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Abstrakt

Vétsina bunc¢k uvoliiuje do prostfedi extracelularni vacky. Tyto vacky jsou exosomy,
ektosomy a apoptoticka téliska. Hlavni funkci ektosomi a exosomi je mezibunécna
komunikace a transport molekul mezi bunkami. Cilem této bakalafské prace je shrnuti
dosavadnich poznatkti o exosomech a ektosomech a shrnuti toho, jak se tyto vacky podileji na
patogenité parazitickych prvoki. ParazitiCti prvoci vylucuji exosomy a ektosomy, které
parazitovi umoziuji ptezit v hostiteli. Tyto vacky parazita mohou ovlivnit imunitni systém

hostitele a také usnadnit invazi intraceluldrnich prvoka do hostitelskych bunék.

Klicova slova: exosom, ektosom, parazit, prvok, mikrovacek, bunka, komunikace

Abstract

Most cells release extracellular vesicles. These vesicles are exosomes, ectosomes and
apoptotic bodies. The main function of ectosomes and exosomes is the intracellular
communication and transport of molecules between cells. The goal of this bachelor thesis is to
review the current knowledge about exosomes and ectosomes and how these vesicles
contribute to the pathogenicity of parasitic protists. The parasitic protists release exosomes
and ectosomes that contribute to their development in the host and play a key role in their
pathogenicity. Exosomes and ectosomes can also affect the immune system of the host and

facilitate the invasion of parasitic protists into the host cells.
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Seznam zkratek

TNF (tumor necrosis factor)

NK (natural killer cells)

ILVs (intraluminal vesicles)

MFSD2a (major falitator

superfamily domain 2a)

ESCRT (endosomal sorting complexes)
Required for transport machinery)

Hrs (hepatocyte growthfactor —

regulated tyrosin kinase substrate)

STAM (signal transducting adaptor molecule)
TSG101 (tumor susceptibility 101)

Vps (vacuolar protein sorting)

Mvb12 (multivesicular body sortingfactor 12)
Snf7 (sucrose nonfermentig 7)

Doa4 (degradation of alpha 4)

ALIX (apoptosis-linked gene 2-interacting
protein x)

ATP (adenosine triphophate)

hnRNPA2BI1 (heterogenous nuclear
ribonucleo protein A2B1)

CD (cluster of differentiation)

ICAM-1 (intercelular adhesion molecule)
MHC (major histocompability complex)

HSP (heatshock protein)

ARF6 (ADP ribosylationfactor6)

LVs (large vesicles)

IMC (innermem brane complex)

SAG (major surface antigen)

PfEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte
Membrane protein 1)

SBP1(skeleton binding protein 1)

RESA (ring-infectederythrocyte surface antigen)

ATEF2 (activating trancriptional factor 2)
HMGBI1 (highmobility group box 1)
gRNA (guide RNA)

VSG (variable surface glycoproteins)

SRA (serum-resistanceassociated protein)

TGF-p (transforming growth factor )

TNF (tumor necrosis factor)

FCaBP (flagellar calcium binding
protein)

MASP (mucin-associated surface protein)

cAMP (cyclicadenosine monophosphate)

TLF (trypanosome lytic factor)

GP63 (glycoprotein 63)

GRA (dense granule protein)

MIC (major histocompatibility complex
class I chain-related gene)

INF -y (interferon v)

miRNA (micro RNA)
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1. Uvod

Exosomy jsou extracelularni vacky, které uvoliuje buitka do extracelularniho prostoru. Uvniti
téchto vackl se nachézi specificky obsah, ktery je uzavien membranou. Exosomy se nachazeji
ve vSech télnich tekutinach a pohybuji se prakticky po celém téle. Mezi extracelularni vacky
se dale fadi ektosomy a apoptoticka téliska. Kazdy z téchto vacki vznika jinym zplisobem a
ma riznou velikost. V poslednich péti letech se intenzivné zkouma vyznam ektosomul a
exosomu v kontextu parazitizmu. Tyto extracelularni vacky napomdhaji parazitim k pteziti
uvnitf hostitele a zvySuji tak virulenci parazita (Coakley, Maizels and Buck 2015). Do dne$ni
doby byly ektosomy a exosomy prozkoumané u nékterych parazitl ze skupin organismi

Opisthokonta, Chromalveolata a Excavata.



2. Extracelularni vacky

Extracelularni vacky jsou utvary, které se uvoliiuji do extracelularniho prostoru exocytozou.
Tento proces probiha u vétSiny eukaryotickych bunék a hraje roli v riznych fyziologickych
procesech. Buiikky pomoci extracelularnich vac¢kl odstranuji proteiny, které jiz nejsou
potiebné, recykluji receptory a komunikuji mezi sebou. Kazdy vacek nese specificky naklad,
ktery je uvolnén do cytoplasmy cilové buiiky a indukuje v ni bunécnou odpovéd’. Je nékolik
typt extraceluldrnich vacka, které maji rizny obsah, jsou jinak veliké a vznikaji rozdilnymi
zpusoby. Extracelularni vacky jsou apoptotickd téliska, exosomy a ektosomy (Caruso and

Poon 2018).

2.1.Apoptoticka téliska

Apoptoticka teliska neboli apoptosomy vznikaji béhem programované bunécné smrti (Akers
et al. 2013). Béhem tohoto fizené¢ho fyziologického procesu dochazi k rozpadu builky na
jednotliva apoptoticka téliska o velikosti 50 nm az 500 nm (obr.1) (Dreyer and Baur 2016).
Apoptoticka téliska se nachédzeji v extracelularnim prostfedi a mohou obsahovat celé¢ bunécné
organely (Taylor, Cullen, and Martin 2008). Tim se 1i§i od exosomi a ektosomil, kde se
nachézeji pouze proteiny, lipidy a nukleové kyseliny.

Programovand bunétnd smrt miize byt spusténa vnéj$i nebo vnitini drahou. Draha
napiiklad TNF (tumor necrosis factor) na bunéény receptor se spusti draha, kterd aktivuje
protein kaspazu 8 (S. Elmore 2007; Locksley, Killeen, and Lenardo 2004). Vnitini drahu
aktivuje cytochrom c, ktery se uvolni z mitochondrii do cytoplazmy a spousti drahu, ktera
aktivuje kaspazu 9 (Li et al. 1997). Existuje jest¢ jedna draha, ktera aktivuje apoptozu v
bunice. Tuto drdhu aktivuje serinova protedza granzym, kterou uvoliluji cytotoxické T-
lymfocyty a NK buiky (natural killer cells) (Trapani and Smyth 2002). Granzym spousti
dréhu, ktera aktivuje kaspazu 10. Kazdéa z téchto tii kaspaz (8,9 a 10) aktivuje kaspazu 3,
ktera zptisobi rozpad DNA, degradaci cytoskeletu a indukuje vznik apoptotickych télisek (S.
Elmore 2007).

V extracelularnim prostoru jsou pak apoptosomy odstranény makrofagy (Erwig and Henson
2008). Makrofagy jsou aktivovany specifickymi molekulami, které¢ se nachazi na membrané

apoptotickych télisek. Musi dojit ke strukturni zmén€ membrany apoptotického téliska, aby se



na ni mohly tyto specifické molekuly navézat. Jedna z téchto zmén je oxidace molekul na
povrchu apoptotickych télisek. Diky oxidaci se mize navazat na membranu komplementovy
protein C3b a trombospondin, které rozeznavaji receptory makrofagi (Friedl, Vischer, and
Freyberg 2002; Mevorach et al. 1998). Dalsi strukturni zménou je pieuspoiadani fosfolipidi
v membran¢ apoptotického téliska. Fosfatidylserin, ktery se nachézi na cytosolické strané
dvojvrstvy membrany téliska se presouva do vnéjsi ¢asti membrany (Fadok et al. 1992). Tato
stukturni zména na membrané apoptotického téliska je rozezndvana makrofagy. Makrofagy se

aktivuji a fagocytuji apoptoticka téliska (obr.1).

