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Abstrakt:

Paraziticky zpUsob Zivota se v historii eukaryot vyvinul mnohokrat nezavisle na sobé. Adaptaci na
hostitele dochdazelo k redukci nékterych organel, a naopak vyvoji specifickych bunéénych struktur.
Mezi tyto struktury patfi i invazni aparaty, které slouZi k priniku do hostitelskych bunék a uniku
imunitnimu systému. V této bakalafské praci jsou shrnuty poznatky o invaznich aparatech a zplsobu
invaze celkem ¢tyr vybranych zastupcl z dileZitych skupin jednobunécénych parazitd Apicomplexa,
Microsporidia, Cryptomycota a Kinetoplastida. Ddle jsou shrnuty obecné znalosti o parazitech, jejich

stavbé a Zivotnim cyklu.
Klicova slova:

Apicomplexa, Plasmodium, Microsporidia, Ichthyobodo, Rozella, merozoit, glideosom, pohyblivy tésny

spoj, polové vlakno, germinace, cytostom, zoospora, germinacni trubice;

Abstract:

Protozoa parasitism has evolved many times independently in the history of eukaryotes. Some
organelles were reduced, and specific invasion apparatuses were developed by adapting to the host.
These apparatuses help to penetrate host cells and escape the immune system. The thesis summarizes
the findings of the invasion apparatus and invasion of four selected unicellular protozoan parasites of
genus Plasmodium, Microsporidia, Ichthyobodo and Rozella. Each chapter includes general knowledge

of the parasite, its structure and life cycle.
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1. Uvod

Bakalarska prace si kladla za cil ziskat hlubsi poznatky o zplisobech invaze parazitickych prvoki
a jejich invaznich aparatd. Invazni aparaty téchto obligatnich parazitickych prvokll se adaptovaly na
vysokou hostitelskou specifitu patogena, disledkem ¢eho? ztratil parazit schopnost invadovat i jiné

organismy.

K prliniku do hostitele jsou vyuZivany rGzné strategie, fadi se mezi né napriklad indukovana
fagocytdza, aktivni penetrace nebo injikace obsahu parazitarni buriky. Mezi Castou strategii patfi

intracelularni zpUsob Zivota, ktery patogena chrani pred imunitnim systémem hostitele.

Budou predstaveny Ctyfi zastupci vybranych skupin parazitl. Prvnim je rod Plasmodium a jeho
stadium merozoitu, které disponuje pohyblivym invaznim aparatem, diky némuZz muZe patogen
napadnout ¢ervené krvinky. Druhou predstavenou skupinou je kmen Microsporidia, ktery ma unikatni
vystrelovaci apardt v podobé podpovrchové jehly. Obdobnym aparatem disponuje i sesterska skupina
mikrosporidii, rod Rozella, ktery skrze trubici pfesouva svij bunécny obsah do hostitele. Posledni
zminénou skupinou je rod vodniho ektoparazita ryb, Ichthyobodo, ktery svym cytostomalnim

komplexem napada pro ¢lovéka hospodarsky vyznamné ryby a zpUsobuje jejich dhyn.



2. Apicomplexa
Apikomplexa jsou vyznamnou skupinou obligatné intracelularnich parazitl patficich do

skupiny Alveolata. ZpUsobuji zdvaznd onemocnéni obratlovcl véetné Clovéka. Nejvyznamnéjsimi
zéstupci jsou rody Toxoplasma, Cryptosporidium a Plasmodium®. Toxoplazméza je parazitarni
onemocnéni u ¢lovéka vyvolavané intracelularnim prvokem druhu Toxoplasma gondii. Jeho prenos je
uskuteénén skrze definitivniho hostitele prvoka, ko¢ku domdci.2. Rod Cryptosporidium zpUsobuje

infekce stfev a prajmy?.

Pricinou jedné 1z nejzdvainéjSich svétovych chorob, tropické malarie, je prvok rodu
Plasmodium. Nejvice ohroZeni jsou téhotné Zeny, malé déti a také imunosuprimovani jedinci postizeni
napf. HIV#4, Pfiznaky onemocnéni se projevi po 5,5-20 dnech. Nejtézsi formu, tzv. maligni maldrii,
zpUsobuje P. falciparum, jehoz inkubacni doba je v porovnani s ostatnimi lidskymi plasmodii nejkratsi,
5,5 dne. Onemocnéni je charakterizovano malarickymi zdchvaty prichazejicimi v tfidennich cyklech,
které jsou dlsledkem reakce imunitniho systému na velké mnozstvi toxind. Toxiny jsou vyplavovany
z nakaZzenych cervenych krvinek, které jsou béhem infekce lyzovany. Dusledky zachvatl mohou byt

kfele, kdma a smrt, nastdvaji pfi praniku parazita do mozku®.

V této kapitole bude detailnéji predstaven rod Plasmodium, konkrétné jeho zastupce P.
falciparum kvali zavainosti onemocnéni, které zplsobuje. Vakcinace proti malarii zatim nebyla
vyvinuta, onemocnéni se é¢i antimalariky, vaéi nimz vsak vznika rezistence, kterd predstavuje velky
problém®. Hledani novych cilt 1é€by je proto nezbytné a v tomto ohledu maZe byt vétsi porozuméni

zpUsobu invaze patogena prospésné.

2.1 Zivotni cyklus rodu Plasmodium
Plasmodium ma komplexni Zivotni cyklus, ktery zacind napadenim clovéka komarem rodu

Anopheles, definitivniho hostitele plasmodia, s jehoZ sanim je injikovana pohybliva faze (sporozoit).
Sporozoity se dostdvaji do jater, kde se pomnoZi a po Uniku infikuji hostitelovi ¢ervené krvinky, kde
dochazi kdalsimu mnoZeni (viz 2.1.2). Po nékolika cyklech se zacinaji tvofit pohlavni burky,
gametocyty. Ty ddle unikaji z hostitelské buriky a jsou infekéni pro komara, ktery je spolu s krvi nasaje

a zapocne sexualni faze (viz 2.1.1). Cely Zivotni cyklus je vyobrazen na Obr. 2.

2.1.1 Sexualni stadia
Po nasati infikované krve komarem jsou gametocyty dopraveny do lumen strev, kde podstupuji

gametogenezi za vzniku makrogamety (samiéi pohlavni buriky) a mikrogamety (saméi pohlavni buriky)®.
Splynutim gamet vznikd zygota, zapocne meiotické déleni a rekombinace, jejichz dlsledkem je

vytvofeni prvni pohyblivé faze ookinetu. Ookinet penetruje epitelidini bunky stfeva, pfichyti se na



stfevni laminu a transformuje se v oocystu. Toto jediné extraceluldrni stddium plazmodia dozrava 10-

12 dni a pFetvofi se ve velkou buriku s mnoha jadry tzv. syncytium®.

2.1.2 Asexualni stadia
Asexualni stddium zacina rozpadem syncytia, kdy se oocysta sporogonicky rozdéli a poté se

vyviji v haploidni sporozoity, které se pFesouvaji do slinnych Zlaz komara’. Po injikaci sporozoitl do krve
mezihostitele jsou pohybliva stadia unasena krvi do jater a pronikaji do jaternich bunék (hepatocytd)
skrze Kupfferovy buriky. Nasledné probiha tzv. exoerytrocytarni schizogonie®, pfi nem? parazit prochazi
nékolikanasobnym délenim. Vznika syncytium, segmentuji se jadra a utvari se merozoiti, jenz napadaji

dervené krvinky’.

Po invazi se erytrocyt zakulati do tzv. prstynku (P. falciparum), ve kterém se merozoity
ndasledné vyviji do stadia trofozoitu, jeZ pohlcuje cytoplazmu hostitelské buriky®. Po dokon&eni riistové
faze trofozoitu pfichazi erytrocytdrni schizogonie, kde dochazi krozpadu jader schizontu na
merozoity®. Plasmodium unikd z éervené krvinky a pohybliva stadia invaduji nové hostitelské buriky a

cyklus se opakuje. Gametocyty se zaénou tvofit aZ po 10 dnech od zadatku infekce®®.
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Obr. 2: Schéma Zivotniho cyklu rodu P. falciparum. Upraveno dle®2,




2.2 Merozoit
Merozoit je nejmensi jednojaderné stadium plasmodia a vznika rozpadem jeho mnohojaderné

formy zvané schizont. Stadium merozoitu je ovalného az protahlého tvaru. Plazmddium je chranéno
pelikulou, ktera je slozena ze 3 vrstev; plazmatické membrany (PM) a vnitfniho membranového
komplexu (IMC z angl. inner membrane complex)**. IMC je zplostély vacek, ktery Ize pozorovat jako
dvoumembranovy uatvar. Struktura pelikuly pfipomind labyrint a pokryva cely povrch parazita,
pferuSena je pouze na apikdlni ¢asti a misté, kde Usti mikropdr fungujici jako cytostom®. Na

povrchovém obalu jsou ukotveny proteiny MSP (merozoite surface proteins).

