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Abstrakt

Predmétem této prace jsou procesy sekrece vybranych proteini u nékolika
vyznamnych paraziti ¢lovéka - Toxoplasma gongii, Plasmodium falciparum, Trypanosoma
cruzi, Leishmania spp. a Giardia intestinalis. Uvedeny jsou zde proteiny, jak parazitarni,
tak i hostitelské a to piedevsim v souvislosti s hlavnimi infekénimi procesy a ve spojitosti se
sekre¢ni drahou. Sekrece proteinti do prostfedi hostitele patii zejména pro intracelularni
parazity mezi klicové nastroje pro preziti a manipulaci s hostitelskym organismem.
Z uvedenych informaci vyplyva, Ze rlizni parazit¢ k tomu vyuzivaji funkéné i evolucné

odli$né strategie.
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Abstract

The main topic of this thesis are the protein secretion processes in several important
human parasites — Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi,
Leishmania spp. and Giardia intestinalis. Described here are the parasite’s and the host
proteins which participate in the pathogenic processes involving the protein secretion.
As shown here, the protein secretion into the host environment is one of key tools serving the
parasite to survive within and manipulate the host organism. Interestingly, different parasitic

organisms use functionally and evolutionary distinct strategies to fulfill this aim.
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1 Uvod

Kazdy organismus ke svému zivotu pottebuje fadu proteinti. VétSina z nich prochazi
tzv. sekre¢ni drahou, poc¢inaje syntézou proteinu na volném ribozomu. Proteiny cilené do této
drahy obsahuji na svém N-konci signalni sekvenci, ktera je rozpoznana SRP (Signal
recognition particle) partikuli. Ta sméruje protein na receptor pro SRP obsazeny na membrané
endoplasmatického retikula, ktery protein pfeda na translokon. Jedna se o ribonukleotidovy
komplex umistény v membran¢ endoplasmatického retikula. Hlavni funkce translokonu je
procesovani proteini do lumen i do membrany této organely. Vse je fizeno signalnimi ¢i
piipadné kotevnimi sekvencemi. V lumen endoplasmatického retikula je signalni sekvence
odstépena tzv. signalni peptidazou. Proteiny v endoplasmatickém retikulu podstupuji fadu
modifikaci, které jsou nezbytné pro vstup do dalsi slozky sekre¢ni drahy — Golgiho aparatu.
Jedna se predevSim o vznik disulfidickych miustkl, specifickd proteolyticka Stépeni,
ptipojovani karbohydrat nebo také spravné sbaleni proteinit do sekundarnich struktur. Pokud
jsou proteiny ve spravném uspoiadani, jsou transportovany do Golgiho aparatu, kde jsou
predev§im glykosylovany. Z nejvzdalenégjsi ¢asti Golgiho komplexu tzv. trans Golgi, jsou
proteiny sekretovany na sva mista urceni. Veskeré ptenosy, jak mezi organelami, tak i k mistu
uréeni, jsou zprostiedkovany vezikuldrnim transportem. Tuto cestu postupuji proteiny, které
jsou bud’ uvolnény mimo buriku, nebo umistény na povrchu organismu, v jeho plasmatické
membrang ¢i v lysozomu.

Parazitické organismy vyuzivaji sekrece proteinli nejen k maskovani pied imunitnim
systémem hostitele ale i k ziskavani zivin a manipulaci s metabolismem hostitele. Pfedev§im
u intracelularnich parazitl lze pozorovat unikatni mechanismy proteinové sekrece, které jsou
vyuzivany K infekci, pfezivani a vyuziti hostitelovych biomolekul.

Predmétem této prace je shrnuti a porovnani zékladnich poznatkll tykajicich
se vyznacnych infek¢nich procesit vyuzivajici rizné aspekty transportu proteint. Cilem této
prace neni predlozit vycerpavajici informaci o biologii jednotlivych parazitt, ale spise shrnout
V posledni kapitole je c¢ast vénovana RNA interferenci u Giardia intestinalis, jako
mechanismu regulace exprese povrchovych molekul parazita. Toto téma bude predmétem mé

diplomové préce.