Apoptoticka téliska
Jadro Apoptoza
N ‘\ %

j E : Makrofig

Obr. 1: Na obrazku je zndzornénéd biogeneze apoptotickych télisek. V pravo na obrazku je
makrofag, jehoz receptory rozeznavaji specifické molekuly na apoptotickych téliskach a

dochézi k fagocytdze (Akers et al. 2013).



2.2.Exosomy

Exosomy jsou vacky o velikosti 50 az 150 nm (Meldolesi 2016), které¢ uvoliuje buinika do
extracelularniho prostoru (obr.2). Tyto vacky splyvaji s cilovou buiikou a jejich obsah se
uvoliuje do cytosolu. Exosomy transportuji rizné molekuly mezi butikami (napf. proteiny,
RNA), a ty mohou indukovat ptislusné zmény v cilové bunce. Také se podili na mezibunécéné

komunikaci.

Obr. 2: Na obrazku jsou exosomy zachycené elektronovym mikroskopem (Twu et al. 2013).

2.2.1. Biogeneze exosomu

Biogeneze exosomil zacind v pozdnim endosomu, kde dochazi k invaginaci endosomalni
membrany. Vznikaji intralumindlni vacky a vytvaii se tak multivezikularni télisko (obr.4)
(Anand et al. 2019). Intralumindlni vacky jsou membranové Utvary, které jsou pozdéji
uvoliiovany z bunky jako exosomy. Béhem vzniku itralumindlnich vackd se do nich
transportuji rizné molekuly z cytoplazmy, ale mohou se do nich transportovat i membranové
proteiny. Osud vzniklého multivezikularniho téliska je rGzny. Mize splyvat s plazmatickou
membranou a dochézi tak k uvolnénim exosomu do extracelularniho prostoru nebo se spoji s
lysozomem a dochazi k degradaci jeho obsahu (Akers et al. 2013). Osud multivezikulérniho
téliska je tfizen Rab GTPazami, které jsou navazané na membranu téliska. Tyto GTPazy se
vazou na molekularni motory, které se pohybuji po bunécném cytoskeletu (Kelly et al. 2012).
Diky témto molekularnim motorim se multivezikularni télisko transportuje k lysozomu nebo
k plazmatické membrané. Kdyz se multivezikularni télisko dostane k plazmatické membrané

nastava fize na které se podileji SNARE proteiny a Rab GTPazy (Wei et al. 2017).
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Obr. 3: Vznik exosoml (Meldolesi 2016).

Na obrazku je zndzornény vznik exozomi z multivezikularniho téliska, které vznika
invaginaci membrany pozdniho endosomu. V pozdnim endosomu vznikaji ILVs (intraluminal
vesicles), které jsou ndsledné uvoliiovany buiikou jako exosomy, nebo jsou degradovany v
lyzosomu. V dolni Casti obrazku jsou zndzornéné komplexy ESCRT (endosomal sorting

complexes required for transport machinery) drahy.

Po uvolnéni exosoml do extraceluldrniho prostoru maji tyto vacky rtzny osud. Jejich
membrana se mize rozpustit a obsah vackl putuje samostatné extracelularnim prostorem,
nebo se nerozpusti a obsah zlstava v exosomech (Prada and Meldolesi 2016). Molekuly, které
putuji mimo vacek jsou napiiklad: TNF, interleukin-f1 a rGzné ristové faktory (Meldolesi
2016). Tyto molekuly se vdZou na receptory cilovych bunék a indukuji v nich pfislusnou
odpovéd'.

Exosomy uvolnéné buiikou splyvaji s membranou cilové bunky. Tento d&j se jmenuje fuze.
Nejprve musi dojit k navazani exosomu na membranu cilové bunky. To je mozné diky
transmembranovému proteinu syncytinu, ktery se nachdzi na povrchu exosomu a jeho
receptoru MFSD2a (major facililitator super family domain 2a) na cilové bunééné membrané
(Prada and Meldolesi 2016). Po interakci tohoto proteinu a receptoru dojde ke zméné
konformace syncytinu, ktery vnoii svou hydrofobni smyc¢ku do plazmatické membrany

(Podbilewicz 2014). V membrané diky tomu dojde ke zméné usporadani lipidh a proteini



(Prada and Meldolesi 2016). Po téchto procesech nastava tzv. hemifiize (obr.3). Pfi hemifuzi
dochazi ke spojeni extracelularnich membran exosomu a plazmatické membrany cilové
buiiky. Po hemifuzi se vytvoii por a obé vrstvy membran jsou spojeny. Po vytvoieni poru se

do cilové bunky dostane obsah exosomu a vacek splyne s membranou.

Extracelularni vacek
Kontakt mezi cilovou bufikou Specifické navazani vacku
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Obr.4: Fuze extracelularniho vacku s plazmatickou membranou cilové bunky (Prada and
Meldolesi 2016).

2.2.2. Transport molekul do exosomi

Na transportu proteinli do intraluminalnich vacki a na vzniku multivezikularniho téliska se
podili komplexy tzv. ESCRT drdhy (endosomal sorting complexes required for transport
machinery). ESCRT draha se sklada z péti komplexit ESCRT 0, I, 11, III a vps4-Vtal (Henne,
Buchkovich, and Emr 2011). Komplex ESCRT-0 se vaze na fosfatidylinositol-3-fosfat, ktery
je na povrchu membrany endozomu (Raiborg et al. 2001). Tento komplex se piimo nepodili
na vzniku multivezikularniho téliska, ale hraje diilezitou roli pfi transportu proteinii do
intralumindlnich vacka (Wollert and Hurley 2010). Na proteiny, které jsou urcené
k transportu do intraluminalniho vacku se vaze ubiquitin (Piper and Katzmann 2007). Takto

znaené proteiny jsou rozeznavané vsemi podjednotkami komplexu ESCRT-0. Podjednotky



tohoto komplexu jsou Hrs (hepatocyte growth factor — regulated tyrosin kinase substrate) a
STAM (signal transducing adaptor molekule) (Henne, Buchkovich, and Emr 2011). Na
podjednotku Hrs se vaze komplex ESCRT-I pomoci své podjednotky TSG101 (tumor
susceptibility gene 101). Komplex ESCRT-I obsahuje jesté¢ dalsi tii podjednotky vps28
(vacuolar protein sorting), vps37 a Mvbl2 (multivesicular body 12) (Chu et al. 2006;
Katzmann, Babst, and Emr 2001). Podjednotka vps36 komplexu ESCRT-II se vaze na
podjednotku vps28 komplexu ESCRT-I. Komplex ESCRT-II se skladd z dalSich dvou
podjednotek: vps25 a vps22 (Babst et al. 2002; Henne, Buchkovich, and Emr 2011).
Komplexy ESCRT 1 a II indukuji invaginaci endozomadalni membrany, vazou svymi
podjednotkami ubiquitinované proteiny a transportuji je do vznikajiciho intralumindlniho
vacku (Babst 2011). Dal§im komplexem, ktery se ucastni této drahy je komplex ESCRT-III.
Tento komplex se vdze na podjednotku vps25 komplexu ESCRT-I/II pomoci své podjednotky
vps20 (Henne, Buchkovich, and Emr 2011). Stejné jako ptedchozi komplexy i komplex
ESCRT III obsahuje dalsi podjednotky. Jsou to proteiny: vps24, vps2 a snf7 (sucrose non-
fermenting 7) (Babst et al. 2002). Fuknci tohoto komplexu je odstranéni ubiquitinu z proteini
a nasledné odstépeni vznikajicich vackii od membrany endozomu. Odstranéni ubiqutinu
zajistuje enzym Doa4 (degradation of alpha-4), ktery se ptes protein ALIX (apoptosis-linked
gene 2-interacting protein x) vaze na podjednotku snf7 (Henne, Buchkovich, and Emr 2011;
Luhtala and Odorizzi 2004). Poslednim krokem ESCRT dréhy je odstranéni komplexu
ESCRT-III z membrany endozomu. Tento krok zajiStuje komplex vps4-vtal s ATPazovou
aktivitou, ktery hydrolyzuje ATP (adenosine triphophate) a diky tomu se uvolni potiebna
energie pro odstépeni ESCRT-III (Alonso Y Adell and Teis 2011).