Burika je ddle vybavena jadrem, endoplazmatickym retikulem, mitochondrii a apikoplastem,
pozlistatkem sekundarniho plastidu. Apikoplast ztratil schopnost fotosyntézy, ale zachoval si nékteré
metabolické drahy typické pro plastidy Fas (napf. FAS — biosyntéza mastnych kyselin)>'*13, Mezi
specifické organely urcené kinvazi do hostitelské burky patfi konoid s polarnimi prstenci, roptrie,
mikronemy a denzni granula, kterd tvofi apikalni komplex>'?. Exonemy umisténé v cytoplazmé poté
napomahaji Uniku z erytrocytu'?. Schéma stavby merozoitu je zndzornéno na Obr. 1

Povrchovy obal

Apikoplast Mitochondrie Denzni granula

ER

Komplex . o
nuklearniho Subpelikularni

mikrotubuly

Ribozomy Mikronemy Prstenec

Exonemy Roptrie

Obr. 1: Stavba merozoitu. Zndzornény jsou hlavni struktury objevené v invaznim merozoitu. Na
povrchu se nachazi pelikula s proteinovym obalem, kterd interaguje s vnitfnim membranovym
komplexem (IMC). V cytoplazmé se nachdzi volné ribozomy, exonemy, jadro a apikoplast v blizkosti
mitochondrie. Subpelikularni mikrotubuly, denzni granula, mikronemy a roptrie jsou organely
slouZici k invazi. Upraveno dle??,




2.3 Apikalni komplex
Apikalni komplex je invazni aparat, ktery se sestava ze soustavy organel a cytoskeletarnich

struktur zajistujici pohyb a invazi parazita do hostitelské buriky. Mezi tyto struktury a organely patfi 3
pdlové prstence s mikrotubuly, subpelikularni mikrotubuly a sekreéni organely roptrie, mikronemy a
denzni granula. Soucasti invazniho aparatu zastupcl apikomplex je i nalevkovity konoid, ktery se
vyskytuje na anterio-lateralni strané parazita. Konoid je pfitomen napf. u rodu Toxoplasma, u rodu
Plasmodium vsak chybi. Plasmodium ma misto konoidu jen 3 pélové prstence, z nichZz nejbazalné;jsi
tvori konoidni limec, na ktery se napojuje IMC a slouzi jako organizacni centrum subpelikuldrnich

mikrotubulg413,

2.3.1 Subpelikuldrni mikrotubuly
Subpelikularni mikrotubuly jsou dudleZitou soucasti pohybového aparatu parazita. Slouzi jako

pevny bod, na ktery se upind pohybovy komplex, tzv. glideosom. Napojenim na subpelikuldrni
mikrotubuly je docileno t¥eni potfebného ke klouzavému pohybu parazita (gliding)**6. Mikrotubuly
jsou usporadany do kruhu kolem parazita od jeho posledniho pdlového prstence k posteriorni ¢asti,
aviak jejich délka sahd pouze k jadru>'*. Pod subpelikuldrnimi mikrotubuly se nachdzi sit protein(

podobnym intermedidrnimu filamentu, zvana alveoliny*?.

2.3.2 Povrch merozoitu
Interakce IMC parazita s aktin-myozinovym motorem a subpelikularnimi mikrotubuly je

dllezitym prvkem pfi pohybu a invazi. IMC ma vnitfni a vnéjsi membranu, ta vnitfni je napojena skrze
alveoliny pravé na subpelikularni mikrotubuly*’. Vnéjs$i membrana je prostfednikem pro motilitu

parazita a pfes glideosom asociované proteiny (GAP) upeviuje aktin-myozinovy motor?8,

IMC membrany maji paralelné uspofadané vnitromembranové castice (IMP z angl. inner
membrane particles) s mikrotubuly. IMP jsou prodlouZzeny podél osy parazita a jsou usporadany do
mFizky!®°. IMP jsou napojeny pomoci protein(l asociované s mikrotubuly (MAP) pfes alveoldrni sit na

subpelikularni mikrotubuly®®.

2.3.3 Sekrecni organely
Mikronemy spolec¢né s roptriemi a denznimi granuly sekretuji svlij obsah, jehoZ funkci je

zajisSténi pohybu a internalizace zoitu do hostitelské buriky.

Mikronemy sekretuji proteiny (MIP), které jsou rekrutovany na PM, rozeznavany a vazany
receptory hostitelské buriky?. Sekrece mikronem slouZi hlavné k zajisténi pohybu, tudiz se jejich polet
u rdznych stadii lisi. Nejvice jich nalezneme ve stadiu sporozoitu, naopak u invazniho stadia merozoitu
jich je pfitomno jen minimalni mnozstvi diky schopnosti (re)invaze pomoci nespecifické adheze na

erytrocyt®l.



MIP vazi receptory hostitelské bunky ke glideosomu a funguji tedy jako ligand. Patfi mezi
adheziny a maji vliv na orientaci parazita po adherenci k povrchu erytrocytu. Po pfilehnuti zoitu se diky
jejich vylu€ovani parazit reorientuje apikalnim koncem k erytrocytu za pomoci protedz, které Stipou
nepotfebné spojell. DaleZitymi MIP pro pohyb a invazi jsou AMA1 (apikdlni membranovy antigen),
EBA-175 (erytrocyt-binding antigen; rodina proteinl EBL zangl. erytrocyt-binding like) a SUB2

(subtiliaza).

Roptrie jsou parové organely kapkovitého tvaru, které se zbihaji do spole¢ného kanalku (angl.
neck) a Usti na apikalnim strané zoitu®*. Sekretuji proteiny (ROP), které se Ulastni invaze a pomahaji
formovat parazitoformni vakuolu (PV). K formaci pohyblivého tésného spoje (MJ z angl. moving

junction) jsou potfeba proteiny z rodiny RON (RhOptry Neck proteins)%2°,

RON proteiny tvofi po sekreci komplex s AMA1L, s kterym vznika silna protein-protein interakce,
ktera pfiblizuje membranu parazita a erytrocytu. Sekrece roptrii je podminéna exocytézou mikronem
a vazby EBA-175 a PfRh (reticulocyte-binding homolog u P. falciparum), ktery je sekretovan z apikalni

Casti roptriit2!, Nékteré proteiny roptrii a ostatnich sekreénich organel jsou zndzornény na Obr. 3.

Sekrece z denznich granul se uplatiuje zvlasté béhem vzniku PV. Byly pozorovany
imunoelektronovou mikroskopii a popsany jako denzni organely kulatého pravidelného tvaru
nachdzejici se v pfedni &asti merozoitu??. Tato granula jsou vypousténa skrze pelikulu zvld3té v koneéné
fazi internalizace plasmodia v PV a podili se na pretvareni hostitelské buriky, napf. pomoci antigenu,
ktery se nachazi na povrchu erytrocytu nakazeného prstynkem (RESA z angl. ring-infected erythrocyte

surface antigen), spoleéné s proteiny roptrii23.

Plasmodium falciparum

GPI: MSP1,2,4-5,10

Povrch: MSP3,6-7,9, ROM4

SuUB1
SUB2,AMA1,EBA175

RAP1-3, Rh1-5, RON4, RhopH

Obr. 3: Schéma rozmisténi invaznich komponent v merozoitu u Plasmodium falciparum.
Denzni granula jsou zndzornéna fialové, exonemy zelené, v apikalni ¢asti (APR) jsou
zobrazeny roptrie svétle modre a mikronemy oranzové. GPl oznacuje proteiny ukotvené
GPI kotvou. Vysvétleni zkratek: IMC - vnitini membranovy komplex, MT - subpelikularni
mikrotubuly, NUC - jaddro, APR - apikdIni pdlové prstence. Upraveno dle'’.




