslikovych radikali a oslabeni dalSich obrannych

protiparazitickych slozek imunity (Holm et al., 2001; Vilhardt a Van Deurs, 2004).

Proudfoot et al. (1996) zjistili, ze LPG ma za nésledek snizeni exprese inducibilni NO
syntazy (iNOS) a stim souvisejici produkce oxidu dusnatého (NO), avSak pouze
za pfedpokladu, Ze makrofag nebyl pfedem stimulovan bakteridlnim lipopolysacharidem
(LPS). V takovém piipadé byl ucinek opacny a ptidany LPG vyvolal zvySenou expresi iNOS
a s tim souvisejici produkci NO (Proudfoot et al., 1996).

Vyse popsané imunomodulaéni schopnosti LPG nemusi byt platné pro vSechny druhy
leishmanii. Nazornym piikladem je LPG druhu L. mexicana, kdy mutanti L. mexicana, kteti
neexprimovali LPG, byli stejn€ virulentni jako leishmanie téhoz druhu se zachovalym genem

pro LPG (Ilg, 2000).

3.2 GLYKOINOSITOLFOSFOLIPID

Glykoinositolfosfolipidy (GIPL) jsou povrchové glykokonjugaty strukturou blizce piibuzné
LPG. U promastigotii druhti L. (V.) panamensis a L. (V.) braziliensis l1ze pozorovat snizenou
expresi LPG. Tuto ztratu vSak kompenzuje zvySend exprese GIPL, coz nasvédcuje o
vzajemné zastupitelnosti téchto dvou glykokonjugati (Zawadzki et al., 1998; Silveira et al.,
2005). V navaznosti na zjisténi deficitu LPG bylo u druhu L. (V.) braziliensis popséano, ze asi
85 % jejich povrchovych GIPL je lokalizovano v lipidovych raftech, jejichz vyznam byl
popsan vySe (viz kapitola 3.1.2.). Pii rozpuSténi lipidovych rafti detergentem byla

prokazateln€ snizena zivotaschopnost zkoumaného druhu (Yoneyama et al., 2006). Vysoka



ptitomnost GIPL v lipidovych raftech druht leishmanii, které pozbyvaji LPG, nasvédCuje

tomu, Ze by tyto molekuly mohly nahrazovat funkce LPG i v téchto strukturach.

Exprese GIPL je na povrchu promastigoti i amastigott piiblizné stejna (1-2 - 107

kopii/buitka) (McConville a Blackwell 1991; Winter et al., 1994). Po pfemén¢ na amastigota
jsou GIPL nejzastoupengj$im glykokonjugatem v membran€. Dochazi u nich také k bliz§imu
kontaktu téchto molekul s okolnim prostfedim, coz je zplisobeno snizenou expresi strukturné

delsiho LPG, které u promastigotl stericky brani dostupnosti GIPL (Winter et al., 1994).

3.2.1 Struktura a variabilita glykoinositolfosfolipidu

Stejné jako molekuly LPG jsou i GIPL strukturami obsahujicimi konzervativni a variabilni
casti. Konzervativni struktura sestdva ze 4-6 sacharidovych zbytkl, které jsou
prostiednictvim fosfatidylinositolového zbytku vazany na lipidovou cast obvykle slozenou

z alkylacylglycerolu nebo z lysoalkylglycerolu (McConville et al., 1990).

Podle toho, na kterém uhliku proximdlné postavené manodzy jsou vazany mandzové
zbytky rozliSujeme tfi skupiny GIPL. Prvni typ, ozna¢ovany GIPL I, ma navéazany substituent
na C6 manozy. Typ II se vyznacuje substituentem na C3. Tteti rozliSovana skupina GIPL je
kombinaci ptedchozich dvou typl (substituenty jsou na C3 i na C6), a proto se ji také fika

hybridni (shrnuto v Assis et al., 2012).