Mimo drahu ESCRT se na transportu proteinti do intralumindlnich vacka podili
tetraspaniny a lipidy (Anand et al. 2019). Tetraspaniny jsou transmembranové proteiny a jsou
schopné transportovat né€které proteiny do intralumindlnich vackli bez komplexit ESCRT
drédhy (Verweij et al. 2011). Lipidy, které jsou schopné transportovat proteiny do
intraluminalnich vackt se jmenuji ceramidy (Trajkovic et al. 2008). Ceramidy se nachazeji na
membrané endozomu a vznikaji ze sfingomyelinu diky enzymu sfingomyelinadza (Airola and
Hannun 2013).

Do intralumindlnich vackl se také transportuji lipidy, ale neni pfili§ jasné jakym zplsobem
(Haraszti et al. 2016).

Dalsi molekuly, které se transportuji do intraluminalnich vackid jsou nukleové kyseliny.
Transport RNA, mRNA a miRNA (microRNA) do téchto vackl probiha diky RNA vazebnym
proteiniim. Napiiklad RNA vazebny protein hnRNPA2BI1 (heterogeneous nuclear

8



ribonucleoprotein A2B1) rozeznava GGAG motiv na 3' konci miRNA a trasportuje miRNA

do intralumindlnich vacku (Villarroya-Beltri et al. 2013).

2.2.3. Obsah exosomu

Exosomy obsahuji proteiny, lipidy a nukleové kyseliny. Jednotlivé exosomy se mezi sebou
lisi svym obsahem. Obsah exosomil je popsany v nékolik webovych databazich jako je
napiiklad ExoCarta (http://exocarta.org/#) nebo Vesiclepedia (http://microvesicles.org).
Exosomy obsahuji membranové i cytosolické proteiny. Typické membranové integralni
proteiny exosomil jsou tetraspaniny: CD9 (cluster of differentiation), CD63, CD81, CDS82,
integriny ICAM-1 (intercelular adhesion molecule-1) a komplex MHC 1 a II (major
histocomplatibility complex) (Segura et al. 2007; Simpson, Jensen, and Lim 2008). Exosomy
obsahuji také periferni membranové proteiny, jako naptiklad lactadherin. Cytosolické
proteiny v exosomech jsou napiiklad proteiny komplexiit ESCRT drédhy: ALIX, vps a TSG
101 (Simpson, Jensen, and Lim 2008). Dale se v exosomech nachazeji proteiny s riznou
enzymatickou aktivitou naptiklad laktadt dehydrogenaza, pyruvat kindza a glukdza-6-fostat
izomerdza (Dong-Sic Choi, Dae-Kyum Kim, Yoon-Keun Kim 2011). V exosomech se také
nachazeji proteiny tepelného Soku, jako naptiklad HSP9O0 (heat shock protein), HSP70, rizné
signalni proteiny, proteinové transportéry, proteiny podilejici se na translaci a transkripci,
proteiny cytoskeletu a cytokiny (Dong-Sic Choi, Dae-Kyum Kim, Yoon-Keun Kim 2011; Qu
et al. 2019) Exosomy obsahuji fadu lipidii. V exosomalni membrané se nachazi cholesterol,
fosfatidylserin, fosfatidylcholin, sfingomyelin a ceramid (Subra et al. 2007). Exosomy
obsahuji 1 cytosolické lipidy naptiklad prostaglandiny, leukotrieny véetné jejich prekurzoru -
kyseliny arachidonové (Zhang et al. 2019).

Kromé lipidii a proteinli obsahuji exosomy 1 nukleové kyseliny. Uvnitf téchto vacku se

nachazi nekodujici microRNA a kddujici mRNA (messenger RNA) (Valadi et al. 2007).

2.2.4. Funkce exosomu

Vétsina bunck v naSem téle je schopna uvoliiovat exosomy. Jsou to naptiklad nervové bunky,
fibroblasty, adipocyty, imunitni buniky. Funkce exosomil zavisi na jejich pivodu. Exosomy
jsou dilezité pro mezibunéénou komunikaci a transportuji mezi bunikami rdzné signalni

molekuly, proteiny, lipidy a nukleové kyseliny. Exosomy také mohou zménit vlastnosti cilové


http://exocarta.org/
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bunky. Po fizi s buiitkou na povrchu membrany cilové bunky ziistanou membranové proteiny
exosomu. Tyto membranové proteiny mohou byt napiiklad adheziny, diky kterym bunka
ziskava nové vlastnosti (Pant, Hilton, and Burczynski 2012).

Nukleové kyseliny v exosomech mohou ménit fenotyp cilové buiikky. miRNA v cilové buiice
muze umlcet expresi cilovych proteinil, coz v buince inhibuje nebo stimuluje rizné signalni
drahy (Prada and Meldolesi 2016). Diky schopnosti transportovat nukleové kyseliny maji
exosomy dulezitou roli v horizontalnim pfenosu genetické informace (Prada and Meldolesi
2016). Exosomy jsou také schopné regulovat imunitni odpovéd’. Exosomy z dendritickych
bun¢k transportuji antigen pomoci MHC komplexu do dalSich dendritickych bun€k a ty pak
aktivuji T-lymfocyty (Hoen et al. 2015). Dalsi imunitni buiiky, které uvoliuji exosomy jsou
B-lymfocyty. Exosomy B-lymfocyti piimo prezentuji antigen T-lymfocytim a aktivuji tak
imunitni odpovéd’. Exosomy se tedy chovaji jako antigen prezentujici buiiky (Graca Raposo,
Hans W. Nijman,Willem Stoorvogel, Richtje Leijendekker 1996).

Exosomy se také podileji na odstranéni proteinii, které uz nejsou pro bunku dulezité.
Ptikladem jsou retikulocyty, které uvoliuji exosomy, aby se zbavily transferinovych

pfenaSecl na své membrané (Johnstone et al. 1987).

2.3.Ektosomy

Ektosomy jsou vacky o velikosti 100 az 1000nm (Meldolesi 2016), které uvoliiuje buiika do
extracelularniho prostoru. Narozdil od exosoml nevznikaji z multivezikularnich télisek, ale
pucenim piimo z plazmatické membrany.

Puceni ektosomili za¢ind zménou uspoiadani fosfolipidit v plasmatické membrané mateiské
buiiky. Po zméné uspotfadani fosfolipidli nasleduje reorganizace bunécéného cytoskeletu
v mist¢ puceni vacku (Surman et al. 2017). Zménu usporadani fosfolipidi zajist'uji vapenaté
ionty, které se uvoliiuji z endoplazmatického retikula (Pap et al. 2009; Surman et al. 2017).
Viapenaté ionty aktivuji scramblazy a inaktivuji flipdzy a diky tomu se z intracelularni strany
membrany presouva fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin na stranu extracelularni (Pap et
al. 2009). Reorganizaci cytoskeletu zajiStuji vapenaté ionty, mal¢ Rho GTPéazy a protein
ARF6 (ADP-ribosylation factor 6). Vapenaté ionty aktivuji dvé protedzy calpain a gelsolin
(Pap et al. 2009). Tyto dva proteiny zpiisobi reorganizaci cytoskeletu, coz vede k formaci
ektosomu na bunécné membrang. Malé RhoGTPézy a protein ARF6 aktivuji dréhy, které také
vedou k reorganizaci bunécného cytoskeletu a tim se podileji na puceni ektosomu (Raposo et

al. 2009). Transport proteinli do ektosomu probih4 diky ESCRT draze. Ostatni molekuly se do
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ektosomii transportuji podobné jako do intralumindlnich vackt. VétSina molekul
v ektosomech a exosomech je stejnd, ale existuji proteiny, které se vyskytuji vzdy pouze
v jednom vacku (Meldolesi 2016). U Exosomil jsou to naptiklad proteiny CD63 a CD61 a u
ektosomil napiiklad protein TyA a Cla (Cocucci and Meldolesi 2015).