2 Seznam pouzitych zkratek

CS
ER
GA
GPI
LPG
NLS
PPG
PTEX
PV
PVM
RARP
SP
SRP
TP

VSP

cirkumsporozoit protein
endoplasmatické retikulum
Golgiho aparat
glykofosfatidylinositol
lipofosfoglykany

nuclear localization signal
proteofosfoglykany

Plasmodium translocon of exported proteins
parazitoforni vakuola

membrana parazitoforni vakuoly
DNA dependentni RNA plymeraza
signalni peptid(sekvence)

signal recognition particule
transitni peptid (sekvence)

variant-specific surface protein



3 Apicomplexa

Kmen Apicomplexa se fadi mezi jednobunécéna eukaryota, neboli protista, a spolu
s dalsimi kmeny - pfikladem Ciliophora (nalevnici), Dinozoa (obrnénky), spada do skupiny
Chromalveolata (Adl et al., 2007). Tato skupina obsahuje pfevazné obligatné parazitické
druhy, které zpusobuji fadu onemocnéni u ¢lovéka i zvifat. Z lidskych parazitoz je to
predevsim malarie (ptivodce Plasmodium falciparum) a toxoplasméza (ptuvodce Toxoplasma
gondii). Oba tito zastupci, stejné¢ jako vétSina ze skupiny Apicomplexa, jsou vnitrobunécni
parazité a K tomuto zplsobu Zivota vyrazné piizpusobili svou bunéénou strukturu. Kromé
bézné se vyskytujicich bunéénych organel jako je jadro, endoplasmatické retikulum a Golgiho
aparat, se u zastupcut této skupiny vyvinuli specializované organely, které jsou bud’ adaptaci
na paraziticky zptsob Zzivota uvnitf buiky, nebo evolu¢nim pozistatkem endosymbiozy.
Nejznamé;jsi z téchto adaptaci je v pfedni ¢asti téla dimyslnéd organela umoziujici pronikani
do hostitelskych bunék — apikalni komplex, jehoz soucasti jsou i lysozomim podobné rhoptrie
¢i zasobni denzni granula. Typicka je pro Apicomplexa i ptitomnost sekundarniho plastidu,
tzv. apikoplastu,. Tato skupina vSak upIné postrada peroxisomy, které jsou pro vétSinu
ostatnich eukaryot zcela esencialni (Schluter et al., 2006).

Tato kapitola je zaméfena pfedev§im na funkci a vyznam apikoplastu a transport
proteind. Je omezena na dva nejvice zkoumané zastupce, Plasmodium falciparum a

Toxoplasma gondii, u kterych doslo k velkému rozvoji metod reverzni genetiky.



3.1 Apikoplast

Jednd se o sekundarni plastid, ktery vznikl opakovanou endosymbidzou. Tedy
pohlcenim a udrzenim eukaryotického organismu, ktery jiz obsahoval primarni plastid ptimo
odvozeny z cyanobakterie. Apikoplast je proto obalen ¢tyfmi membranami. Nejvzdalenéjsi
membrana je analogem fagosomdalni membrany hostitelské bunky, druhd nejvzdalenéjsi je
pivodem zpohlcené fasy. Dvé vnitini membrany odpovidaji piivodem membrandm
chloroplastu, vznikly tedy z primarn¢ pohlcené cyanobakterie (Wilson et al., 1996; Mullin et
al., 2006).

Ptes obecnou shodu v poctu membran i symbiotickém ptivodu apikoplastu ziistavaji
spory ohledn& fylogenetického zafazeni sekundarné pohlceného organismu. Rada védch
ptipisuje ptivod zelené fase. Piikladem muze poslouzit studie o lateralnim genovém transferu
genu pro cytochromoxidazu mapujici piivod apikoplastu do ttidy fas Chlorophyceae (Funes et
al., 2002). Avsak objev fotosyntetizujici fasy Chromera velia potvrzuje pivod spiSe
v ¢ervenych fasach. Molekularni fylogenetickd analyza jaderného genomu tohoto organismu
prokazala, ze C. velia je ptibuznéjsi kmenu Apicomplexa nezli fotosyntetizujicim zastupciim
kmene Dinoflagellata (Obornik et al., 2011). C.velia se timto stava vybornym modelem nejen
pro rozlusténi piivodu Apicomplexa, ale také nastrojem pro vyvoj a testovani 1éki zameéfenych
proti parazitickym zastupciim apicomplex.

Cirkularni genom apikoplastu je svou velikosti 35kb Vv porovnani s genomy
fotosyntetickych plastidi velmi maly (Obornik et al., 2009; Wilson et al., 1996). Z gent
apikoplastu byly nalezeny pouze dva, které se neucastni zakladnich procest, jako je
transkripce a translace. Jedna se o ClpC kodujici molekuldrni chaperon a ORF470, jehoz
produkt je zapojen do biogeneze Zelezo-sirnych center (Ellis et al., 2001; Parsons et al., 2007).
Je tedy ziejmé, ze mnoho gend bylo V prubéhu evoluce piesunuto do jadra (Martin and
Herrmann, 1998). Nastava tedy otazka, jak se proteiny kodované v jadfe dostanou az do
apikoplastu, pokud musi na své cesté piekonat ¢tyfi membrany.