Podobné jako u LPG jsou i u GIPL znamy mezidruhové rozdily ve struktuie vedouci
k odlisné manifestaci onemocnéni. Naptiklad u L. infantum byly prokazany GIPL typu I,
zatimco L. brazilienzis exprimuje GIPL typu II. Tyto malé rozdily v pozici sacharidii se
projevuji napiiklad lep§i schopnosti GIPL L. brazilienzis potlacovat produkci NO
makrofagem ve srovnani s GIPL purifikovaného z L. infantum (Assis et al., 2012). Na jedné
burice parazita mize byt exprimovano zarovei vice typt GIPL, jejichZ pomérné zastoupeni se
muze liSit napf. u riznych linii téhoz druhu leishmanie. Piikladem mohou byt rizné poméry

v zastoupeni GIPL typu I a Il u L. major (Schneider et al., 1994).

3.2.2 Interkakce glykoinositolfosfolipidu s imunitnim systémem

GIPL jsou stejn¢ jako LPG diky obsahu manozy cilem pro man6zu vazajici protein,
ktery se vyskytuje vsavéim séru. Amastigoti stimto navdzanym proteinem jsou velmi

atraktivni pro makrofagy (Green et al., 1994). Mandzu vazajici protein je diky své schopnosti
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aktivovat komplement klasickou cestou jednou z antimikrobidlnich zbrani imunitniho
systému (Ikeda et al., 1987). Jeho vyznam pro leishmanie vSak spoc¢iva v urychleni vstupu

do cilové bunky (Green et al., 1994).

U GIPL leishmanii byla prokdzana schopnost tlumit produkci NO a prozanétlivého
cytokinu IL-12 v makrofazich, ktery béhem pocate¢ni faze infekce ovliviiuje polarizaci
bunécné odpoveédi smérem k Thl (Proudfoot et al., 1995; 1996; Assis et al., 2012). Naproti
tomu GIPL L. shawi a L. mexicana indukoval zvySenou produkci protizanétlivého IL-10,
ktery pomaha leishmaniim udrzovat chronicitu infekce a branit hojeni (Buxbaum et al, 2013;
Passero et al., 2015). Produkce vySe zminovaného IL-12 je indukovédna pfedev§im skrze

vazbu GIPL na receptory TLR4 a v mensi mife také TLR2 (Assis et al., 2012).

Jednim z prokézanych ucinkd GIPL je inhibice protein kindzy C (PKC). Konkrétné je
za tuto inhibici zodpovédny alkylacylglycerolipid, ktery je soucasti struktury tohoto
glykokonjugatu. Na PKC signdlni draze je zdvisla exprese transkripcniho faktoru c-Fos,
schopného zasahovat do genové exprese a ovliviiovat tak produkci cytokind, kli¢ovych pro

spusténi oxidativniho vzplanuti (McNeely et al., 1989; Chawla a Vishwakarma, 2003).

Bylo prokazano, ze GIPL se stejn¢ jako LPG (viz kapitola 3.1.2) podileji na procesu
branicimu spravnému sestavovani komplexu NADPH oxidédzy (viz kapitola 3.1.2)
(Proudfootet al., 1995; 1996; Tachado et al., 1997; Chawla a Vishwakarma, 2003; Lodge et
al., 2006).

3.3 GP63

Glykoprotein 63 (gp63) je enzym, ktery se svou strukturou fadi do rodiny zinkovych proteaz,
vyznacujicich se zine¢natym iontem v aktivnim misté (Schlagenhauf et al., 1998). Tento
nazev ziskal enzym ve vztahu ke své velikosti a moznosti glykosylace. Poprvé byl enzym
gp63 popsan v pribéhu osmdesatych let jako majoritni povrchovy antigen promastigotii u
vybranych druhti leishmanii (Colomer-Gould et al, 1985). Az po blizSim zafazeni mezi
zinkové proteazy byl tomuto enzymu mezindrodnim spole¢enstvim pro biochemii a
molekularni biologii pfidélen nazev leishmanolysin (shrnuto v Isnard et al., 2012). AvSak pro