3. Extracelularni vacky parazitickych prvoki

Kazdoro¢né¢ se na svété nakazi velka ¢ast populace parazitickymi prvoky. Paraziti¢ti prvoci
jsou puvodci mnoha zavaznych onemocnéni jako napiiklad malarie, spavé nemoci nebo
leishmaniozy.

Paraziti¢ti prvoci diky extracelularnim vackiim komunikuji mezi sebou a ovliviiuji chovani
hostitelskych bun¢k (Coakley, Maizels, and Buck 2015). Exosomy tak pfispivaji k virulenci
parazitd. Obsah vacku se 1isi podle toho, jestli je uvolnuji extracelularni nebo intracelularni
parazititi prvoci. Vacky z extracelularniho parazitického prvoka obsahuji pouze jeho vlastni
molekuly. Nicméné paraziti¢ti prvoci se mohou nachdzet i v intraceluldrnim prostoru buiiky.
Intracelularni paraziticti prvoci uvoliuji vacky, které¢ obsahuji jejich vlastni molekuly a také
obsahuji molekuly =z hostitelské bunky. Nejvice zkoumané kmeny, které vyuzivaji
extracelularni vacky ke zvySovani své virulence, jsou Apicomplexa a Kinetoplastida
(Fernandez-Becerra et al. 2014). Mimo tyto dvé skupiny se také extracelularni vacky

zkoumaji u prvokia Trichomonas vaginalis a Giardia intestinalis.

3.1.Rad Trichomonadida

3.1.1. Trichomonas vaginalis

T. vaginalis je anareobni prvok, ktery se nachdzi v urogenitdlnim traktu hostitele, kde
adheruje k buiikam epitelu. K pohybu mu slouzi c¢tyfi bi¢iky a undulujici membrana
(Benchimol 2004). Tento prvok mé& pfeménéné mitochondrie na tzv. anaerobni
hydrogenozom. Hlavni funkci hydrogenosmu je produkce ATP substratovou fosforylaci a
syntéza zelezosirnych center. Metabolicka aktivita hydrogenosomu je spojena s produkei
vodiku (Miiller et al. 2012, Kusdian and Gould 2014).

T. vaginalis se ptenési pohlavnim stykem a je pivodcem onemocnéni tzv. trichomondézy. Toto

parazitdrni onemocnéni u jedince zvySuje riziko rakoviny prostaty, nakazeni virem HIV a

wrwe
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2004). U muzu trichomonodza probiha asymptomaticky, zatimco u Zen dochazi ¢asto k zanétu
pochvy a mocové trubice (Swygard et al. 2004).

Tento prvok netvofi zadné cysty a mimo svého hostitele brzy hyne. T. vaginalis méa pouze
stadium trofozoita (Schwebke et al. 2004). Pii adhezi k hostitelské bunce 7. vaginalis méni
svou morfologii. Z aktivné plovouci buiiky se pfeménuje na amébu, ktera se rozprostie na

burice epitelu.

Extracelularni vacky 7. vaginalis

T. vaginalis uvoliuje 3 druhy extracelularnich vacka. Jsou to exsomy, ektosomy a LVs (large
vesicles) (Nievas et al. 2018; Twu et al. 2013). Tyto vacky splyvaji s ektocervikalnimi
bunikami v urogenitalnim traktu (obr. 3).

Hlavni funkci exosomill je komunikace mezi parazity a napomdhani adhezi 7. vaginalis k
buitkam epitelu. Exosomy také ovliviiuji imunitni odpoveéd’ hostitele (Fernandez-Becerra et al.
2014).

Exosomy vylucované T. vaginalis obsahuji typické exosomalni proteiny: ALIX, Rabs, Hsp70
a tetraspaniny. Dale obsahuji signdlni proteiny, enzymy a cytoskeletalni proteiny. Exosomy
také obsahuji proteiny z parazita, které se podili na jeho patogenité. Jsou to napiiklad
membranové proteiny, jako adhezivni protein zrodiny BspA (Tvag 240680) a
metalopeptiddza Tvag 224980. Dale protein podobny protedze GP63 (glycoprotein 63)
(Tvag 371800), a cylklofilin (Tvag 137880), ktery umoZziuje regulaci imunitni odpovédi
hostitele (Twu et al. 2013)

3.B

Obr. 3: Na obrazku 3.A jsou vznikajici multivezikularni téliska uvniti 7. vaginalis (oznacené

Sipkou). Zelenou barvou je oznacen protein tetraspanin 1 a modra barva znaci jadra. Na
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obrazku 3.B jsou ektocervikarni bunky, které maji ve svém intracelularnim prostoru

tetraspanin 1 (Twu et al. 2013).

Exosomy 7. vaginalis ovlivituji imunitni odpovéd’. Exosomy vyluCované timto prvokem
indukuji vysSi expresi protizanétlivého cytokinu IL-10 v makrofazich, takze dochazi
k utlumeni zanétu, coz napoméha 7. vaginalis k pteziti uvnitt hostitele (Olmos-Ortiz et al.
2017).

Exosomy také umoziuji parazitim lepsi adhezi k bunkam epitelu. Bylo zjisténo ze exosomy,
které vyluCuji parazité s vysokou adherenci, zvysuji adhezi u parazit s nizsi adherenci a tim
se zvySuje uspesnost paraziti (Twu et al. 2013).

V blizkosti epitelidlnich bun¢k zvysuje 7. vaginalis produkci ektosomi. Ektosomy obsahuji
signdlni proteiny, proteiny cytoskeletu, enzymy, transportni proteiny a proteiny podilejici se
na translaci (Nievas et al. 2018). Ektosomy obsahuji proteiny ARF (ADP-ribosylation factor)
a Rab proteiny, které se podileji na puceni ektosomu z membrany (Nievas et al. 2018; Raposo
et al. 2009). Tyto vacky také osahuji proteiny z parazita naptiklad adheziny BspA
(Tvag _240680) a Tvag 162010 (Nievas et al. 2018).

V nedavné dobé& bylo zjisténo, Ze 7. vaginalis také uvoliuje vacky, které jsou vétsi nez 100
nm. Jedna se o LVs, které jsou vylucované 7. vaginalis do extracelularniho prostoru (Nievas

et al. 2018). Zatim neni pfilis jasna funkce téchto vacku.

3.2.Kmen Apicomplexa

Apicomplexa je kmen prevazné intracelularnich parazitickych prvoki, ktefi jsou ptivodci
mnoha lidskych 1 zvifecich onemocnéni. Mezi prvoky parazitujicich na lidech patii zejména
rody Toxoplasma, Plasmodium a Cryptosporidium (Lim and McFadden 2010). Dale pak do
kmenu Apicomplexa patii rody parazitujici 1 na zvitatech jako naptiklad Eimeria, Neospora a
Babesia (Gubbels and Duraisingh 2012).

Typickym znakem pro prvoky z kmene Apicomplexa je piitomnost apikalniho komplexu
uvnitt bun¢k. Tento komplex hraje diileZitou roli béhem invaze prvoka do hostitelské bunky.
Apikalni komplex tvoii slozité usporadany cytoskelet a sekrecni organely. Sekrecni organely
jsou mikronémy, rhoptrie a denzni granula (Gubbels and Duraisingh 2012). Diky apikalnimu
komplexu dochédzi k vazbé parazita na hostitelskou buiku, invaze do ni a k tvorbé

parazitoformni vakuoly (Katris et al. 2014).
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Dalsim typickym znakem pro tento kmen je apikoplast. Apikoplast je sekundarni plastid,
ktery vznikl sekunddrni endosymbidézou (Lim and McFadden 2010). Tento plastid ztratil
schopnost fotosyntézy, ale pro parazita je zivotné dulezity, protoze v ném dochézi k zasadnim
metabolickym dé&jim (Lim and McFadden 2010). V apikoplastu dochazi k biosyntéze
mastnych kyselin, izoprenoidi, zelezosirnych klastri a hemu (Ralph et al. 2004).