2.4 Glideosom a pohyb invaznich stadii
Glideosom je motorovy komplex, ktery na zdkladé mechanicko-chemické sily umoZznuje pohyb

parazita vpred a napomaha invazi (Obr. 4). Glideosom je sloZzen z myozin A (MyoA) motoru, MyoA
interagujici domény, ktera je napojena na proteiny IMC, GAP40 a GAPS0, jeZ interaguji pres GAP45.
Dalsi komponentou je glideosom-asociovany konektor, ktery spojuje F-aktin s mikronemami
sekretovanymi proteiny vélenénymi do membrany parazita (MIP). Cytoskelet a sit alveolinl je
napojena pres GAPMs (glideosome-associated protein with multiple-membrane spans) na glideosom,

diky E¢emu? je tvofeno potfebné tfenilt,

Pohyb za&ind na apikdlnim pélu burnky, kde po Ca?* signalizaci exocytuji mikronemy své
adheziny. Ty se v¢leni do PM merozoitu a interaguji s receptory hostitele nebo extracelularni matrix.
Dochazi k polymeraci F-aktinu, jenZ je stabilizovan a propojen s cytozolickou ¢asti adhezinu diky
glideosom-asociovanému konektoru. Tento komplex interaguje na Urovni polarniho prstence s tézkym

myozinovym fetézcem (MyoH) a déle s MyoA na IMC*,

Po sekreci MIP se glideosom na AMAL napoji a za spotfeby ATP se mechanicky posouva po
filamentech F-aktinu, kterd se dynamicky vytvéfeji a zanikaji®. PFi pohybu dochazi ke zpétnému
pohybu adhezinl (MIP) napojenych na receptory hostitelské buriky a tudiz merozoitovu pohybu
vpred!!. Narozdil od ostatnich komponent glideosomu, neni MyoA motor rekrutovan pfi pohybu
(invazi) a je stale pfitomen na PM. Dokonceni pohybu je doprovazeno odstépenim adhezin

mikronemalni protedzou, jen? je pfitomna na vnéjsi strané PM%,

Tvorbu aktinovych filament indukuji forminy (hlavni FRM1). Pfitomny jsou na apikalnim konci
merozoitu. Vytvorena aktinova filamenta se soustfedi posteriorné od MJ. Forminy (sloZzeny z FH1 a FH2
domény) utvareji aktinova filamenta z G-aktinu, ktery rekrutuji k vytvarejicimu se F-aktinu nebo zvysuji

svoji aktivitu (autoindukce)™?.

Pro spravny pohyb glideosomu se musi F-aktinové vlakno po jeho interakci s myozinem i

depolymerizovat. Proto jsou pod PM pfitomny ve velkém mnozstvi depolymerizacni faktory jako ADF

11,20

(actin-depolymerizing factor), cofilin nebo toxofilin Dale se uplatiuji stabiliza¢ni proteiny

zakon&uijici aktin, jeZ zabrariuji (de)polymerizaci navdzanim se na rostouci konec F-aktinu®?.



ey Mikrotubuly

pPM
hPM

g rAqs
'_'!! “35 fl(((!-!

' GAP50 h MTIP @ cac SN cAPas

il crpo J MYOA ' Adhesin
. CAPM ‘ ROM4 Y HBreceptor

Obr. 4: Schéma glidingu merozoitu rozdélené na horni polovinu pred
pohybem myozinovych hlav a dolni polovinu, kde je zndzornén posun MyoA
po F-aktinu (Zluté znacené filamentum). Ve stfedu je Sipkou naznacen smér
pohybu. MTIP - MyoA interagujici protein, GAC - glideosom-asociovany
konektor, ROM4 - rhomboidni protedza, GAP - glideosom asociované
proteiny, HB receptor - receptor hostitelské burky, pPM - plazmatickd
membrana parazita, hPM - hostitelska plazmatickd membrana. Upraveno
dle™.




2.5 Invaze merozoitem
Invaze hostitelské bunky trva pfiblizné 20 s a jeho prlibéh byl poprvé zdokumentovan pomoci

invertovaného mikroskopu v 80. letech minulého stoleti®®. Invaze se déli do nékolika kroka:
neorientovana adheze, reorientace apikalniho komplexu, formace pohyblivého tésného spoje (MJ),

pohyb merozoitu skrze MJ do PV a uzavfeni PV2L. Jednotlivé kroky invaze jsou znazornény na Obr. 5.

2.5.1 Neorientovana adheze
Aby doslo k uspésnému priniku merozoitu do buriky, je zapotiebi spojeni s hostitelskymi

receptory?®. Prvotni kontakt se déje skrze povrchové proteiny merozoitu (MSP), z nichZ nejhojnéjsi je
MSP1 a 2 a jsou ukotveny k povrchu parazita GPI kotvou?3. MSP1 je syntetizovan ve 4 rtiznych forméch,
vSechny jsou soucasti komplexu na povrchu merozoitu. Pro dalSi pohyb merozoitu je nutné odstépeni
MSP1 proteinu, které zajistuje kalcium-dependentni serin protedza?’. U rodu Plasmodium se jednd o
serin proteazu podobnou subtilisinu (SUB2) stépici transmembrdnové domény. SUB2 je také vyuZivana

pFi obrané pred imunitni reakci hostitele tak, Ze pomoci ni parazit $tépi navazané antigeny®2°,

2.5.2 Reorientace merozoitu
Po neorientované adhezi nasleduje reorientace merozoitu jeho apikalnim komplexem smérem

k povrchu HB. Hlavni interakce zprostiedkujici reorientaci zoitu je mezi mikronemami sekretovanym
EBA-175 a zbytkem kyseliny sialové na glykoforinu A, ktery se nachdzi na povrchu hostitelské buriky
(Obr. 5)%°, EBA-175 musi byt upraven $tépenim protedzou ROM4 (rhomboid-like malarial protease)
lokalizované v mikronemdach3l. Vazba na glykoforin A aktivuje fosforylaéni kaskddu v erytrocytu, je?
zajidtuje deformaci membrany a cytoskeletu éervené krvinky, kterd je nezbytna pro dalsi kroky invaze®.
Mezi méné prozkoumané cleny EBL rodiny podilejici se na reorientaci patfi EBA-181 (neznamy
receptor), EBA-140 (vazba s glykoforinem C) nebo EBL1 (vazba s glykoforinem B).*” K invazi jsou
pouZivany i jiné cesty nezavislé na vazbé s kyselinou sialovou (P. falciparum, P. knowlesi)*3. Dal$imi
rozpoznanymi adheziny obstaravajici reorientaci a aktivaci fosforylacni kaskady erytrocytl jsou ligandy

rodiny Rh (napf. Rh1, Rh2B, Rh4)3*,

Dalsim krokem je vypusténi vapniku z roptrii do erytrocytu, cozZ zpUsobuje sekreci mikronem
a roptrii, na které je zavisla tvorba MJ. Medidtory pro vypusténi vapniku jsou mikronemalni Rh5-
interagujici proteiny (RIPR), CyPRA (Cysteine-rich PRotective Antigen) a ROP protein Rh5 tvofici
komplex interagujici s basiginem®, jenZ zprostfedkovava spojeni v podobé péru mezi erytrocytem a

merozoitem?3.



2.5.3 Formace pohyblivého spoje
MJ je ireverzibilni tésny spoj, ktery se pohybuje k posterioru merozoitu a tim dochazi k

»pohlceni“ parazita membréanou erytrocytu?®. MJ je tvofen komplexem protein( z roptrii a mikronem
AMA1-RON2-RON4-RON5-RONS, kde RON proteiny jsou zabudovany v membrané hostitelské burky a
AMA1 v membrané parazita (Obr. 5). AMA1 ma spolu s RON2 pevnou vazbu a RONS5 slouzi k ukotveni

celého RON komplexu do hostitelské buriky3”%,

PFi vtoku vapniku dochazi k aktivaci kalcium-dependentni protein kindzy (CDPK), ktera spousti
sekreci mikronem. Aktivita CDPK1 podporuje iniciaci glidingu a jeji inhibice zabrarfuje exocytéze
mikronem a blokuje invazi'l. Translokace MIP na povrch a jejich navdzéani na receptor spousti sekreci
protein z roptrii®®. V apikélni ¢asti vznika spoleény kanal, jenZ propojuje roptrie s erytrocytem.

S vapnikem jsou z roptrii sekretovany RON proteiny. Spoleéné jejich proteiny tvofi komplex®.