ucely této bakalatské prace budu v dalsim textu vyuzivat pouze nadzvu gp63.
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Pritomnost metaloprotedzy gp63 byla prokazana nejen u leishmanii, ale i u dalSich
druhti parazitujicich na lidech: napt. Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi (Bordier et al.,
1986; Ma et al., 2011a) a Trichomonas vaginalis (Ma et al., 2011b). Gp63 se vyskytuje
u promastigotil i amastigoti (Colomer-Gould et al, 1985). U obou stadii je exprimovano vice
izoforem gp63, které se mezi vyvojovymi stadii 1is§i chemickou strukturou, mirou exprese a
lokalizaci v ramci bunky (Medina-Acosta et al., 1989; Streit et al., 1996; Hsiao et al., 2008).
Amastigoti vykazuji na svém povrchu pouze necelé 1 % proteolytické aktivity gp63
v porovnani s promastigoty (Schneider et al., 1992). U promastigotii jsou izoformy gp63
obvykle N-glykosylovany, zatimco u vétSiny izoforem amastigotli glykosylace chybi. VétSina
gp63 promastigotli je rovhomérné rozmisténa na povrchu membrany, do které je ukotvena
GPI kotvou, zatimco u amastigotl je vétSina gp63 lokalizovano ve flagelarni kapse a nachazi

se volné v cytosolu, vezikulech nebo dalsich organelach (Hsiao et al., 2008).

3.3.1 Struktura a biosyntéza gp63

Velikost gp63 se pohybuje v rozmezi 60-66kDa v zavislosti na dané izoformé a mife jeji
glykosilace (Chang et al., 1986). Protedza je syntetizovéana jako inaktivni prekurzor, ktery se
aktivuje procesem maturace (Macdonald et al., 1995). Maturovany enzym je slozen ze tii
domén: N-termindlni, centrdlni a C-termindlni (Schlagenhauf et al., 1998). Aktivni misto
enzymu se nachazi mezi N-koncovou a centralni doménou (Schlagenhauf et al., 1998;
Razzazan et al.,, 2008). Na N-termindlni domén¢ se nachdzi motiv HExxH, ktery je
pro zinkové protedzy typicky. Postranni fetézce histidind tohoto motivu slouzi jako ligandy
pro Zn®>" jont (Schlagenhauf et al., 1998). C-terminalni doména je tvofena prevazné
antiparalelnimi beta strukturami, které jsou obohaceny o Sest disulfidickych vazeb a svoji N-

terminalni ¢asti je doména ptipojena ke GPI kotve (Schlagenhauf et al., 1998).

3.3.2 Interakce gp63 s imunitnim systémem

Diky gp63 jsou extracelularni promastigoti 1 intracelularni amastigoti chranéni
pted neptiznivymi vlivy prostiedi (shrnuto v Isnard et al., 2012). Z hlediska proteolytické
aktivity ma gp63 pro leishmanie vyznam zejména v prostiedi obratlovciho hostitele.
Chaudhuri a Chang (1988) v experimentech prokazali zvysenou proteolytickou aktivitu gp63
za fyziologického pH krevni plasmy a télesné teploty typické pro savce (37 °C) v porovnani

s teplotou té€la mimikujici hmyziho hostitele (ptiblizné 27 °C).
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Utinnou zbrani na zabijeni mikrobl neutrofily jsou sitovité struktury NETSs
(neutrophil extracelular traps), které se skladaji z uvolnéného chromatinu a specifickych
granularnich protein (shrnuto v Brinkmann a Zychlinsky, 2012). Promastigoti leishmanii
spousti uvolnovani NETs a zachytdvaji se v téchto strukturdch, coz usnadnuje pohlceni
parazitli fagocyty v misté inokulace (Guimaraes-Costa et al, 2009). Ukazalo se, Ze samotny
gp63 nemd na formovani NETs vliv (Gabriel et al., 2010), ale chrani leishmanie
pted cytolytickym efektem nckterych slozek tohoto hostitelského obranného mechanismu

(napft. pfed antimikrobidlnimi peptidy ¢i histony H2A a H2B) (Kulkarni et al., 2006).