Typickou strukturou pro kmen Apicomplexa jsou také alveoly, které tvoii komplex vnitinich
membran (IMC, inner membrane complex). Tento komplex umoziuje parazitovi pohybovat

se po membrané hostitelské burky.

3.2.1. Toxoplasma gondii

Tento intracelularni parazit zplisobuje onemocnéni zvané toxoplazmoéza. 7. gondii se
vyskytuje u teplokrevnych zivocichii véetné lidi (S. A. Elmore et al. 2010). Definitivnim
hostitelem tohoto parazita je kockovita Selma a mezihostitelem mutize byt naptiklad ¢lovek.
Ptiblizné ttetina lidské populace je infikovana timto parazitem. Toxoplazmodza probiha
vétSinou bez pfiznakl. Toto onemocnéni je vSak nebezpecné pro imunodeficientni jedince, u
kterych zpusobuje postizeni centralni nervové soustavy. Pokud se t€hotna Zena nakazi
toxoplazmozou muze dojit k poskozeni plodu (S. A. Elmore et al. 2010). Toxoplazmoézou se
nakazi jedinec pozfenim oocyst naptiklad z trusu infikovaného zvitete, pitim infikované vody
nebo z tepelné neupraveného masa (Wowk et al. 2017). Toxoplazmoza se také prenasi

kongenintalné, tedy z matky na plod (Havelaar, Kemmeren, and Kortbeek 2007).

Zivotni cyklus T. gondii

Kockovitd Selma pozie tkdnové cysty z masa nebo oocysty ztrusu. V tkanové cysté se
nachazi tzv. bradyzoiti a v oocyste tzv. sporozoiti. Ob¢ tyto stadia se diferencuji na patogenni
staddium tzv. tachyzoita. Toto stadium pronikd do enterocytld hostitele pomoci apikéalniho
komplexu. V enterocytu se 7.gondii nachazi v parazitotrofni vakuole (Hakimi and Bougdour
2015). Tachyzoit se déli v intracelularnim prostoru do té doby, nez dojde k lyzy burky.
Tachyzoiti jsou uvolnény do extraceluldrniho prostoru a mohou napadnout dalsi hostitelskou
buniku. Uvnitit napadenych enterocytl se také tvoii oocysty, které jsou uvolnény do stieva a
vychdzi ven spolecné s trusem.

U mezihostitele Zivotni cyklus 7. gondii probiha pon¢kud odlisné. Po diferenciaci na

tachyzoita, prostupuje toto staddium skrze sttevni epitel a pronika do téla. Imunitni odpoveéd’
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zabranuje replikaci tachyzoitl v extracelularnim prosttedi. V1iv imunity vede k diferenciaci
tachyzoita na bradyzoita (Amigorena et al. 2004; Pope and Liasser 2013). Toto stadium
vytvaii tkanové cysty, které se nachédzeji hlavné v mozku, svalech a ocich, kde parazit zstava
do konce Zivota svého hostitele a jedna se o tzv. chronickou toxoplazmozu (Dlugonska,
Gatkowska, and et al. 2016). Pokud dojde k oslabeni hostitelského imunitniho systému,

tkanové cysty se mohou re-aktivovat a napadat neinfikované bunky.

Extracelularni vacky 7. gondii

Bunky infikované timto intraceluldrnim parazitem uvolnuji extracelularni vacky podobné
exosomim obsahujici molekuly, které pochdzeji z parazita i z hostitelské¢ builky. Tyto
extracelularni vacky obsahuji proteiny CD63, Hsp70, SAG (major surface antigen), MIC
(major histocompatibility complex class I chain-related gene), GRA (dense granule protein) a
cyklofilin (Dlugonska, Gatkowska, and et al. 2016; Shi et al. 2018). Zatimco proteiny CD63 a
Hsp70 jsou typické pro klasické exosomy, tak ostatni zminé€né proteiny jsou typické pro
extracelularni vacky vylucované infikovanymi buikami (Shi et al. 2018). Vacky obsahuji
hostitelskou RNA, ale nebylo prokazéano, ze se v téchto vaccich nachazi nukleové kyseliny od
parazita (Pope and Lisser 2013). Také neni pfili§ jasné, jak tyto vacky vznikaji a jak se do
nich transportuje jejich obsah.

Extracelularni va¢ky vylu€ované infikovanou buiikou ovliviiuji imunitni odpovéd™ hostitele.
Tyto vacky jsou fagocytovany makrofagy, ve kterych indukuji zvySeni exprese cytokini:
interleukin-12, INF-y (interferon y) and a TNF o sniZuji expresi interleukinu-10 (Shi et al.
2018). Spole¢né tyto cytokiny aktivuji imunitni reakci typu Thl, kterd je dulezitd k obrané
proti intracelularnim parazitm.

V infikovanych bunkach parazit zastavuje proliferaci buiiky a ovliviiuje jeji bunéény cyklus.
Parazit zastavi bunku v S fazi bunééného cyklu (Kim et al. 2016). Tyto infikované bunky
uvoliuji extracelularni vacky, které obsahuji specifickou miRNA. Tyto extracelularni vacky
uvolni svlij obsah do neinfikovanych bun¢k, kde dochazi také k zastaveni bun&tného cyklu
v S fazi (Kim et al. 2016). Pii infekci parazitem tedy pribyva pocet bunék, které se nachéaza;ji
ve fazi S nebo G2. Tyto zmény jsou dulezité pro 7. gondii, protoze tento parazit pronika
snadnéji do bunek, které se nachdzi v S fazi (Grimwood, Mineo, and Kasper 1996). Béhem
bunécného cyklu se méni fluidita plazmatické membrany. V S fazi bunécného cyklu je
mikroviskozita membrany nejnizsi (de Laat, van der Saag, and Shinitzky 1977) a T. gondi

snadnéji pronika do hostitelské burky.
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3.2.2. Rod Plasmodium

Nemoc zptisobend prvokem z rodu Plasomodium se jmenuje malarie. Jedna se oparazitarni
onemocnéni, které se nejvice vyskytuje v tropickych oblastech a subsaharské Africe.
Kazdoro¢né se timto parazitem nakazi 300-500 milionu lidi a z toho 1 milion na tuto nemoc
umird (Barillas-Mury and Kumar 2005). Existuje n€kolik druhii z rodu Plasmodium, které
jsou pienosné i na Clovéka. Nejzavaznéjsi je P. falciparium, dale ¢lovéka muze nakazit P.

vivax, P. ovale, P. malariae a P. knowlesi (Fernandez-Becerra et al. 2014; Singh et al. 2004).

Zivotni cyklus Plasmodia

Tuto nemoc ptfendSi komar rodu Anopheles, ktery je i definitivnim hostitelem Plasmodia.
Zivotni cyklus Plasmodia: Erytrocyty v periferni krvi hostitele obsahuji gametocyty. Po nasati
krve infikovaného hostitele, sam¢i a samici gametocyty putuji do mesenteronu komara. Zde
splyvaji samc¢i a samici gametocyty a vznikaji zygoty, ze kterych se stdvaji ookinety (Barillas-
Mury and Kumar 2005). Ookinety prochazeji pies sténu mesenteronu a diferencuji na oocysty
(Arrighi and Hurd 2002). Oocysty uvoliuji tisice sporozoitt, ktefi se diky pozitivni chemotaxi
dopravuji do slinnych 714z komara (Akaki 2005).