Proteiny cilené¢ do apikoplastu obsahuji na N-konci tzv. bipartitni sekvence, které
se skladaji z hydrofobniho signalniho peptidu (SP) pro endoplasmatické retikulum a
transitniho peptidu (TP), ktery slouzi k ptrekroceni vnitini membrany plastidu (Waller et al.,
2000; Waller et al., 1998). Pro smétovani do apikoplastu je na N-konci TP nezbytna
pritomnost kladného naboje, a to bez naroku na specifické poradi aminokyselin (Tonkin et al.,

2006).



SP apikoplastového proteinu je rozeznan jako klasicky signdl pro kotranslacni
transport do ER pies Sec61 komplex. Dva modely popisuji cestu apikoplastovych proteint
ptes ER (obr.1) V prvnim modelu se predpoklada, Ze vSechny proteiny urcené pro sekreci,
at’ uz do apikoplastu ¢i do jinych kompartmentt bunky, pfijdou do styku s PVM. Pouze ty,
které obsahuji TP jsou rozpoznany a importovany do apikoplastu (obr, model A). Druhy
model navrhuje transport do apikoplastu jako bo¢ni vétev v ramci brzkého endosomalniho
systému. Predpoklada tedy, ze TP v proteinu pro apikoplast jsou rozpoznany jiz v rdmci ER a
transportovany ve vaccich ptimo do apikoplastu (model B obr.) (Tonkin et al., 2008).
Vzhledem k tomu, ze z proteinti urCenych k sekreci je az polovina uréena pro apikoplast,
model A se jevi jako pravdépodobnéjsi. Pti uplatnéni modelu B by bylo zapotiebi novych
receptortl pro TP, schopnych rozeznat a sbalit proteiny do vacki. Tento hypoteticky receptor
by musel rozeznat kolem péti set proteint (tolik je jich pfiblizné uréeno do apikoplastu)
vcetné téch, které neobsahuji klasickou bipartitni sekvenci (PfoTPT/TgAPT1) (Karnataki et
al., 2007).
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(Obr.1) Model cileni jadrem kdédovanych proteind uréenych do apikoplastu. Model A pFedpovida
ulozeni parazitoforni membrany apikoplastu v tésné blizkosti ER. Proteiny obsahujici transitni
sekvenci jsou transportovany ve vaccich stejné jako proteiny mimo apikoplast. Na membrané
apikoplastu jsou vychytavany ze sekretonické cesty proteiny obsahujici transitni sekvenci a vstupu;ji
do apikoplastu. Proteiny bez transitni sekvence pokracuji v vackych dale v sekretonické cesté do GA.

Model B vyZaduje odliSeni proteind uréenych do apikoplast od ostatnich jiz v po¢atku sekrecni cesty.

(BFA) brefeldin A blokuje sekreci z ER do GA, ale transport proteind z ER do apikoplastu nema viliv,

(Nu) jadro, (ER) endoplasmaickeé retikulum

V ramci periplastidového prostoru je SP odStépena signalni peptidazou, ¢imz dojde
k odhaleni transitni sekvence. Ta je zodpovédna za nasledny transport az do lumen
apikoplastu. Bylo navrzeno nckolik modelli translokace proteinli pies periplastidovou
membranu. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi model, ktery pfipousti zachovani plivodniho
ERAD (Endoplasmatic Reticulum Associated Protein degradation) drahy z pohlcené fasy.
Kvasinky a vys$si eukaryota vyuzivaji tento systém pro transport Spatné sbalenych proteini
z ER do cytosolu, kde jsou degradovany v proteasomu. Pro transport je pravdépodobné
vyuzivan kanal Sec6l. Nezbytnd je také ubiquitinace proteinu ur¢eného pro degradaci.
To zajistuje komplex Cdc48p-Npldp-Ufdlp, jedna se o tzv. ubiquitin vazajici proteiny.
V sekundarnim plastidu byl tento systém pravdépodobné modifikovan a je vyuzivan
k opaénému sméru ptenosu, tedy smérem do apikoplastu (Sommer et al., 2007). Skute¢né
v genomu nukleomorfu (pozistatek jadra pohlcené fasy, umistén v periplastidovém prostoru)
skryténky Guillardia theta, byly identifikovany geny pro komponenty drahy ERAD drahy.
Konkrétné se jedna o Derlp (Degradation in the ER protein 1), RING-finger ubiquitin ligazu
Hrd1, zkraceny Udf1 a kofaktor CDC48 (Sommer et al., 2007). Tyto proteiny také obsahuji
signal, ktery je sméruje do periplastidového prostoru apikoplastu, kde protein ziejmé DER1
tvofi vlastni kanal (Ye et al., 2004). pro pfesun proteint. V genomu apikomplex byly

objeveny geny pro Udf1,CDC48 a pro protein podobny Derl.