Protedza gp63 muze fungovat jako ucinny aktivator komplementu i bez vyuziti vlastni
proteolytické aktivity (Brittingham et al., 1995). Tato aktivace komplementu probiha
alternativni cestou a je zapocCatd navdzanim gp63 na C3 slozku komplementu, jejiz
podjednotku C3b proteolyticky rozkladd na inaktivni 1C3b slozku. Podjednotka iC3b
zabrafiuje aktivaci komplementové kaskady a zaroven vynika opsoniza¢ni funkci, diky niz se
leishmanie 1épe vazou na komplementovy receptor Mac-1 exprimovany na povrchu lidskych
makrofagli (Russel, 1987). Silngjsi adhezi a naslednou internalizaci parazita vS§ak umoziuje
az vazba gp63 pres fibronektinovy receptor (Brittingham et al., 1999). Promastigoti L. major
defektni v gp63 projevovali zvySenou nachylnost vic¢i lyzi komplementem v porovnani
s promastigoty hyperexprimujicimi gp63, dokazujici klicovou ulohu metaloprotedzy proti
komplementovému ataku (Joshi et al, 2002). Nepfitomnost gp63 u leishmanii a jim
zprostfedkovanéd rezistence vic¢i komplementu se pii infekci L. major a L. amazonensis
na my$im modelu projevila pozdéjSim formovanim kozni 1éze a jeji mensi velikosti (Joshi et

al., 2002; Thiakaki et al., 2006).

Proteolyticky ucinek gp63 byl prokdzan u mnoha substratd, které zastavaji dilezité
funkce v regulaci signalnich drah a v dalSich antimikrobidlnich a zanétlivych procesech.
Kratce po infikovani bunky S§tépi gp63 podjednotky c-Jun transkripéniho faktoru AP-1
podilejiciho se na transkripci genti kodujicich nékteré antimikrobidlni funkce (Contreras et
al., 2010). Dale gp63 Stépi protein tyrozin fosfatazy, coz ma za nésledek sniZeni produkce
prozanétlivych cytokinti a dal§ich mikrobicidnich produktti makrofag (Hallé et al., 2009).
Gp63 také zplisobuje odstépeni podjednotky NF-xB (p65RelA), ktera putuje do jadra a
indukuje produkci chemokint, lakajicich dalsi imunitni buniky k mistu infekce a tim urychluji

internalizaci dalSich parazitt do bun¢k (Gregory et al., 2008).
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Proteolytickd aktivita gp63 usnadiiuje promastigotim migrovat podkozim
po inokulaci do hostitele, za coz vdéci schopnosti gp63 degradovat nékteré slozky tvofici
extracelularni matrix; napf. kolagen typu IV ¢i fibronektin (McGwire et al., 2003).
Metaloprotedzy jsou v extracelularni matrix pfitomné i za normalnich okolnosti a jsou béznou
soucasti imunitni odpovédi proti infekcim, pii niZ se rozvolnénim extraceluldrni matrix
vytvaii prostor pro rychlej$i migraci imunitnich bun¢k ke zdroji infekce (shrnuto v Elkington
et al., 2005). Inkubace neutrofilit a makrofagt s gp63 vSak ukazala, Ze tento glykoprotein je
schopny inhibovat chemotaxi téchto imunitnich bun¢k za vybranymi chemokiny (Serensen et
al., 1994). Vysoka aktivita metaloproteaz, degradujicich matrix, mize souviset s vngj$imi
projevy infekce (shrnuto v Elkington et al., 2005), zvlasté pak, pokud s témito pfirozené se

vyskytujicimi metaloproteazami spoluptisobi gp63.

(Chen et al.,, 2000). Bylo prokazano, ze gp63 chrani promastigoty L. mexicana
pted cytolytickymi u€inky produkti fagolysozomli v pribéhu jejich diferenciace na
amastigoty a amastigoty nasledné¢ béhem vyvoje a mnoZeni uvniti buiikky (Chaudhuri et al.,

1989; Seay et al., 1996).

Dal8im zptsobem, kterym gp63 pomahd amastigotiim uvnitt bunék pfezit, je ovlivnéni
signalizanich drah imunitnich bun¢k. Vysledkem je modulace produkovanych cytokint,
jejimz nasledkem dochdzi ke snizené¢ produkci toxickych sloucenin dusiku a kysliku,
souvisejici s uspéSnym uchycenim a replikaci parazita (napt. Olivier et al., 1992; Guizani-

Tabbane et al., 2004; Contreras et al., 2010; Jaramillo et al., 2011).