Pfi sani krve samiCkou koméra Anopheles putuji sporozoiti ze slinnych zlaz komara do
krevniho tecisté hostitele (Silvie et al. 2008). Krevnim feciSt€ém se sporozoiti dostavaji do
jater (Silvie et al. 2008). Parazit vstupuje do hepatocytim. V hepatocytech se parazit nachazi
v parazitotrofni vakuole a dochazi k pfeméné sporozoita na stddium merozoita (Vaughan,
Aly, and Kappe 2008). Merozoiti se uvoliuji z hepatocyti do krve, kde se pomoci
adhezivnich proteinii vazou na povrch erytrocytll a diky apikalnimu komplexu pronikaji do
jejich cytoplasmy (Silvie et al. 2008). Uvnitf erytrocytu se parazit nachdzi v parazitotrofni
vakuole a dochazi zde k nepohlavnimu rozmnoZovéani parazita. Erytrocyty infikované
prvokem Plasmodium falciparum na svém povrchu vystavuji parazitdrni proteiny PfEMP1
(Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1) (Quadt et al. 2012). Tento protein
je kodovany var geny a slouzi k adhezi infikovaného erytrocytu ke sténé cév, aby nedoslo ke
zniceni infikovanych erytrocyti ve slezin€é (Pasternak and Dzikowski 2009; Quadt et al.
2012). Merozoiti jsou periodicky uvolfiovany z erytrocytl, coZ ma u c¢lovéka za nasledek
opakujici se horecky. Merozoiti v krevnim fe€isti infikuji dal$i erytrocyty a ¢ast merozoitl se

v erytrocytech pfeménuje na gametocyty, které nasava komar a cyklus se opakuje.
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Extracelularni va¢ky Plasmodia

Erytrocyty infikované Plasmodiem vylucuji extraceluldrni vacky - ektosomy a exosomy
(Regev-rudzki et al. 2013; Sampaio, Cheng, and Eriksson 2017). Tyto extracelularni vacky
obsahuji molekuly pochazejici od Plasmodiaa erytrocytl. Proteiny v extracelularnich vaccich,
které pochazeji z erytrocytli jsou stomatin a glykophorin C (Mantel et al. 2013). Tyto vacky
také obsahuji proteiny Plasmodia: SBP1 (skeleton binding protein 1) a RESA (ring-infected
erythrocyte surface antigen) (Mantel et al. 2013). Dale obsahuji miRNA z hostitelskych bun¢k
a nukleové kyseliny z Plasmodia, mezi které patii mRNA, nekoddujici ribozomalni RNA,
tRNA a plazmidova DNA (Babatunde et al. 2018; Regev-rudzki et al. 2013).

Extracelularni vacky vylu¢ované infikovanymi erytrocyty puci z Maurerovych vacki (Regev-
rudzki et al. 2013). Maurerovy vacky jsou membranové struktury, které se nachazi pod
membranou erytrocytu. Tuto membranovou strukturu vytvaii parazit v cytoplazmé
infikovaného erytrocytu. DiileZitou funkci Maurerovo vacku je také tfidéni a sekrece proteinti
z parazita na povrch erytrocytu (Mundwiler-Pachlatko and Beck 2013). Na vzniku a funkci
extracelularnich vacku se také podili nedavno objeveny protein PfPTP2 (Regev-rudzki et al.
2013). Tento protein se nachdzi na povrchu vylu€ovanych vacki a slouzi jako signdlni
molekula pro cilové buiiky (Regev-rudzki et al. 2013).

Hlavni funkci téchto vacku je transport signalnich molekul mezi parazity a tyto vacky také
ovlivituji imunitni systém hostitele.

Diky vylu¢ovani extracelularnich vackt infikovanym erytrocytem dochazi k transportu
plazmidové DNA mezi parazity (Regev-rudzki et al. 2013). Plazmidova DNA muiZe nést geny
pro rezistenci proti antimalarikiim. Plasmodium se tak stava vice rezistentni vii€i pouZivanym
1é¢iviim. Plazmidovd DNA ve vaccich také umoznuje pfeménu merozoita na samci nebo
sami¢i gametocyty (Regev-rudzki et al. 2013). Pokud je parazit vystaveny néjakému stresu
napiiklad antimalarikiim, tak dochédzi ke zvySeni produkce extracelularnich vacku, které
indukuji pfeménu merozoita na gametocyty. Erytrocyty, obsahujici gametocyty, mohou byt
nasany komdarem a Plasmodium tak muze uniknout z nepfiznivych podminek do vektora
(Regev-rudzki et al. 2013).

Exosomy a ektosomy z infikovanych erytrocytli také ovliviiuji imunitni odpovéd svého
hostitele. Tyto extraceluldrni vacky indukuji zvySeni exprese interleukint -1, -6, -10 a -12
(Mantel et al. 2013). Tyto vacky také ovlivituji neutrofily. Neutrofily se diky vackiim
z infikovanych erytrocytii pohybuji 1 bez svého atraktantu (Mantel et al. 2013).

Extracelularni vacky také mohou byt pohlceny endotelovymi bunikami. Tyto vacky

transportuji miRNA =z infikovanych erytrocyti, kterd umlcuje expresi proteini ATF2
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(activating trancriptional factor 2) a kaveolinu-1 v endotelovych bunkach (Mantel et al. 2016).
Protein ATF2 se podili na udrzovani antiapoptotického signalu v endotelovych buiikach a
protein kaveolin-1 reguluje expresi proteinti, které se podileji na bariérové funkci endotelu
(Bhoumik, Jones, and Ronai 2015; Mantel et al. 2016; Song, Ge, and Pachter 2007). Béhem
maldrie, kvali uml¢eni téchto proteint, dochazi k vaskularni dysfunkci.

Ackoliv jsou exosomy a ektosomy vylucované infikovanymi erytrocyty velmi dilezité pro

Plasmodium, nejsou jeste presn¢ znamé vSechny jejich funkce.

3.2.3. Cryptosporidium pavrum

Cryptosporidium pavrum je celosvétove rozsifeny parazit, ktery je ptivodce onemocnéni tvz.
kryptosporidiozy. Jedinec se nakazi pozienim infikovanych oocyst, které¢ se mohou nachazet
ve vodé nebo potravé (Herbert L. DuPont et al. 1995). Je to prijmové onemocnéni, které u
imunokompetentnich jedincti odezni po kratké dob&. U imunodeficientni jedinct se C.
pavrum muze §itit do dalSich casti téla a napada epitely pankreatu, zaludku a plic (Leitch and

He 2012).

Zivotni cyklus C. pavrum

Po pozieni infikované vody nebo potravy, ve které se nachdzeji oocysty C. pavrum putuji
oocysty do tenkého stieva hostitele. V tenkém stfevé oocysty uvolni sporozoity. Sporozoit
nepronikd do cytoplasmy hostitelské buiiky jako vySe zminéni parazité, ale nasedne na
enterocyt a indukuje vychlipeni jeho membrany. Sporozoit je obaleny plazmatickou
membranou enterocytu a nachazi se v parazitotrofni vakuole. Sporozoit se diferencuje na
staddium trofozoita. Trofozoit se nepohlavné déli a vznikd merozoit, ktery unika
z parazitotrofni vakuoly a napadd dal$i buiky. Uvnitt hostitele dochdzi 1 k pohlavnimu
rozmozovani parazita. Merozoiti se diferencuji na sami¢i makrogamont nebo samci
mikrogamont. Z mikrogamontu se uvoliluji mikrogamety, které oplodni makrogamont a
vznikéd zygota. Z této zygoty pak vznika tenkosténnd oocysta, kterd se excystuje v hostiteli
nebo vznika tlustosténnéd oocysta, kterd odchazi z hostitele a C. pavrum se muze dostat do

nového hostitele (Leitch and He 2012).
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Exosomy vyluc¢ované C. pavrum

Infikované buniky epitelu tenkého stieva uvoliluji exosomy, které ovliviiuji chovani okolnich
hostitelskych bunék. Exosomy uvoliiované infikovanymi epitelidlnimi buiikami indukuji
imunitni odpoved’ hostitele. Tyto exosomy totiz obsahuji oproti bunikam neinfikovanym vyssi
hladinu ICAM-1 a HMGBI1 (highmobility groupbox 1) (Wang et al. 2019). Exosomy splyvaji
s imunitnimi buiikami, ve kterych se protein HMGBI1 vaZe na jaderny faktor kappa B, ktery
aktivuje (Wang et al. 2019). Hlavni funkci jaderného faktoru kappa B je exprese cytokint v
imunitnich buiikach (Luan et al. 2010). Exosomy uvoliiovan¢ infikovanymi buiikami indukuji

imunitni odpoveéd'.