Po sekreci RON proteini vznikdA AMA1-RON komplex, ktery nasledné vytvafi MJ kolem
invadujiciho merozoitu, coz bylo potvrzeno pomoci fluorescenéniho znaceni urodu Plasmodium
kolokalizaci proteind RON4 a AMA1. AMAL1 je ¢astecné vypusténo na povrch jesté pred navazanim
merozoitu a po interakci s RON proteiny prendsi signal k dalsi sekreci roptrii, jez se podili na motilité a

stavbé PV,

2.5.4 Pohyb pohyblivého spoje
Po vzniku MJ a zacatku jeho pohybu dochazi k depresi styku, ktery vznikl deformaci membrany

po prvotnim kontaktu. Vnitini dvoumembrdna erytrocytu je v misté kontaktu s MJ ztlusténa.
Membrdany parazita a hostitelské buriky jsou v kontaktu pouze pres apikalni komplex a MJ, aby mohl
merozoit ménit svlj tvar, a tim Iépe invadovat erytrocyt. Prostor mezi membranami, které nejsou
v kontaktu ¢ini asi 10 nm. Pfi invazi merozoitu do hostitelské buriky byla pozorovadna postupna absence
povrchového obalu parazita smérem od MJ k apikalni ¢asti. Granuldrni obal z(istava pouze v ¢asti, ktera
nepronikla do erytrocytu?®. Obal obsahuje MSP, které jsou pFi vstupu parazita do krvinky postupné
ztraceny aktivitou SUB2 (Obr. 5). Ta napomaha k rapidnimu uvolnéni MSP1 a AMA1 a internalizaci

parazita do erytrocytu?%?8,

2.5.5 Formace a uzavreni parazitoformni vakuoly
Pfi invazi dochdzi k druhé deformaci, kterd postupné ustava s internalizaci parazita do

erytrocytu a zaceleni membrany erytrocytu®. Po dokonéeni priniku do erytrocytu jsou adheziny z MJ
odstépeny rhomboidni proteazou, komplex se rozpadd a membrany (erytrocytarni a PV) na posteriorni
strané merozoitu se zaceli?®3®. V éervené krvince se merozoit zakulacuje, redukuje pelikuldrni komplex
a méni se na trofozoit ohraniceny jednoduchou PM. Baze konoidni ¢asti se po vstupu do hostitelské

buriky otevfe a polarni prstence se rozpadaji®.
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Po fuzi je parazit obklopen PV vznikajici invertovanim ztlustélé membrany &ervené krvinky.®
Proteiny podilejici se na tvorbé PV jsou nizkomolekuldrni komplex roptrii RAP1, 2 a 3 a
vysokomolekularni komplex RhopH. Spole¢né s produkty denznich granul (naptf. RESA) jsou

zabudovény do vznikajici PV a podili se na reformaci erytrocytu®.

MSP1 - unknown PfRAS/RIPR - Basigin AMA1 - RON complex
MSP7 - unknown

EBA-175 - glycophorin A
EBA-181 - unknown
EBA-140 - glycophorin C
PfRh1 - receptor Y
PfRh2a - unknown
PfRh2b - receptor Z
PfRh4 - CR1

Obr. 5: Schéma prabéhu invaze a vypis interakci typickych pro urcitou fazi. Nejprozkoumanéjsi
komplexy a proteiny jsou MSP, pfRh5/RIPR/CyPRA-basigin (CyPRA neni vyobrazena), EBA-175, Rh-
jejich receptory, AMA1-RON komplex. Upraveno dle3?.
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3. Microsporidia
Mikrosporidie jsou obligatné intraceluldrni parazité, kteti byli dfive fazeni mezi Protozoa, avsak

dnes uZ jsou samostatnym kmenem v #i$i hub*.. Jejich vyskyt ve viech biomech ved| k obecnému
rozdéleni do tfi skupin, vodni, mofské a terestridlni mikrosporidie*’. Mikrosporidie napadaji téméF
vSechny druhy Zivodichd, véetné ¢lovéka. Mezi druhy vyznamné pro clovéka patii napf. Nosema
bombycis, N. apis, Encephalitozoon cuniculi, Enterocytozoon bieneusi. Tyto druhy predstavuji jak
ekologickou, tak zdravotni hrozbu.

Mikrosporidiéza je oportunistické onemocnéni, jez se rozviji predevSim u
imunosuprimovanych jedinct, ktefi jsou nakaZeni oralné sporami. Spory jsou obsaZeny v infikované
potravé nebo vodé, a diisledkem ndkazy je prdjem?. Urputny prijem zpGsobuje dehydrataci, ztratu
vahy a bolesti bficha. Mikrosporidiéza je jedno z prehlizenych onemocnéni v lIékarské diagnostice. Kvali
malé velikosti infekéni spory je potfeba odborné diagnostiky (histochemie, mikroskopické techniky,

PCR, imunofluorescence), ktera je naroénd a nemusi byt vidy prikazna (nap¥. u PCR)*.

3.1 Zivotni cyklus
Mikrosporidie jsou rlznorodé nejen morfologii v rdmci vyvoje konkrétniho druhu, ale i ve

zplisobech prenosu. Zivotni cyklus zahrnuje dvé funkéné odli$na stadia. Vegetativni stadium, které je
lokalizovdno uvnitf hostitelské burky a jeho soucasti je faze proliferace a sporogonie. A druhé,
odolnéjsi stadium spory, kterd je urlena k ndkaze dalSiho hostitele a prezivd vnéjsi nepfiznivé
podminky. K pfenosu patogenu dochazi (i) horizontalné nebo (ii) vertikalné.

(i)Horizontalni prenos se déje v ramci populace hostitele mezi neptibuznymi jedinci, napftic
generacemi i mezidruhové. Horizontalni prenos je nejcastéjsi a je u néj dulezité dosahnout co
nejvétsiho poctu invaznich stadii. S narlGstem poctu je vytvorena zatéZz na hostitele, ktery jejimz
nasledkem hyne a spory jsou vypustény do prostfedi®.

(ii)Vertikalni pfenos probiha transovarialné nebo transplacentarné. Samdci gamety nejsou
schopné zprostiedkovat vertikalni pfenos, a proto parazit vyvinul rizné techniky pro preziti. Jednou
znich je vysokd virulence spor pro samce. Samci jsou usmrceni premnozenim mikrosporidii,
redukovani v celkové populaci a spory jsou pfeneseny na samici, ve které jiz probiha vertikalni prenos
(Thelohania californica). Dalsi technikou je feminizace samc(, kdy mikrosporidie zméni samci fenotyp
na funkéni samiéi (Nosema granulosis). Druhy mikrosporidii vyuZivajici vertikalni prenos se vyznacuji
nizkou virulenci, kterd je vysvétlena potfebou zralych samicich gonad pro prenos spory do dalsi

generace®.
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3.1.1 Vegetativni stadium
Cyklus zacind pozifenim infekéniho stadia, spory, z vnéjSiho prostredi. K aktivaci invazniho

aparatu je zapotrebi stimulu z prostfedi mimo sporu. Skrze vystfelené pélové vldkno (PT z angl. polar
tube) je premistén obsah spory do cytoplazmy (rod Nosema), nukleu (rod Nucleospora), sporoforniho
vezikulu (rod Pleistophora) nebo do PV vzniklé z membrany hostitelské buriky (rod Encephalitozoon).
Pfesny mechanismus pfesunu genetického materialu stale neni znam. Mikrosporidie se v hostiteli déli
bud’ binarné hned po karyokinezi (rod Enterocytozoon) nebo vytvari podlouhlé Utvary s mnoha jadry
(rod Nosema), tzv. plazmddia. Tato déleni mohou probéhnout jednou, ale i nékolikrdt po sobé?,
Délenim vznikaji mnohojaderna syncytia (meronty/plazmédia), jez se premériuji ve sporonty, a ty se
vyvijeji ve sporoblasty, které se sporogenezi ddle diferencuji na brzké spory stenkou sténou.
Tenkosténné spory mohou napadat dalsi buriky vramci jednoho hostitele. Nékteré meronty se
diferencuji na tlustosténné spory, jez se zvétSujicim se poctem dcefinych spor zplsobi rupturu
hostitelské buriky a jsou vypustény do okolniho prostredi (Obr. 6). U vertikalniho prenosu je mnozstvi
spor vyprodukovanych merogonii nizsi. Napf. N. granulosis produkuje jen tenkosténné dvoujaderné

spory, které se pfesouvaji na dalsi generaci pfi oogenezi®.