Diky evolu¢nimu ptvodu apikoplastu, se pfedpokladd, Ze ob€ vnitini membrany
organely obsahuji obdobu plastidového transportu proteinti. Tedy, homolog Toc kanalu na
vnéj$i Tic kanalu ve vnitini membrané. Sekvence genomu P. falciparum nepiinesla zadné
vysledky svéd¢ici o ptitomnost Toc homologu (McFadden and van Dooren, 2004) a prozatim
ani u dalSich zastupct kmene nebyl prokazan. Na druhé strané byla prokazéana pfitomnost

dvou homologu Tic proteint (Kalanon et al., 2009).



Homolog Tic22 u P. falciparum — PfTic22 byl prokazan jako protein asociujici s vnitini
membranou apikoplastu. Na N-konci obsahuje bipartitni sekvenci pro smérovani do
apikoplastu (Kalanon et al., 2009). Transmembranovy protein TgTic20 u T.gondi byl ovéien
jako esencialni pro transport i celkovou zivotaschopnost apikoplastu (van Dooren et al.,
2008).

3.2 Export proteint

Apicomplexa obsahuji klasické sekretonické drahy proteinti pfes ER a GA. Navic vSak
tito parazité maji vyvinuty i dalsi, jedine¢né sekretonické drahy a k tomu i urcené organely,
které jim umoziluji transport proteind na rizna mista uvnitf ¢i vn¢ parazita a také do napadené
hostitelské¢ bunky. Sekrece proteini do hostitelské buiiky byla zatim pozorovana jen
u zastupcu Theileria, Toxoplasma a Plasmodium (Ravindran and Boothroyd, 2008). Kazdy
Z nich si vyvinul jiné sekre¢ni proteiny a mechanismy sekrece jakozto reakci na konkrétni
prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Co je vSak spole¢né vSem témto zastupcim, je piitomnost
tii specializovanych sekrecnich organel. V apikalni ¢asti parazita se jako soucast apikalniho
komplexu nachazeji malé podlouhl¢ mikronémy a kyjovité rhoptrie. Spolu s nimi funkéné
souviseji v bunice rozptylena denzni granula. Pfi interakci parazit-hostitel jako prvni svij
obsah uvoliluji mikronémy. Proteiny v nich obsazené jsou urCeny na povrch parazita, kde
slouzi nejspise k usnadnéni klouzavého pohybu a vzniku tzv. moving junction, neboli tésné
interakci mezi plasmatickou membranou hostitele a povrchovymi slozkami parazita
(Alexander et al., 2005). Spolu s mikronemalnim proteinem AMA1 (apical membrane antigen
1), proteiny zrodiny RON (Rhoptry neck proteins), vytvaieji stabilni komplex
vV membrané parazita iniciujici invazi (Alexander et al., 2005). I pfes jisté rozdily vSechny
tyto mechanismy maji jediny cil, manipulaci s hostitelskou buiikou ku prospéchu parazita.
Existence endosomalniho a lysozomélniho systému nebyla pfimo potvrzena, avSak piitomnost
homologu Rab5 u T.gongi (TgRab5) vedla k objevu brzkého endosomu (Robibaro et al.,
2002).

Intracelularni parazité¢ jsou po priniku do hostitelské bunky zapouzdieny do PV
ohranicené PVM, jejiz komponenty jsou plivodem jak z parazita, tak i hostitelské bunky
(Suss-Toby et al., 1996). Biogeneze PV je u obou zastupcii vyvolana piedevsim parazitem pii
jeho aktivni invazi, ktera je koordinovana vySe zminénymi sekretorickymi organelami.

P. falciparum je v ramci svého Zivotniho cyklu omezeno na vnik do hepatocytt a erytrocytu,



na rozdil od T. gondi, ktera je schopna invadovat prakticky jakoukoli sav¢i bunku. Z tohoto
diivodu se u téchto dvou piibuznych zastupct vyvinuly rozdilné PV. | kdyZz tvodni kroky
tvorby PV jsou u obou zastupcti podobné, zrani vakuol je odlisné z hlediska architektury
a metabolismu a vede ke dvéma odliSnym druhtim parazitarniho mnoZeni — endodyogonie
(T. gondii) versus schizogonie (P. falciparum). U obou zastupct vSak poskytuji nejenom
ochranu pted hostitelskou bunikou, ale také rozhrani pro vyménu materidlu mezi hostitelem a

parazitem.

3.3 Toxoplasma gondii

Klouzavy pohyb parazita je zajistén pomérné slozitym motorovym systémem,
zahrnujicim jak myozinovou tak aktinovu slozku, umisténym mezi plasmatickou membranou
parazita a vnitinim parem membran, do kterych je ukotven dvéma proteiny tzv. gliding-
associated proteins (GAP) (Gaskins et al., 2004).