3.3.Trida Kinetoplastida

Kinetoplastida je tfida bic¢ikatych prvoki, kteti jsou ptiivodci zdvaznych nemoci (Donelson,
Gardner, and El-Sayed 2002). Mezi kinetoplastida patii naptiklad rody Trypanosoma a
Leishmania, které parazituji na lidech i zvitratech.

U vétSiny prvoku z ttidy Kinetoplastida je ptitomen kinetoplast. Kinetoplast se nachdzi uvnitt
mitochondrii a tvofi ho cirkularni DNA (Lukes et al. 2002). Tato DNA se sklada
z minikrouzkli a maxikrouzkii. Maxikrouzky obsahuji geny pro klasické proteiny
mitochondrii, zejména subjednotky dychaciho fetézce. Transkribovanda mRNA z maxikrouzki
musi byt nejprve editovand, aby mohla byt preloZena do proteinii. Minikrouzky koduji gRNA
(guide RNA), ktera je dllezita pro editaci mRNA z maxikrouZzkii (Lukes et al. 2002).

Dalsi typickou organelou jsou glykosomy. Tyto organely jsou specifickym typem peroxisomil

a probiha v nich ¢ast glykolyzy (Rodrigues et al. 2014).

3.3.1. Trypanosoma brucei

Tento parazit je plivodcem tzv. spavé nemoci. Trypanosoma bruceii se také oznacuje jako
africkd trypanosoma, protoZe se endemicky vyskytuje na uzemi Afriky. PfenaSe¢ parazita
mezi hostiteli je moucha rodu Glossina (Rodrigues et al. 2014). Dva poddruhy 7. brucei, které
zpusobuji onemocnéni u lidi jsou 7. brucei gambiense a T. brucei rhodesiense (Rodrigues et
al. 2014).

Pti sani krve infikovaného hostitele se tzv. krevniho trypomastigoti dostavaji do mesenteronu

mouchy rodu Glossina. V mesenteronu mouchy se krevni trypomastigoti diferencuji na
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procyklické trypomastigoty. Po diferenciaci se procykli¢ti trypomastigoti déli a nasledné
unikaji z mesentoronu a mifi ke slinnym Zzlazdm. Ve slinych zlazach se diferencuji na
epimastigoty, ktefi se znovu mnozi, a nakonec se diferencuji na metacyklické trypomastigoty.
Pti sani krve vektorem putuji metacyklicti trypomastigoti ze slinnych zldz do krevniho feciste.
V krvi se metacyklicky trypomastigot diferencuje na stddium krevniho trypomastigota, ktery
proniké do celého téla (Rodrigues et al. 2014).

Tento parazit se vyskytuje pouze v extracelularnim prostfedi, takze je neustale vystaven
imunitnimu systému hostitele. Na svém povrchu maji trypomastigoti VSG (variable surface
glycoproteins) molekuly. Imunitni systém vzdy vytvoii protilatky proti specifickym VSG
molekulam. Trypomastigot dokdze ménit své VSG molekuly, které vytvorené protilatky uz
nerozeznaji a imunitni systém musi znovu vytvorit protilatky proti novym VSG molekuldm.
Trypomastigot méni své VSG molekuly a tim unikd pfed imunitnim systémem hostitele

(Pinger, Chowdhury, and Papavasiliou 2017).

Exosomy a ektosomy 7. brucei

T. brucei vyluCuje extracelularni vacky exosomy a ektosomy. Ektosomy vznikaji
z membranovych nanotrubic¢ek. Tyto nanotrubicky puci z bi¢ikaté membrany a rozpadem
téchto nanotrubic¢ek vznikaji ektosomy (Shaked et al. 2017).

Tyto extracelularni vacky vylu€ované 7. brucei obsahuji proteiny SRA (serum-resistance
associated protein), caflagin, metakaspazu 4, glykosylfostatidyinotisol fosfolipazu C a VSG
(Szempruch et al. 2016). Dale tyto extracelularni vacky obsahuji HSP70, enzymy glycerol
kinazu, aldolazu a adenylatcyklazu (Szempruch et al. 2016).

Ektosomy a exosomy vylu€ované 7. brucei ovliviiuji imunitni systém hostitele a transportuji
virulen¢ni faktory mezi parazity.

Extracelularni vacky transportuji adenylatcyklazu do imunitnich bunék. To zptisobuje zvyseni
hladiny cAMP (cyclicadenosine monophosphate), coz ma za nésledek sniZzeni produkce
cytokinu TNFa (Salmon et al. 2012; Shaked et al. 2017). T. brucei tak ovliviiuje imunitni
systém hostitele ve svilij prospéch.

Po fuzi exosomu z parazita s erytrocytem na povrchu erytrocytu zistavaji molekuly z
parazita, diky kterym dochézi ke zméné uspofadani lipidi a membréna erytrocytu je
rigidn¢j$i. Takto pozménéné erytrocyty s molekulami z trypanosom jsou pifednostné
fagocytovany makrofdgy, coz se u nemocného ¢loveka projevuje anémii (Stijlemans et al.

2015; Szempruch et al. 2016). V nedavné dob¢ bylo experimentalné zjisténo, ze exosomy
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mohou transportovat protein SRA mezi poddruhy 7.brucei (Szempruch et al. 2016). Protein
SRA je virulen¢ni faktor, ktery zabranuje TLF (trypanosome lytic factor) v lytické degradaci
trypanosom (Greef and Hamers 1994). Lipoprotein TLF je soucasti vrozené imunity. Tento
protein se aktivuje v lysozomech kde vytvari pory, coz vede k smrti trypanosom (Molina-

portela et al. 2005).

3.3.2. Trypanosoma cruzi

Prvok T. cruzi je piivodcem onemocnéni tzv. Chagasovy choroby. Diive se toto onemocnéni
vyskytovalo endemicky v latinské Americe, ale nyni se tento parazit stava hrozbou i
v needemickych oblastech napf. Evropy a Severni Ameriky (Wyllie and Ramirez 2017).
Parazit je pfenasen ploSticemi z rodli Rhodnius, Triatoma a Panstrongylus (J. Pérez-Molina
2018). Chagasova choroba ma akutni a chronickou fazi. Akutni faze se projevuje horeckou a
zéanétem v mist¢ vstupu parazita. Pokud neni chagasova choroba léfena muze dojit
k chronické fazi. Po n¢kolika letech chronické faze u jedince mize nastat kardiomyopatie a

objevuje se megakolon a megaesophagus (Barrett et al. 2003).

Zivotni cyklus 7. cruzi

Béhem sani infikované krve plostici, se do jejiho mesenteronu dostavaji trypomastigoti a
amastigoti v hostitelskych bunikdch. V mesenteronu plostice se trypomastigoti diferencuji na
stadium epimastigota. Epimastigoti se nasledn¢ d€li a vrektu plostit se diferencuji na
metacyklické trypomastigoty. Béhem sani krve hostitele plostice kali na kuzi a v jejich
vykalech se nachazeji metacykliCti trypomastigoti (Rodrigues et al. 2014). Toto stadium
pronikéd do hostitele odérkou nebo skrze sliznice. Trypomastigot pronikd do cytoplasmy
hostitelskych bunck a diferencuje sena stadium tzv. amastigota (J. Pérez-Molina 2018).
Amastigoti se mnozi v intracelularnim prostoru infikované buiikky a nasledné se opét
diferencuji na stadium trypomastigota. Trypomastigoti opousti infikovanou buitku a mohou

napadnout dalsi hostitelské buniky (Souza et al. 2010).