Dosud nejsou znamy vsechny substraty pro gp63, a tak je dalsi badani nad moznostmi
pusobeni protedzy gp63 nezbytnosti. Detailnéjsi poznatky o plsobeni gp63 mohou vést
k vyvoji novych terapeutickych ¢i profylaktickych prostiedkii zaloZenych na inhibici tohoto
enzymu a tim pfispét k usnadnéni boje imunity proti infekci (shrnuto v Isnard et al., 2012).

Ziskané poznatky o vyuziti gp63 ve vyvoji vakcin jsou uvedeny nize (viz kapitola 4).

3.4 MEMBRANOVE VAZANY PROTEOFOSFOGLYKAN

Membranové vazany proteofosfoglykan (mPPG) patii mezi dosud nejméné probadané hlavni
povchové glykokonjugaty leishmanii (shrnuto v Rogers, 2012). Podstatné vice je znamo o

funkci jeho sekretované a filamentarni formy ve vztahu k hmyzimu vektorovi, kde
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filamentarni forma tvoii slozku sekre¢niho gelu promastigoti (PSG) zvySujiciho efektivitu

prenosu infekce do obratlovciho hostitele (Stierhof et al., 1999; Rogers et al., 2002).

3.4.1 Struktura membranové vazaného proteofosfoglykanu

Opakujicimi se jednotkami fosfoglykanu a mirou glykosilace je mPPG podobny LPG. Stejné
jako vSechny vySe popsané povrchové glykokonjugaty leishmanii jsou i mPPG ukotveny

v membrané GPI kotvou (Ilg et al., 1999).

3.4.2 Interakce proteofosfoglykanu s imunitnim systémem

Pii knock-outovani genu pro syntézu LPG byla pozorovana zvySena syntéza mPPG i jeho
sekretovanych forem, dokazujici fakt, Ze zvySend exprese mPPG muize byt prvkem
zastupujicim nékteré funkce LPG u amastigott (Ilg, 2000). Napovidaji tomu i studie Ilga et al.
(1999) a Pianiho et al. (1999), dle kterych je mPPG faktorem usnadiiujicim amastigotim

vazbu a vstup do makrofagt, poté, co tuto funkci prestava plnit LPG.
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4 Lécba, profylaxe a role glykokonjugatii ve vyvoji vakcin

Boj s leishmani6zou je v soucasnosti omezen zejména na léky na bazi pétimocného antimonu,
které jsou vSak spojeny s fadou potizi souvisejicich s jejich toxicitou. Ptikladem téchto 1éku je
miltefosin, amfotericin B a paromomycin (shrnuto v Oryan a Akbari, 2016). Kromé jiz
zminované toxicity je problémem stdle vznikajici rezistence, kterd zce souvisi s ekonomickou
strankou véci. Léky nejsou pro lidi v chudych endemickych oblastech cenové dostupné, a to ma
za nasledek mnohdy nedostate¢né vysoké davkovani nebo piili§ casné ukonceni 1écby vedouci

ke vzniku rezistentnich kment leishmanii (Chakravarty a Sundar, 2010).

Vakciny proti leishmanioze se daji rozdélit do tii skupin podle typu pouZzitych antigent.
Vakciny 1. generace jsou zalozeny na smési nespecifikovanych antigenii ze zlyzovanych bunck
leishmanii. Jejich vyhodou je levna vyroba, ale maji i nevyhodu, jiz je nemoZnost zajistit stejny
obsah a chemické slozeni antigenii v kazdé davce. Oproti tomu je obsah antigeni vakcin 2.
generace chemicky pfesné definovan (shrnuto v Mendonga, 2016). Podle typu pouzitych
antigend je mozné vakciny rozdélit na ty, které obsahuji oslabené (atenuované) parazity, celé
usmrcené parazity, vakciny obsahujici rekombinantni geny, smés vybranych antigent a vakciny
s obsazenou chimerickou DNA (shrnuto ve Srivastava et al., 2016). Typem vakcin, n€kdy
oznacovaném jako vakciny 3. generace, jsou DNA vakciny (shrnuto v Allahverdiyev et al.,

2010).