3.1.2 Stadium spory
Spora mikrosporidii je odolné stadium urcené a vysoce pfizplsobené kinfekci dalsiho

hostitele. Rezistence na nepfiznivé podminky vnéjSiho prostfedi je znacna. Dokazi prezit ve vodé
nékolik dni, na suchu nékolik tydn( (E. cuniculi) a nékteré druhy jsou schopny v destilované vodé
vydrZet i 10 let (N. bombycis)* . PFi nizké teploté (cca 4 °C) a vy3si vlhkosti (50 % a vy3e) jsou schopné
vydrzet i nékolik let, zalezi ale na rodu. Ackoli jsou spory mechanicky velice odolné, jsou citlivé na

vysudeni®®, Spory se vyznaduji pfitomnosti unikatniho invazniho aparatu.
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Obr. 6: Intracelularni vyvoj E.
bieneusi. A - Vysttelend
prazdna spora, B - sporoplazma
na konci pélového vldkna (Pt),
C - zacatek proliferace a déleni
jadra (N), D - priléhavé
plazmodidlni bunky po
cytokinezi, E - proliferujici
plazmodidlni burka

s prodlouzenymi jadry,

F - zacatek sporogonie, G - faze

sporogonie plazmaddia se
zakulacenymi jadry a zacatek
tvorby invazniho aparatu,

H -pozdni sporogonie,
segregace jader invaginaci
plazmalemy, | -sporoblasty,

J -dospéld jednojaderna spora
s vyvinutym PT a dokoncenou
exo- a endosporou.

Upraveno dle“.

Enterocytozoon bieneusi

3.2 Stavba spory

Spory jsou malého ovalného tvaru variabilni délky (1-20 um). Vysoka odolnost spor je zajiSténa
proteinovou exosporou a protein-chitinovou endosporou, ktera pfiléha k PM. Exospora vznika sekreci
parazita ve stadiu merontu (mnohojadernd faze) a jeji sloZzeni se mezi rody liSi. Povrch se mUze pfi
elektronové mikroskopii jevit jako mukdzni, tubuldrni, filamentarni nebo hladky*. Proteiny tvofici
exosporu se nazyvaji SWP (Spore Wall Proteins) a proteiny endospory jsou oznacované EnP (Endospore
Proteins)®.

Obsah buriky je oddélen tenkou PM, ktera je na posterioru asociovana se zadni vakuolou. Spora
mUze obsahovat jedno (rod Enterocytozoon) nebo dvé (diplokaryon) jadra (rod Nosema). Zrala spora
obsahuje pIné funkéni invazni aparét, jeho? ¢asti jsou blize popsény v kapitole 3.3%. Sporoplazma je
vysoce denzni a nachazeji se v ni ribozomy, Golgiho apardt, endoplazmatické retikulum a redukovana
mitochondrie bez genomu (mitozom)*. Stavba dvoujaderné spory je schematicky zndzornéna na

Obr. 7.
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Obr. 7: Stavba A
dvoujaderné spory En
mikrosporidie. / 1 Lp
Ex - exospora, A - kotvici
disk, En - endospora, : P
Lp - lamindrni polaroplast, Tp
P - plazmaticka )
membrana, Tp - tubularni L - : Pt
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3.3 Stavba invazniho aparatu spor
Vystrelovaci apardt slouzi k prepravé bunécného obsahu pfimo do cytoplazmy, nicméné

mechanismus déje neni zcela probadan. Spora muze byt i fagocytovana pred vystrelenim a PT mize
tudiz slouZit k dniku z fagozému hostitele*®. Aparat se sklada z kotviciho disku, polaroplastu, pélového
vldkna a zadni vakuoly. PT Usti v anteriorni ¢asti spory v kotvici disk. Kotvici disk se nachazi na anterioru
parazita a zaujima destnikovity tvar®. Disk se sklada z pdlové Eepicky a pdlového limce, na ktery je
napojeno PT*.Na kotvici disk navazuje polaroplast, ktery ma nékolikavrstvou lamelarni, tubuldrni nebo

vezikularni strukturu a je lokalizovén kolem pélového vldkna“®.

PT je sloZeno z rovné Casti zvané manubroid, kterd je napojena na kotvici disk a smérem
k posterioru pfechazi PT do otaek*®. Podet otdcek PT kolem jadra a zadni vakuoly se u riznych druh
liSi a mdZe jich byt i ptes 40 (P. macrozoarcidis), avsak existuji i mikrosporidie, které se vyznacuji jejich
absenci (M. daphniae)*®*°, Délka a primér PT je variabilni. Primér se také méni v zévislosti na

prochazejici sporoplazmé a pohybuje se od 0,1-0,2 um. Délka &ini 50-500 nm*,
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Délka PT se vsak lisi i v ramci jediného organismu, a to pred a po vystreleni. Existuji rlizné
teorie, které vysvétluji zménu délky. E. Weidner predpoklada, Ze variabilita délky je ddna usporadanim
proteind do PT po germinaci, a Ze prodlouZeni se uskuteénuje prepravou proteind PT (PTP) skrze vldkno
a postupnym ,pfirGstanim” na vrcholu PT (Obr. 8)°1. Druhd teorie vysvétluje narlst délky vldkna
konformacéni zménou PTP1-2. PTP1-2 jsou pfed germinaci drZeny v kondensované formé pomoci
silnych iontovych interakci s PTP3. Tokem iont( jsou tyto interakce kompetovany a indukuje se zména

PTP1-PTP2 polymeru do jeho ,,prodlouzené” formy®>2.

Zadni vakuola je vdzand na PM a je vyvinuta z Golgiho aparatu“®. Pfed germinaci PT se vakuola
spolecné s polaroplastem zvétsi a po vystreleni zabird témér cely obsah spory, od kterého je oddélena

vlastni membranou®.

3.4 Invaze
Invaze se da rozdélit na nékolik krok(: aktivaci spory, zvyseni vnitfniho osmotického tlaku,

vystfeleni PT a pfepravu sporoplazmy skrze PT8. Vystieleni pélového vldkna je indukovano chemickymi
a fyzikalnimi stimuly v prostredi. Samotné vystreleni vldkna je zplsobeno zménou osmotického tlaku
uvnitt spory a nabobtnanim zadni vakuoly. U rodu Nosema pfispiva k nabobtnani enzymaticka aktivita
disacharid trehaldzy, ktera za pritomnosti iontd (Na*, ClI" a K*) stépi disacharidy, rozpinani se obsah
spory a zvySuje osmoticky tlak®®. Zvy3enim osmotického tlaku zaéne nabirat zadni vakuola vodu, &imZ
se zvysi i tlak hydrostaticky, ktery zplsobi poruseni spory v jeji zGZené Casti (Cepicka kotviciho disku) a

ndasledné vypuzeni PT vzniklou rupturou*®49:>3,

3.4.1 Aktivace spory
Vnéjsi faktory pusobici jako stimul pro germinaci spor se v rdmci mikrosporidii znac¢né lisi. Mezi

znamé faktory patfi vyvijeni mechanického tlaku na sporu, rehydratace, hydratace, peroxid vodiku,
zvy3eni &i sniZzeni pH nebo obsahu iontd®*. Jednim z faktor( pro aktivaci vystieleni je obsah vapniku vné
PV (rod Encephalitozoon). Uvnitt PV jsou hladiny vapniku nizké a stejné tak i ve zdravé bunce hostitele.
Pfi infekci muUZe ztracet plazmalema hostitelské bunky integritu, zvySuje se tim koncentrace
cytozolického Ca%, dochdzi k aktivaci spor v PV a napadeni pFilehlych bunék. U rodu Encephalitozoon
je viak takova aktivace a naslednd germinace v PV neobvykla®. Pfi Gniku z buriky se dostavaji spory
také do prostiedi s vysokym Ca?, &imZ zapoéne kli¢eni. Dal$imi faktory jsou vnitrobunééné hodnoty

Na* a K*, jejichZ hladina pro stimulaci kli¢eni se mezidruhové i3>,

3.4.2 Vystreleni pdlového vldkna a PTP
Pélové vldkno je slozeno z proteint pdlového viakna (PTP), mezi nimiz jsou nejhojnéjsi proteiny

PTP1-5. PTP se nachdzeji po celé délce vldkna, kromé PTP4, které se vyskytuje na apikalni ¢asti PT. PTP
proteiny jsou modifikovany O-manosylaci, jenz pfispiva ke stabilité, chrani PT a ma roli v adhezi®®. PTP

jsou propojeny protein-proteinovymi vazbami zprostfedkovanymi disulfidickymi mastky*&4957,
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Interakce mezi PTP1-PTP3 byly prokdzany experimentdlné pomoci kvasinkového
dvouhybridniho systému a koimunoprecipitace®®. Silné interakce se nachazi hlavné mezi PTP1 a PTP2,
které jsou hlavnimi stavebnimi proteiny PT (rod Encephalitozoon)**>®. Narozdil od PTP1 a PTP2, PTP3
neobsahuje cysteinové zbytky umoznujici vznik disulfidické vazby a spolu s dalSimi PTP se jako
prekurzor objevuje aZz ve fazi sporoblastu. PTP3 vSak obsahuje mnoho nabitych aminokyselinovych

zbytk(, co? vede k predpokladu, e PTP3 interaguje s PTP1 a PTP2 skrze iontové vazby (viz 3.3)*2.