Vzniku pevného spojeni mezi parazitem a hostitelskou bunkou ptedchazi slabé
mezibunééné interakce zprostfedkované povrchovymi proteiny T. gondii tzv. SAG (GPI-
anchored surface antigens) (Lekutis et al., 2001). Ty jsou Kkotveny Vv membrané
fosfatidylinositolovou kotvou (GPIl-anchor) (Tomavo et al., 1989; Nagel and Boothroyd,
1989). Pevna interakce povrchu T. gondii a plasmatické membrany je zprostiedkovana, jak
bylo zminén vyse, hlavné pomoci dvou proteini — AMAL a RON4. Postupnou invazi se
posouva moving junction od piedni k/ke zadni ¢asti parazita, ktery se postupné uzavira do
vznikajici PV (Alexander et al., 2005). V moving junction byly navic lokalizovany dalsi
proteiny ptuvodem z rhoptrii — RON2 a RON5 s prozatim neuréenou blizsi funkci (Alexander
et al., 2005) a jeden ROP (rhoptry proteins) protein — ROP2 (El et al., 2006). Pti odhaleni tii
transmembranovych domén u ROP2 byla navrzena hypotéza, Ze tento protein je zakotven
pomoci GPI-kotvy na hostitelské strané membrany a zprostiedkovava spojeni umoznujici
snadnéjS$i napojeni nasledujicich procesit invaze. Pro tuto teorii vSak dosud neexistuje
experimentalni podpora a zlstava tak jen ve stadiu spekulaci (Carruthers and Boothroyd,
2007).

Proteomickou analyzou byly ROP proteiny rozdéleny do nékolika rodin. Pfevazna cast
je urcena do PV, ale nékteré obsahuji jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) a jsou tedy
sekretovany ptes PV do jadra infikované hostitelské bunky (Bradley et al., 2004). Proteiny
z rodiny ROP-2 zprostfedkovavaji pfidruzeni hostitelskych organel k PVM, piedevsim ER a



mitochondrii (Sinai and Joiner, 2001). Za hlavni mediator téchto interakci byl prokazan
samotny ROP2, piestoze nékteré studie nasvédCuji zapojeni proteinti z denznich granul
(GRA) Na N-konci (Sinai and Joiner, 2001), ROP2 byla identifikovana 98 aminokyselin
dlouha sekvence podobna TP do mitochondrialni matrix (Beckers et al., 1994). Tato sekvence
obsahuje kladné nabity amfipaticky helix, velky pocet hydroxylovanych a malo zaporné
nabitych aminokyselin (Neupert, 1997). Bylo ovéfeno, ze tato cast proteinu vycniva
do cytoplasmy hostitele, vaze se do membrany mitochondrie a utvaii tak pevné spojeni (Sinali
and Joiner, 2001). ROP2 proteiny jsou pfevladajici antigeny v membrané parazitoforni
vakuoly (Beckers et al., 1994). Zatim neni zndmé molekularni pozadi vazby proteinu do
mitochondridlni membrany. Néktefi autofi uvadi, ze doména vystavend do cytoplasmy sdili
nékteré fyzikalni funkce s cytochromem c lokalizovanym v mitochondrii, napt. oblasti bohaté
na prolin. Pfedpokladaji tedy, ze mechanismus translokace bude podobny (Lill et al., 1992).
Jini se zase ptiklanéji k pfitomnosti pevné sbalené domény v ROP2, ktera zajisti umisténi do
vnéj§i membrany mitochondrie (Eilers and Schatz, 1986; Rassow et al., 1990). Jako
nejpravdépodobnéj$i se jevi mechanismus piimé penetrace. Délka vystaveného proteinu
zhruba odpovida tloustce lipidické dvojvrstvy (Sinai and Joiner, 2001).

Po prichodu parazita dovniti hostitelské buiiky, dochéazi k vylevu obsahu denznich
granul, modifikaci intravakuolarniho prostoru a vzniku sit¢ membranovych tubuld
tzv. intravakuolarni sité¢ (IN) (Sibley et al., 1995). Denzni granula obsahuji vysoce specifické
proteiny, které se podileji na vzniku IN (Mercier et al., 2002). GRA2 protein iniciuje vznik
lamelarnich vackl na zadnim konci buiiky, ¢imz dochéazi k ndslednému rozsitovani tubult do
vakuolarniho prostoru. GRA6 protein pusobi nejspiSe jako stabilizator tohoto procesu
(Mercier et al., 2002). GRA4 spolu s GRA2 a GRAG6 tvoii spojity komplex, ktery pies dvé
amfipatické domény interaguje s IN (Mercier et al., 1998). Spolu s GRA2 se objevuje
1 GRAI. Ten je vSak béhem 30-60 minut po vylevu z denznich granuli volné rozpustny a
s intavakuolarni siti interaguje pouze okrajové (Sibley et al., 1995).