K vyzkumu vakcin jsou n€kdy vyuzivany glykokonjugaty leishmanii. Zvlastnim typem,
spadajicim k vakcindm 2. generace, je LPG, podavany intranasalné BALB/c myS$im. Takto
aplikovana vakcina méla za ukol chranit pfed kutdnni leishmaniézou plisobenou L. amazonensis.
Vysledkem u takto oSetfenych mys$i bylo pomalejsi formovani 1éze ve srovnéani s kontrolami,
jenz svédéi o ucinné imunizaci takto ockovanych zivocichi vedouci k ¢aste¢né protekcei

(Pinheiro et al., 2007).

Piikladem castych experimentd s glykokonjugaty je také vyvoj vakcin 3. generace
soustfedény na useky DNA, které tyto molekuly leishmanii kéduji. Prvni takova vakcina byla
ordln¢ podavana mysim a obsahovala bakterie Salmonella typhimurium s vlozenym genem
pro gp63 z L. major (Yang et al., 1990). DNA vakcina proti L. donovani, vyuzivajici jako
antigen DNA kodujici gp63, byla testovdna na mysich BALB/c, jimz poskytla pouze ¢aste¢nou
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ochranu proti onemocnéni (Kaur et al., 2016). Predpoklada se, ze diky mezidruhové podobnosti
tohoto glykoproteinu by tato vakcina mohla ucinkovat i proti visceralni leishmanidze zplisobené
jinymi druhy nez L. donovani (Sinha et al., 2011). Jako nejvice imunogenni se ukazala vakcina,
vyuzivajici gen kodujici N-termindlni doménu PPG L. donovani, testovana u zlatych kiecki a
poskytujici az 80% ochranu proti visceralni leishmaniéze (Samant et al., 2009). Dalsi vakcina,
kterd by mela uc€inkovat jako profylaxe proti viscerdlni leishmaniéze plsobené druhem
L. infantum, je zalozena na genu pro LPG 3, jehoz produktem je chaperon nezbytny pro syntézu
LPG (Descoteaux et al., 2002). Nicméné, stejn¢ jako u predchozich vakcin, dochdzi
v laboratornich testech jen k ¢aste¢né ochrané (Pirdel et al., 2014). TentyZ gen, avSak pochazejici
z L. major, byl testovan u BALB/c mysi, které jsou k tomuto druhu leishmanii vnimavé (Launois
et al., 1997). Vakcinace téchto mys$i ukézala, ze fragment proteinu LPG 3 i samotna DNA,

zpusobuje taktéz nedostate¢nou ochranu (Abdian et al., 2011).

Jinou moznosti, jak bojovat s leishmnaiézou nez chréanit pfimo ockovaného jedince, je
vakcina branici ptenosu leishmanii z nakazeného obratlovéiho hostitele na jejich prenasece.
Utinnost tohoto zpiisobu otkovéni byla zkouména studiemi na BALB/c mysich imunizovanych
LPG, gp63, rekombinantnim gp63 a atenuovanymi parazity. Experiment spocival v tom, Ze se
druh Phlebotomus duboscqi nechal sat na imunizovanych mySich, v poloviné bylo sani
flebotomti pferuseno a na dokonceni sani jim byly nabidnuty mysi infikované L. major.
Vysledkem tohoto experimentu bylo snizeni vyskytu metacyklli ve flebotomech, kteti sali
na imunizovanych mysich, v porovnani s flebotomy satymi pfimo na infikovanych zvitatech
(Tonui et al., 2001a). Pii opakovaném sani téchto flebotomti na neinfikovanych BALB/c mysich

se niz8i obsah pfenesenych metacyklickych promastigoti projevil mensimi lézemi ve srovnani

s kontrolami (Tonui et al., 2001b).
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5 Zavér

Povrchové glykokonjugaty jsou jednim zmnoha studovanych virulenénich faktord
leishmanii, které ovliviiuji pribéh infekce v obratlovéim hostiteli. Pro leishmanie jsou
povrchové glykokonjugaty nastrojem, s jehoz pomoci dokazi prelstit hostitelskou imunitu a

kvuli tomu dlouhodobé setrvavat v téle obratlovce.