Germinace je rychly proces trvajici 2 sekundy. Po vzniku potfebného tlaku se objevi ruptura na
Cepicce a podlovy limec se po vystieleni PT pretodi, coZz podporuje teorii o pfevraceni PT naruby pfi

germinaci (Obr. 8)%.

Obr. 8: Schéma modelu
usporadani PTP v pélovém vldkné
dle E. Weidnera. A - Usporadani
PTP v nevystreleném PT.

B - Caste¢né usporadané PTP do
vlakna. Velikost PTP je v tomto
modelu znacné zvétSena pro lepsi
nazornost. Upraveno dle’.,

3.4.3 Prunik do hostitelské buriky
Pranik obsahu spory probiha skrze prazdné PT, které je velice flexibilni a v misté prlchodu

sporoplazmy zvétduje primér az na 400 nm>®’. Polaroplast tvofi obal, novou plazmatickou membrénu,
pro vznikajici sporoplazmu po zanechani plvodni PM ve spofe (Obr. 9)>,

Pranik parazita pres cytoplazmatickou membranu hostitele nebyl zatim dobfe prozkouman,
byly vSak popsany riizné zplsoby. Prvnim z nich je penetrace skrze plazmalemu silnym vymrsténim PT
a injikace sporoplazmy.*” Dal$im zpUsobem je indukce fagocytézy. Pomoci elektronové mikroskopie
byla pozorovéana interakce SWP s povrchem hostitelské burky, ktera indukuje fagocytézu (zaloZzenou
na aktinu) spory hostitelskou burikou. Parazit ndsledné vystteli PT a tak unikne z fagozomu®!. Nedavna
studie prokazala interakci PTP1 a PTP4 (PTP4 na apikalni c¢asti PT) s povrchem hostitelské bunky,
presnéji PTP4 s transferrinovym receptorem (TfR1) a manozylované PTP1 s mandzu vazajicimi
proteiny. PTP1 svou interakci adhervalo PT k hostitelskému povrchu a PTP4 po navazani na TfR1

propagovalo signalizaci vedouci k endocytdze sporoplazmy®.
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Obr. 9: Schéma presunu sporoplazmy (SP) do hostitelské buriky (HB). PT - pdlové
vldkno, PTP - proteiny pdlového vldkna, Pl - polaroplast, Nu - jadro, PV - zadni vakuola,
Pm - plazmatickd membrdana, Ex - exospora, En - endospora. Upraveno dle®,
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4. Rozella

Rod Rozella patii mezi Cryptomycota®® (Rozellomycota®) a je sesterskou skupinou kmene
Microsporidia. Jednd se o obligdtniho endoparazita mnoha skupin hub (Blastocladiomycota,
Oomycota, Chytridiomycota) a zelenych fas s rozmanitym vyskytem (sladka/sland voda, puda i
extrémni podminky, napF. sucha nebo extrémy teplot)®. Stejné jako mikrosporidie, Rozella vyuziva
k dosazeni hostitelské bunky invazni trubice. Kromé invazniho aparatu je odliSuje od ostatnich

parazitickych skupin hlavné jejich intraceluldrni faze, kterd postrada buné&nou sténu®.

Rozella je sekunddrni konzument, ktery ovliviiuje populace fytoplanktonu v mofskych a
sladkovodnich ekosystémech. Je parazitem primarnich konzumentd, ktefi parazituji na producentech
(napf. Cyanobacteria, Chlorophyta, Euglenophyta). Rozella svou parazitickou cinnosti ovliviiuje
kolobéh uhliku tim, Ze nepfimo sniZuje mnoZstvi rozklddané organické hmoty napadanim primdrnich
konzumentu, ktefi ji vytvareji a zvySuje mnoiZstvi producentll. Aktivita parazita ma tedy dopad na

produkeci sklenikovych plynti (CO,) ve vodnich ekosystémech®.

4.1 Zivotni cyklus
Rozella je biotroficky organismus, jehoZ celd stélka vyrlstd uvnitf sporangii nebo stélky

hostitele. Parazit manipuluje svého hostitele k roz€lenéni stélky indukci tvorby prepazek a k tvorbé
papil slouzici k vypusténi pohyblivych stadii®2. Zivotni cyklus parazita je velice jednoduchy v porovnani
s jeho hostiteli (napf. rod Allomyces). Cyklus je zahdajen, kdyZ plovouci zoospora chemotakticky naléza
hostitele. Nasleduje vazba na hostitele, encystace a invaze. Poté zapocne troficka faze, kdy obsah
parazita (protoplast/plazmddium) roste za fagocytdzy cytoplazmy hostitele®*%, Po této fazi se déli
jadro a vznikd sporangium, které je v hostiteli oddéleno prepazkou od dalSich sporangii. Mnohojaderné
sporangium prochazi redukénim délenim, ¢imZ vznikaji zoospory, které jsou nasledné dynamicky

vypustény skrze papily vytvofené hostitelskou burikou®.

Ktomuto vypusténi je vsSak potrfebny turgor, ktery parazit vytvari tim, Ze cely obsah
hostitelského segmentu je vyplnén sporangiem. Zbyde jen sténa hostitele, ktera slouZzila jako ochrana
protoplastu. Parazit ddle zneuZiva hostitelskou buriku tim, Ze vyvoldva u hostitele tvorbu jiz zminéné
prepazky a papily®. Ve vétsiné pfipad( nasleduje napadéni dal3ich stélek/sporangii, aviak nékteré
druhy (R. allomycis) jsou schopny za nepfiznivych podminek tvorit odolné klidové spory, které se

vyznaduji chitinovou/celulézovou rigidni vnitini sténou a nechitindzni ostnatou vné&;jsi®.

Polysporangium (R. allomycis) se tvofi pouze pti vyvoji klidovych spor, které se v hostiteli vyviji
asynchronné, coz miizZe vést k vypusténi spor bez vyvinutych stén. Narozdil od jednotlivych sporangii,

polysporangium zanechava cast hostitelské cytoplazmy a infikovana stélka vykazuje vétsi hypertrofii.
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Cést houby, kde se vyviji klidové spory, nem(iZze obsahovat i stadia zoospory a naopak. Je to zplisobeno

kompetici o hostitelské mitochondrie, které jsou nutné pro vyvoj spor a sporangialniho plazmédia®.

4.2 Stavba zoospory
Zoospora je pohyblivé invazni stddium s jednim biéikem schopné invadovat hostitele.

Zoospory jsou tvaru protahlého ovalu o velikosti 3,5 x 2 um. Na anterioru zoospory se nachazi nukleus
tvaru helmy a hned za nim velkd mitochondrie. Mitochondrie je v kontaktu s bi¢ikem Usticim na
posterioru skrze fibrilarni organelu rhizoplast, ktera vychazi z bazdlniho téliska umisténého na ventralni
strané buriky. Bazalni télisko je obklopeno Golgiho apardtem s ,,gamma-like” vakuolami. V cytoplazmé
se dale nachazi ribozomy, lipidové globule v klastrech o max. sedmi vaccich asociovanych
s mikrotéliskem (jednomembranova organela specializovand na zpracovani tukd), zadni vezikuly a

mikrotubuly organizované bazalnim téliskem (Obr. 10)%’.