V PV T. gondii jsou Ctyfi tzv. trachyzoiti jsou uspotfadani do tvaru rozety. Toto
uspotadani nejspiSe udrzuje vnitini nanotubularni sit' (Magno et al., 2005). Vakuola je ¢lenéna
do ti ¢asti. Za prvni lze povazovat dlouhy a tenky vybézek PVM do cytosolu hostitele. Druha
cast se sestava z hostitelskych tubularnich struktur invaginovanych spolu s PVM do PV — tzv.
HOSTs (host organelle sequestering tubulo structures). Tyto kanalky pravdépodobné slouzi
pro piijem (endolysosomil) cholesterolu a dalSich Zivin z hostitelského cytosolu do PV. Jednu

z hlavnich roli zde hraje protein GRA7 (Coppens et al.,, 2006). Posledni casti je sit



nanotrubi¢ek zasahujicich az do lumem vakuoly, tzv. membranous nanotubular network
(MNN) ¢i intravacuolar network (IN) (Magno et al., 2005). Této siti byla pfipisovana role
Vv transportu zivin do parazita a produktl (nebo spiSe metabolitil) z vakuoly ven (Mercier et
al.,, 2002). Vice pravdépodobné&jsi teorie popisuje tuto sit’ jako dynamickou strukturu
rozvijejici se béhem pobytu parazita v PV az do maximalniho rozlozeni, kdy kazda

Z dcefinych bungk je obalena tubularni siti (Magno et al., 2005).

3.4 Plasmodium falciparum

K nakaze dochazi pii sani infikovaného komara rodu Anopheles. Se slinami se do krve
hostitele dostavaji tzv. sporozoiti. Ti migruji do jater, kde infikuji jaterni buiky — hepatocyty.
Zde dochazi k velkému pomnozeni a zméné Vv dalsi vyvojové stadium-merozoity. Po uvolnéni
Z hepatocytl paraziti migruji do erytrocyti. V ramci ¢ervenych krvinek merozoiti dozravaji,
pomnozuji se a poté lyzuji buitku a opoustéji ji. Bud’ dochézi k reinfekci dalSich erytrocytu,
nebo se merozoiti diferencuji v pohlavni stadia, ktera jsou nasledné nasata prenaseci.

Parazit vstupuje do hepatocytu, nasledné z n¢j vyléza a toto opakuje nékolikrat, dokud
nezakotvi v cilové bunice (Mota et al.,, 2001). VétSina hepatocytll tuto invazi pieziva,
u nékterych vSak dochazi ke zniceni. Je dosti pravdépodobné, Ze samotny opakovany prinik
je nutny pro spravny vyvoj sporozoitac (Mota et al., 2002). O samotném pruniku do jaternich
bunék neni bohuzel moc zndmo. Zajimavé vysledky vSak pfinesly pokusy na zéstupci
Plasmodium berghei. Kazda buika napadena intracelularnim parazitem se ptirozené brani
spuSténim bunécné smrti. Testovani riznych spoustéct apoptdzy v Casové odliSném plisobeni
prokazaly schopnost P.berghei manipulovat s drahami spoustéjici bunéénou smrt (van de
Sand et al., 2005). V cytoplasmé a na povrchu plasmatické membrany hepatocytu byl
lokalizovan tzv. circumsporozoite protein (CS). Tento protein je transportovan do cytoplasmy
pomoci stejného signalu, ktery je vyuzivan merozoity k exportu proteinii do erytrocytu a
obsahuje NLS (nuclear localization signal) pro cileni do jadra hepatocytu (Singh et al., 2007).
Pravdépodobna funkce CS je podpora ristu a vyvoje P. falciparum v hepatocytu. Zaroven
byla také prokazana jeho vysoka imunogenita. Sporozoit v hepatocytu roste do velkého
schizonta, mnozi se a diferencuje do 10 000 az 40 000 merozoitd. Ti poté napadaji cervené

krvinky (van de Sand et al., 2005).
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Hlavnim nastrojem merozoita jak uspét uvnitt cervené krvinky, aspésné rast a mnozit
se, je schopnost exportovat piiblizné¢ 200-300 proteintt (coz ¢ini fadové 5% kodujiciho
geonomu) do cytosolu hostitelské bunky (de Koning-Ward et al., 2009). Neinfikovany bézny
erytrocyt neni schopen importovat rozpustné latky ani syntetizovat proteiny nebo lipidy.
Avsak membrana napadeného erytrocytu se ptiblizné¢ 12-15 hodin po invazi stava propustnou
pro rizné rozpustné substraty potfebné pro parazita. Dalsi ze zmén, ke které dochazi, je vznik
vycnélkli na membrané erytrocytu, které obsahuji hlavni virulentni agens - membranovy
protein PFEMP1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) (Baruch et al., 1995; Su et
al., 1995).