NejprostudovanéjSim glykokonjugatem leishmanii je LPG, u n¢hoz byla zjisténa
téchto parazitli, neni tomu tak u vSech druht leishmanii. Svéd¢i o tom Uplna nahraditelnost
LPG u L. mexicana. Dalsi glykokonjugaty mohou funkci LPG dopliiovat ¢i Gplné nahrazovat
pfi proméné promastigota na stadium amastigota, ¢emuz nasvéd€uje i strukturni piibuznost
nékterych glykokonjugat. Struktura glykokonjugati je proménliva nejen béhem Zzivotniho
cyklu, ale lisi se Casto mezidruhoveé i vnitrodruhové. Tato proménlivost souvisi s potfebou
prizplisobit se zivotu ve velmi odlisnych prostiedich dvou typt hostiteld a s pirechodem

z extracelularni formy na intracelularni.

Mimo LPG, GIPL, gp63 a mPPG jsou na membrané leishmanii exprimovany 1 dalsi
molekuly, které v této bakalaiské praci nebyly zminovany, a to z diivodu, Ze jejich funkce,
podporujici preziti leishmanii uvniti obratlov¢iho hostitele, neni ptili§ prostudovana. Jsou jimi
napf. gp46 a kinetoplastovy membranovy protein (KMPI11), ktery byl také vyuzit
v experimentech s vakcinami. Konkrétné §lo o rekombinantni vakcinu, namifenou proti
viscerdlni leishmanidze, plisobené L. infantum. Tato vakcina, zaloZzend na nepatogennim
druhu L. tarentolae exprimujicim KMP11, vyvolévala produkci prozanétlivého interferonu-y
od vakcinace, produkce IFN-y vzrostla, zatimco IL-4 byl produkovan jen v mensi mife. To
svéd¢i o smérovani bunéné imunitni odpovédi k protektivnimu Thl typu, diky emuz je
KMP11 povazovan za vhodného kandidata na vakcinu (Nasiri et al., 2016). Tento protein je u
vétSiny pozitivnich pacientii dobfe rozpoznavan protilatkami IgG (Ramirez et al., 1998) a to
zng zéroven €ini vhodny sérodiagnosticky prvek visceralni leishmaniozy (Passos et al.,

2005).

Dosud probéhlo mnoho experimentii vyuzivajicich budto DNA kodujici
néktery z glykokonjugati, glykokonjugat samotny, ¢i nepatogenni organismus exprimujici
nckterou z téchto molekul. VSechny tyto experimenty ale poskytovaly pouze castecnou
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ochranu, kterd se vétSinou projevila niz§i parazitémii. Jiz tyto malé uspéchy svédci
o dilezitosti pokracovat v intenzivnim vyzkumu téchto molekul a jejich funkci. Z rtizného
slozeni a zastoupeni glykonjugatl u odlisnych druhti leishmanii je patrné, Ze nejspiSe nebude
mozné aplikovat stejnou kombinaci antigeni proti vSem druhim tohoto parazita. Z téchto
diivodll je nutné se nadéale zabyvat zastoupenim a funkci glykokonjugati. Dlraz by mél byt
kladen zejména na mezidruhové rozdily a testovani riznych kombinaci antigent v zavislosti
na ziskanych poznatcich o téchto molekuldch. Na druhé strané¢ je nutné zkoumat i
mechanismy obratlov¢iho imunitniho systému namifené proti leishmaniim, aby bylo mozné

porozumét interakcim hostitel-parazit v plné $ifi.

Z mého pohledu je velkym uskalim testovani vakcin na zvifecich modelech, a to z
divodu odlisnosti ve fungovani jejich imunitniho systému. Vlivem téchto odlisnosti se miize
leishmaniové infekce 1 ucinky testovanych vakcin projevit jinak u kazdého testovaného

zvitete a tim spiSe se mlize reakce na testovanou vakcinu lisit i u ¢lovéka.
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