Obr. 10: Schéma stavby zoospory. NB -
vybouleni jadra kolem, kterého se nejvice
soustreduji nuklearni péry. NL - jaderny lalok
s vysokou proliferaci membrany (mozny
artefakt), NMF - zahyb jaderné membrdny,

N - jadro, M - mitochondrie. BM -, backing”
membrana, jejiz funkce neni zndma, je
asociovana (spolecné i s mikrotéliskem (B))

s lipidovymi granulemi. R - rhizoplast,

C - centriola tvofici bazalni télisko
(K=kinetozom), C, - druha centriola,

m - satelitni mitochondrie, G - ,,gamma-like”
vakuola, MT - mikrotubuly, GA - Golgiho
aparat. MF - mikrofilamenta zpevnuijici dutinu
biciku. P - opora bazalniho téliska, ktera jej
upeviuje v plazmalemé.

PKT - perikinetozomalni tubuly chranici bazalni
télisko. V - zadni vezikuly. Pfevzato z%.

20



4.3 Invazni aparat cysty
Germinacni trubice (Obr. 11) je adaptaci na paraziticky Zivot a objevuje se aZ pfi encystaci

zoospory pfi prisednuti na hostitelsky organismus. Vznika na proximalnim konci tenkosténné cysty jako
ztlustéla sténa, pod kterou se hromadi vezikuly s granularnim obsahem. Jejich funkce neni zndma, ale
predpoklada se, ze slouzi bud' k lepsi adhezi trubice, nebo k naruseni stény hostitele sekretovanymi
enzymy®. PFesny mechanismus formace trubice a jeji interakce s povrchem hostitele neni podrobnéji

prozkouman.

Zadni vakuola se tvofi na distalnim konci cysty a vznika sloucenim vakuol s ,gamma-like”
granuly a malymi vezikuly (,gamma-like” granula pravdépodobné hraji velkou roli i v utvareni stény

cysty). Zadni vakuola ma dleZitou roli v pasirovani protoplastu skrze invazni trubici®.

Obr. 11: A - Detail invazni trubice R. allomycis. w - sténa hyfy houby rodu Allomyces.
B - Snimek invadujici cysty. GT - germinacni trubice, N - jddro, M - mitochondrie, C -
centriola, DV - zadni vakuola. Upraveno dle®.
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4.4 Invaze cystou
Zpusob invaze rodu Rozella se podoba mikrosporidiim, nicméné, je znacné zjednoduseny nebo

spise méné prozkoumany (Obr. 12). Invaze zacdind po ustani pohybu zoospory a navadzanim na
hostitelské receptory (reverzibilni dé&j)®®%°. Dalsim krokem je encystace spory. Télo se zkracuje a
ventralni strana (smér k povrchu hostitele) vykazuje améboidni pohyb. Bicik se obtoci kolem téla, je
pohlcen spolecné s jeho flageldrni dutinou a vytvafi se cysta. Do deseti minut od pfichyceni se
podlouhlé télo cysty méni v zakulacené a do jedné hodiny se vytvati zadni vakuola. Protoplast je
pasirovan prostfednictvim vzniklé germinacni trubice (ireverzibilni spoj) za pomoci sily vyvinuté
dynamickym nabobtnanim zadni vakuoly. Na povrchu parazita zlistava jen obal cysty a v hostitelském
sporangiu/stélce prechazi améboidni kulata stélka krytd plazmalemou do rlstové faze. Celkovy Cas

priniku se pohybuje kolem 30-60 minut od pfichyceni®.

Obr. 12: Schéma invaze
i zoospory do hostitele.

[ , Zaoblené vertikalni cary
znazornuji povrch hostitele.
| 1- navazani na receptory

| L} hostitele, 2-4 - encystace
1 I| 3 3 4 5 sporYV;IZ - zkra;lcem' téla,

| 3 - bicik obtoci sporu,

! 4 - absence biciku.
5 - zakulacené télo,
6- tvorba zadni vakuoly,

7 - pasirovani protoplastu,
8 - prdazdna cysta.
Upraveno dle®,

& 7 8
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5. Ichthyobodo necator
Rod Ichthyobodo je zastupce tfidy Kinetoplastida, ktery napada povrchové burnky ryb a

zpUsobuje ichtyoboddzu. Zastupce Ichthybodo necator je ektoparazitem ficnich ryb a jednim z hlavnich

protozodrnich $kddcl lososovitych’®, a proto pfedstavuje vyznamnou ekologickou hrozbu.

Schopnost adaptace na odliSné pH a teplotu umoziiuje moznost vyskytu po celém svété. Rod
Ichthyobodo je schopen prezit i prechod do brakickych ¢i slanych vod a proliferovat, avsak s prechodem
pfichazi i zména ve velikosti a ultrastrukture pfichytnych diskl. Pozorovani infekce sladkovodnich ryb
morskymi bicikovci (a naopak) potvrdilo, Ze kvali zménam ve strukturfe disku jiz nejsou schopni
infikovat ryby z rozdilnych vod. Ve slanych vodach preferuje rod Ichthyobodo uchyceni na Zabrach,
v sladkych spiSe na pokoice’. Nejvétsi umrtnost je mezi larvami ryb, dospélci vykazuji mirnou
mortalitu’’. Od podobnych prvok(l (napf. Octomitus salmoni) se spolehlivé rozeznd svym

neuniformnim zmateénym pohybem??,

Projevy ichtyoboddzy neboli kostidzy jsou nejvyraznéjsi ve ctvrtém tydnu od ndkazy, kdy
dochazi k nejvyssi mortalité ryb. Bicikovec svou aktivitou nici hostitelské burnky. Tyto burky
(Malphigiho bunky) mohou vykazovat hyperplazii, vakuolizaci, hemoragii i pérovitost. TéZce zasazené
ryby pak trpi erozi klize, kdy se jim odlupuje epidermis od bazalni vrstvy. Po nekréze pokozky nejsou

ryby schopny spravné osmoregulace, coZ ma efekt na Zivotaschopnost ryb”s.

5.1Stavba I. necator
I. necator je jednojaderny prvok kulatého tvaru, jenz ma 2 biciky (dorzalni, ventralni) vyuzivané
k pohybu. Po pfichyceni na hostitele nabyvad hruskovitého tvaru a je dorso-ventralné zplostély’72,
Velikost bic¢ikovce ¢ini 0,01-0,02 mm. Télo parazita je vyztuZeno axostylem, coz je tubuldrni Utvar, ktery

koresponduje s mikrotubuly asociujici s cytostomalni trubici’.

V cytoplazmé se nachazi jeden centralni nukleus, granuldrni kinetoplast, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum, kinetoplast, potravni a kontraktilni vakuola’®. Kontraktilni vakuola slouZi
k vypuzeni vody a u morskych Ichthyobodo se nenachazi, coz je pravdépodobné nasledkem

pFizpdsobeni se rozdilnym osmotickym tlakim?®. Stavba /. necator je zndzornéna na Obr. 13.

Bidiky jsou umisténé v periflageldrni kapse, kterd zasahuje do puli téla a nejsou stejné délky’>74,

Biciky jsou mikrotubularni a klasicky organizované v axonemu s motivem ,9x2+2“. Bicik je zpevnén
paraxialni tyci, ktera je mohutnéjsi v dorzalnim biciku. Pohybovy aparat je upevnén bazalnim téliskem

slozenym z ,,9x3“ mikrotubul (4.
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Kinetoplast u rodu Ichthyobodo se nachazi v prodlouzené mitochondrii a je na rozdil od
ostatnich kinetoplastid distribuovan do nékolika vackl po celé burce. Tvar vacku je ovalny nebo
elipsovity. Kinetoplast obsahuje tzv. maxi—a minikrouzky. Maxi krouzky obsahuji mitochondridlni DNA,
ktera vsak kdduje nesmysiné transkripty. Pro Upravu necitelné RNA slouZi minikrouzky, které koduji

tzv. guide-RNA Ucastnici se procesu zvaného RNA-editing”.

Obr. 13: Stavba /. necator ve fazi
pred délenim. af, pf - zdvojené
biciky jsou zde oznacené jako
anteriorni a posteriorni, ks -
kinetozom neboli bazalni télisko,

n -jadro, vg - ventralni
(periflagelarni) ryha, cv - kontraktilni
vakuola, ib - inkluzni téliska
(granula). Upraveno dle”’.