Touto modifikaci je zptisobena adherence erytrocytli k cévnimu endotelu, ¢imz se
parazit chrani pied fagocytézou a splavenim do sleziny. DalSi zajimavou vlastnosti je
schopnost ovliviiovat expresi tohoto proteinu a tim ménit povrchové antigeny, ¢imz se vyhyba
detekci imunitnim systémem. K variaci povrchovych antigent vyuziva P. falciparum i dalsi
nedavno objevené membranové proteiny — STEVOR (subtelomeric variable open reading
frame), RIFIN(repetitive interspersed family) a SURFIN (Cheng et al., 1998; Winter et al.,
2005). Spolu s proteinem PfEMP1 byl ve vyénélcich lokalizovan jesté protein bohaty na
histidin tzv. KAHRP (knob associated histidine-rich protein), ktery se vaze k erytrocytarnimu
cytoskeletu, zvySuje rigiditu bunky a také odolnost proti proudéni krve (Pei et al., 2007). Bylo
dokazano, ze samotny PfEMP1 bez asociace s vybézky obsahujicimi KAHRP, neposkytuje
dostate¢nou pfilnavost, ktera by odolala pratoku krve (Crabb et al., 1997). V ramci
erytrocytarni cytoplasmy byly objeveny dal$i dvé modifikace slouzici k pieziti parazita. Jedna
se o vybézky PVM do cytosolu pojmenované jako (i) tubulovesikularni sit- TVN
(tubulovesicular network), ktera slouzi pro sekre¢ni procesy, ale také k ziskavani zivin, a (ii)
Maurerovi méchyiky (Atkinson et al., 1988; Lanzer et al., 2006). Ob¢ tyto struktury pochazeji
zZ PVM a podileji se na tiidéni a transportu proteint. Je tedy jasné, ze export proteintl parazita
vyvolava nejen zmény ve struktufe hostitelské bunky, ale navozuje také vznik novych
sekre¢nich drah. Transportni a elektrofyziologické vlastnosti téchto zmén byly relativné
prozkoumany, ale molekularni podstata stale ¢ekd na objasnéni.

Exportni proteiny uréené do cytosolu erytrocytu ¢i na jeho povrch musi piekonat dvé
membrany — plasmatickou membranu parazita a PVM. Mechanismus exportu pfes tyto
membrany neni zcela objasnén, ale je jisté, Ze proteiny uréené pro export musi vstoupit do
sekretorické drahy (Wickham et al., 2001). To je zajisténo N-terminalni hydrofobni signalni

sekvenci pro ER, kterd je dostacujici pro transport do plasmatické membréany parazita a lumen
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PV, ale jiz ne za PVM (Wickham et al., 2001). Pro dalsi export za PVM ¢i plasmatickou
membranu erytrocytu je zapotitebi dalsi sekvence. Na N-termindlnim konci proteinti byla
objevena sekvence péti konzervovanych aminokyselin. V pozici jedna se nachazi kladné
nabita hydrofobni aminokyselina (Arg, Lys), v pozici tfi hydrofobni aminokyselina (Leu, lle)
a Vv pozici pét mén¢ striktn¢ konzervovana aminokyselina (pfevazné Asp, Glu, Gln) (Marti et
al.,, 2004). V pozicich dvé a Ctyfi je slozeni aminokyselin ndhodné. Tento motiv,
ve zkraceném zéapisu R/KXLXE/Q/D, byl pojmenovan PEXEL z anglického Plasmodium
exported element (Marti et al., 2004) ¢i VTS z vacuolar transport signal (Hiller et al., 2004).
Umisténi PEXEL motivu v ramci proteinu se v riznych publikacich li§i. Nektefi autofi ji
umist'uji Sedesat aminokyselin od signalni sekvence (Marti et al., 2004; Hiller et al., 2004),
jini pfiblizn€ v rozmezi dvaceti az tficeti aminokyselin od signalni sekvence (de Koning-Ward
et al., 2009) PEXEL motiv je konzervovan i v ramci dalSich druhu (Sargeant et al., 2006;
Hiller et al., 2004).