Ektosomy a exosomy 7. cruzi
Trypomastigotia infikované hostitelské buiiky vylucuji v krevnim fecisti ektosomy a exosomy
(Bayer-santos et al. 2012). Tyto extracelularni vacky vylucuje 1 neinfekéni stddium

epimastigota (Bayer-santos et al. 2012).
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Ektosomy umoziuji parazitovi uniknout imunitnimu systému a napomahaji mu proniknout do
intracelularniho prostoru bunky. Ektosomy vylu¢ované parazitem obsahuji proteiny parazita.
Prikladem takovych proteinti je FCaBP (flagellar calcium binding protein), glykoprotein 82,
proteaza cruzipain a MASP (mucin-associated surface protein) (Ouaissi et al. 1992; Ribeiro et
al. 2018; Trocoli Torrecilhas et al. 2009). Vacky vyluCované T.cruzi obsahuji i nukleové
kyseliny: rRNA, tRNA, sRNA (Bayer-Santos et al. 2014).

Ektosomy z parazita v krevnim tecisti fuzuji s makrofagy a T-lymfocyty a uvoliuji do nich
svlyj obsah (Trocoli Torrecilhas et al. 2009). V téchto imunitnich bunikach dojde ke zvyseni
exprese IL-4 a IL-10. Tyto interleukiny jsou soucasti imunitni reakce typu Th2. Aktivaci této
imunitni odpovédi se inhibuje imunitni reakce typu Thl. V T- lymfocytech a makrofazich
dochazi k inhibici exprese cytokinu TNF a snizeni produkce oxidu dusnatého (Trocoli
Torrecilhas et al. 2009) a diky tomu je intracelularni stddium amastigota chranéno pted
imunitnim systémem. K virulenci parazita také pfispivaji ektosomy z hostitelskych bunék.
Tyto ektosomy se vazi na C3 konvertazu, kterd je na povrchu trypomastigota a zabranuji
komplementu ve znieni parazita (Cestari et al. 2012). Pro zivotni cyklus parazita je také
dilezitd invaze do hostitelskych bunék. Ektosomy z infikovanych bun¢k napomahaji 7. cruzi
proniknout do hostitelské buiiky. Tyto ektosomy obsahuji membranovy cytokin TGF-p, ktery
spousti specifickou signalni drahu v hostitelskych buiikach, kterd pravdépodobné poméha

parazitovi v invazi do bun¢k (Cestari et al. 2012).

3.3.3. Rod Leishmania

Tento prvok je ptivodcem onemocnéni tzv. leishmaniéza. Parazit je prendsen flebotomy roda
Phlebotomus a Lutzomyia (Fernandez-Becerra et al. 2014). Leishmaniézu zptisobuje né€kolik
druht rodu Leishmania a toto onemocnéni méa nékolik forem. Nejzavaznéjsi je forma
viscerdlni. Béhem visceralni formy parazit napad4 napft. slezinu a jatra a dochazi k otoku a
dysfunkci téchto organid (Rodrigues et al. 2014).

Dalsi je forma je mukokutanni. Pti této formé parazit zplisobuje slizni¢ni 1éze v nose, tstech a

duting hrdla. Posledni je forma kozni, kdy parazit poskozuje kiizi (Rodrigues et al. 2014).

Zivotni cyklus prvoki rodu Leishmania
Béhem séani krve nasaje flebotomus infikované makrofagy se stddiem amastigotii. Amastigoti

se v zazivacim ustroji pfeméni na staddium promastigota, ktery se intenzivné déli. Leishmanie
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u flebotoma narusuji stomodedalni valvu a tvoii zatku, kterd zabranuje prenasec¢i dalsi piijem
potravy (Bates et al. 1999). Flebotomus je hladovy a saje na vice hostitelich, coz napomaha
parazitovi se dal S§ifit. Bc¢hem sani krve flebotomem se do kuze hostitele dostavaji
promastigoti. Neutrofily, makrofdgy a dentritické bunky fagocytuji promastigoty (Bates
2018). Parazit se uvniti téchto bunék nachazi ve fagolysozomu. Uvnitt fagolysozomu se
promastigoti diferencuji na stddium amastigota (Murray et al. 2005). Amastigot se d¢li
v hostitelské buiice, kterd ndsledné lyzuje a amastigoti se uvoliiuji do extraceluldrniho

prostiedi a mohou napadat dalsi hostitelské buiiky (Rodrigues et al. 2014).

Exosomy a ektosomy rodu Leishmania

Paraziticky prvok rodu Leishmania uvoliiuje ektosomy i1 exosomy (Silverman, Clos,
de’Oliveira, et al. 2010; Silverman and Reiner 2012). Polovina proteind v téchto exosomech
se shoduje s proteiny, které se nachéazeji i v sav¢ich exosomech (Silverman, Clos, de’Oliveira,
et al. 2010). Exosomy vyluCované leishmaniemi také obsahuji proteiny z parazita jako
protedza GP63, enlogac¢ni faktor 1-a, tryparedoxin-peroxiddza, 14-3-3 like protein, HSP10 a
HSP70 (Silverman, Clos, de’Oliveira, et al. 2010; Silverman and Reiner 2012).

Pocet vylucovanych vacku a jejich obsah zavisi na okolnim pH a teploté (Fernandez-Becerra
et al. 2014). Uvnitf mesentoronu komara je nizké pH a teplota okolo 26 °C. V lidské krvi je
pH neutralni a teplota se pohybuje okolo 37 °C. Pokud se leishmanie nachdzi v krevnim
fecisti Cloveka, tak vylucuje vice exosomt, které obsahuji vy$si koncentraci virulen¢nich
faktort (Silverman, Clos, de’Oliveira, et al. 2010).

Promastigoti a amastigotivylucuji exosomy a ektosomy do extracelularniho prosttedi. Tyto
vacky splyvaji s makrofadgy a uvoliiuji do nich sviij naklad. Metaloprotedza GP63 a enlogacni
faktor 1-a aktivuje tyrosinové fosfatdzy (Silverman and Reiner 2011). Tyto fosfatazy inhibuji
drahu aktivovanou cytokinem INF v, kterd vede k expresi cytokinu TNFa a produkci
kyslikovych radikald a oxidu dusnatého. Zaroven se aktivuje exprese protizanétlivého 1L-10.
Exosomy a ektosomy uvolilované leishmanii inhibuji mikrobicidni funkce makrofagi a
zabranuji makrofaglim znicit parazita (Silverman, Clos, Horakova, et al. 2010; Silverman and
Reiner 2011).

Béhem zivotniho cyklu, ktery se odehrava v komarovi parazit také uvoliluje exosomy (Atayde
et al. 2015). B&hem sani krve jsou tyto vacky dopravovany z mesenteronu do mista sani. Bylo
zjisténo, Ze tyto vacky se podileji na rozvoji koznich 1ézi v misté sani flebotoma (Atayde et al.

2015).
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4. 7Zavér

V této praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o exosomech a zaméiuji se zde zejména na
vyznam téchto vackl v kontextu s parazitismem. ParazitiCti prvoci a infikované hostitelské
buiiky vylucuji exosomy a ektosomy. Tyto vacky dokazou ménit chovani hostitelskych bunék
a imunitni odpovéd’ ve prospéch parazita. Zkoumani téchto extracelularnich vackt paraziti a
infikovanych bun¢k je dulezité pro podrobnéjsimu pochopeni pritbéhu parazitdrnich infekei.
Lepsi pochopeni strategii, které pouzivaji parazité pti invazi do hostitele, mize zajistit do
budoucna efektivnéjsi 1écbu onemocnéni jako naptiklad maldrie nebo spavé nemoci.

Také je dulezité se do budoucna zabyvat extracelularnimi vacky jako takovymi, protoze se
podili na mnoha dulezitych fyziologickych a patofyziologickych procesech v téle. Exosomy a
ektosomy odrazi stav své mateiské bunky a diky tomu je mozné vcas diagnostikovat
patologické zmény bunék. Lze tedy neinvazivné diagnostikovat nékterd onemocnéni v raném
stadiu. V budoucnu bych se rdda nadale vénovala studiu exosomi parazitickych prvoki.
Chtéla bych se zaméfit na obsah exosomil, které vylu€uje prvok T. vaginalis infikovany

dsRNA virem z rodiny Totiviridae.
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