5.2 Zivotni cyklus a invaze
Rod Ichthyobodo je obligatni ektoporazit®?, jeho volnd forma mé malou Zivotnost’*’2, Po

pfichyceni na hostitele se béhem par sekund preméni na pfisedlé stddium bez bicika (trofozoit),

h7274 Prvotni popisy invaze v50. letech

napada hostitele a cytostomem saje bunécny obsa
predpokladaly, Ze parazit prorazi membranu hostitelské bunky. Pozdéjsi pozorovani vsak ukazala, ze
sani predchazi formace pfichytného disku kolem cytostomu a ten postupné penetruje bunku
epidermis’®. Po dokonéeni sani se bi¢ikovec odpoji od hostitele a pokracuje diferenciaci do stadia ,pfed
délenim”. Stadium pred podélnym délenim je charakteristické zvétSenim burfky a zdvojndsobenim

poctu bicikd. I. necator je schopen se délit i v sedimentu na mrtvém hostiteli a netvofi cysty’>74,

5.3 Invazni aparat
Invazni aparat je soucasti cytostomalniho komplexu (rostrum) jako trubicovita struktura, ktera

sahd az k posterioru bunky (Obr. 14). Kolem cytostomu (invazni aparat) je pelikula, ktera formuje
pFichytny disk. Tento komplex je pozorovatelny pouze u sajiciho parazita’®. Rostrum vypada jako nos a
jeho vyénélek obsahuje konec axostylu, ktery napomaha extenzi cytostomu do hostitelské buriky”*.

Ptichytny disk je zvrasnény zejména u finich forem a u mofskych je hladky’*7®,
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Obr. 14: Snimky z elektronové
mikroskopie. 1 - Trofozoit
pfichyceny k HB. F - prirez
biciky, N - jadro. 1A - Detail
vysunutého cytostomu (Ct),
AP - pfichytny disk. Upraveno
dle’. 2 - Pfichytny disk Fi¢niho
Ichthyobodo, kde Ize
pozorovat zvrasnéni (Sipka).
Upraveno dle’.




6. Zavéer
Prace si kladla za cil prozkoumat invazi vybranych prvok(, u kterych se vyvinuly hostitelsky

specifické invazni aparaty. Na zakladé odborné literatury byl shrnut zplsob invaze a stavba invazniho

aparatu u rodu Plasmodium, kmene Microsporidia, rodu Rozella a Ichthyobodo.

Vv

Kvali celosvétovému dopadu nemoci se jedna o jednoho z nejprozkoumanéjsich parazitl. Prace byla
zamérena predevSim na invazni aparat, tzv. apikalni komplex, v erytrocytarnim stadiu merozoitu.
Apikalni komplex je systém sekrecnich organel a cytoskeletarnich struktur uréenych k invazi a pohybu.
Invaze zahrnuje nékolik krok(, mezi néz patfi dosazeni hostitele pomoci klouzavého pohybu zvaného
gliding a interakce s povrchem hostitelské buriky. Nejprozkoumanéjsi interakci je vznik pohyblivého
tésného spoje (MJ) zprostiedkovany AMA1 a RON komplexem, které jsou sekretovany z organel
apikalniho komplexu. Objevem pohyblivého spoje byl vyvracen predpoklad, Zze merozoit se apikdlnim
komplexem ,zavrtdva” do erytrocytu. Neprobiha tedy penetrace, ale postupna internalizace parazita
do erytrocytu. S timto poznatkem bylo zménéno i cileni 1é¢by z méné Gcinného zastaveni glidingu na
rozruseni komponentd MJ. Vyzkum zaméreny na komponenty MJ by mohl vést k inovaci 1éCiv, jeZ by

zvratila boj se zvysujici se rezistenci parazita na dostupné Iéky.

Kmen Microsporidia patfi mezi méné zkoumanou skupinu organismd, ackoliv dopad
onemocnéni na zdravi populace a ekonomiku neni zanedbatelny. Cely obsah spory mikrosporidii je
vysoce adaptovan na paraziticky zplsob Zivota. Soucdsti invazniho aparatu je mimo jiné pélové vldkno,
které je vystfeleno ze spory vysokou rychlosti a infekéni sporoplazma je pfenesena do hostitele. P6lové
vldkno je sloZzeno ze tfi hlavnich proteinovych komponent, PTP1, 2 a 3. Jak se tvofi invazni aparat nebo
jak jsou PTP usporadany v ramci pélového vldkna je dosud prozkoumano velmi malo. Pochopeni stavby

vldkna a mechanismu invaze obecné by mohlo vést k vyuZiti pdlového vlakna v nanotechnologiich.

Rozella je parazitem mnoha rod(l hub a ve vodnich ekosystémech pomaha udrZovat nizkou
produkci sklenikovych plynd. Jednoduchy Zivotni cyklus obsahuje pohyblivou fazi zoospory, ktera se po
prichyceni na receptory hostitele encystuje. Cysta pak tvori germinacni trubici jako most mezi cystou
a hostitelskou stélkou. Obsah je dale nabobtnanim zadni vakuoly pasirovan skrze trubici. Rozella je
sesterskou skupinou mikrosporidii, s nimiz sdili i obdobny zplsob invaze. Invazivni aparat se ovsem
v mnohém lisi. Prvnim odliSnym znakem je doba tvorby invazniho apardtu. U rodu Rozella je jeho
tvorba indukovéna, aZ po prisednuti a nasledné encystaci na hostiteli, ovSem u mikrosporidii trubice
vznika jiz pfi tvorbé spory. Dalsim znakem je dynamika invazniho aparatu. U rodu Rozella nedochazi
k ndhlému vystfeleni invazniho aparatu jako u jeji sesterské skupiny, ale k postupné formaci

germinacni trubice. S tim souvisi i funkce zadni vakuoly, ktera je narozdil od mikrosporidii vztazena
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pouze na vytlaceni obsahu buriky do hostitele a nepodili se na dynamické extruzi vlakna/trubice.
Studium mechanism( invaze rodu Rozella by mohlo pfibliZit invazni pochody sesterské skupiny kmene

Microsporidia.

Vodni parazit rodu Ichthyobodo je velice rozsiteny sklidce ryb schopny rychlé adaptace na
zménu podminek. Vyvoldva kozni onemocnéni a ma velky dopad na populace ryb (napt. platys, losos)
ve sladkych i slanych vodach, skodu vsak pUsobi i chovatellm akvarijnich ryb. Trofozoit pfiseda na
povrch hostitele za pomoci pfichytného disku a napada kdzi vysunovatelnym cytostomem, kterym
nasava cytoplazmu bunék. Bicikovec se dostdvd pod povrch hostitelskych bunék postupnym
mechanickym rozrusovanim, ¢imz se znacné lisi od zpUsobu invaze napf. plasmodia. Tomuto bicikovci
je vénovano velice malo studii a struktura a interakce s povrchem hostitele neni témér prozkoumana.
Nejvice studii probéhlo ve Francii a Némecku v minulém stoleti. Od té doby vsak zdjem o tohoto
bi¢ikovce opadl. Zdokonaleni znalosti invazniho apardtu a prichytného disku by se mohla vyvinout
|éCba, ktera se vyvaruje pouZiti chemickych latek, které jsou toxické pro napadené ryby (napf. pouZiti

formalinu™).
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7. Seznam zkratek

ADF Aktinovy depolymerizacni faktor

AMA1 Apikalni membranovy antigen

CDPK Kalcium-dependentni protein kinazy
CyPRA Cysteine-rich protective antigen

EnP Protein endospory

GAP Glideosom asociovany protein

GAPMs Glideosome-associated protein with multiple-membrane spans
IMC Vnitfni membranovy komplex

IMP Vnitromembranové &astice

MAP Proteiny asociované s mikrotubuly

MIP Mikronemdlni protein

(1] Pohyblivy tésny spoj

MSP Merozoitni povrchovy protein

MyoA Myozin A

MyoH Myozin H

PM Plazmatickd membrana

PT Pélové vlakno

PTP Protein pélového vldkna

PV Parazitoformni vakuola

RESA Povrchovy antigen prstynkem nakaZeného erytrocytu
Rh Retikulocyt vazajici proteinovy homolog
RhopH Vysokomolekuldrni komplex z roptrii
RIPR Rh5-interagujici proteiny

ROM4 Rhomboid-like malarial proteaza 4

RON Rhoptry neck protein

ROP Protein roptrii

SUB2 Subtilisinu podobna serin protedza 2
SWP Protein stény spory
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