Dlouhou dobu bylo zahadou, jak proteiny prochazeji pies PVM. Po objevu PEXEL
motivu byla pfedpokladana pfitomnost n¢jakého poru (Marti et al., 2004; Hiller et al., 2004).
Translokace ptes PVM vyzaduje energii a to ve form&é ATP (Ansorge et al., 1996) a proteiny
museji byt v nesbalené formé (Gehde et al., 2009). Teprve nedavno byl objeven translokon
VvV membran¢ paraziforni vakuoly pro export proteind, oznacen zkratkou PTEX z anglického
Plasmodium translocon of exported proteins (de Koning-Ward et al., 2009). Prozatim bylo
identifikovano pét Casti tohoto komplexu: heat shock protein 101 (HSP101), PTEX150,
EXP2, PTEX88 a TRX2 (de Koning-Ward et al., 2009). Dle modelu navrzenym Haase & de
Koning-Ward hlavni por translokonu je tvofen EXP2, ktery asociuje s hexametrickou
kruhovou strukturou tvofenou HSP101. Pii rozeznini PEXEL motivu nékterymi
komponentami translokonu (blize zatim nespecifikovano) je protein naveden na N-terminalni
cast HSP101, kde je rozbalen. HSP101 plni tedy funkci chaperonu se schopnosti hydrolyzovat
ATP. Protein je vtazen pies hexamerni kanal az do poru a transportovan skrze PVM. TRX?2
ma pravdépodobné v tomto procesu regulacni roli, zatimco funkce PTEX150 aPTEX88 je
stale nepotvrzena. Vypada to, Ze PTEX150 je pevné vazan k hexamernimu kandlu. PTEX88
spolu s TRX2 pravdépodobné slouzi jako regulacni podjednotky (de Koning-Ward et al.,
2009; Crabb et al., 2010). Ty pravdépodobné slouzi jako podplirné nebo receptorové
molekuly a/nebo ptenaseji protein na HSP101 (de Koning-Ward et al., 2009).

Identifikace SP a PEXEL motivu vyrazné usnadnila sestaveni exportomu plasmodia.

VeétSina genll pro predpokladané i znamé exportované proteiny je uloZzena v subtelomerické
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oblasti, kde se také nachazeji geny pro transformaci infikovanych erytrocyti (de Koning-
Ward et al., 2009). Byly vSak nalezeny i proteiny které neobsahuji PEXEL motivy (Marti et
al., 2004), coz ukazuje, ze ne vSechny proteiny lze pfifadit do piedpokladaného exportomu.
Nejlépe popsané PEXEL-negativni proteiny (PNEP) v plasmodiu jsou napiiklad proteiny
Maurerovych vackta, SBP-1, MAHRP-1 a tzv. ring-exported proteiny 1 and 2 (REX1 and
REX2) (Haase et al., 2009). PEXEL motiv je procesovan asparagovou proteazou
plasmepsinem V (Boddey et al., 2010) za konservovanym leucinem a nové vznikly konec
XE/Q/D je N-acetylovan (Chang et al., 2008; Boddey et al., 2009). Vse probiha v ramci ER
parazita. Substituce aminokyselin v nové odhaleném konci polypeptidu prokazaly vétsi
nachylnost transportu téchto proteini do PV nez ptes PVM, coz dokazuje, ze samotné
procesovani neni dostacujici pro transport pies PVM (Boddey et al., 2009). Nabizi se vSak
otazka, jak jsou v ER rozpoznany proteiny uréené k sekreci pfes PVM od proteinil uréeny do
PV. Byly navrzeny tfi modely: (i) tzv. barcode, (ii) chaperonovy a (iii) regionalni model
(Crabb et al., 2010). (i) navrhuje, Zze proteiny jsou dopraveny k membrané klasickou
sekretorickou cestou endomembranového systému. Poté co protein dorazi k translokonu, je
jeho nové odhaleny acetylovany motiv X/E/Q/D rozpoznan nékterou ze slozek PTEX a
nesbaleny protein je pfenesen pies translokon do cytosolu hostitele. Zakladnim problémem
tohoto modelu je vSak otazka, jak dokéaze translokon rozpoznat tak kratky motiv jako je
X/E/Q/D. (i) $tépeni motivu na N-konci je v tzké spolupraci s navazanim chaperonu ¢i malé
doposud neobjevené molekuly, na nové odhaleny motiv. Tim je protein ,,0znafen* a muze byt
sekretovan do PV. (iii) hned po $tépeni jsou proteiny smérovany do té€sné blizkosti membrany
pod PTEX. Proteiny rozpoznané pro sekreci jsou pravdépodobné ulozeny ve specifickych

vaccich a nasledné exportovany pies PTEX (Crabb et al., 2010).
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4 Kinetoplastida

Jedna se o jednobunécné obligatné parazitické prvoky se dvéma rody vyznacnych
lidskych paraziti — Trypanosoma a Leishmania. Jednoticimi znaky této tfidy je ptitomnost
velkého poctu vyvojovych stadii, formy s jednim bi¢ikem tvoficich u nékterych zastupci
undulujici membranu a v neposledni fad¢ pritomnost modifikované mitochondrialni DNA tzv.
kinetoplastu, ktery dal nazev celé tride.

Kapitola je zaméfena piedev§im na zastupce trypanosom — Trypanosoma cruzi
(piivodce Chagasovy choroby) a na nckteré zajimavé mechanismy transportu proteint

u Leishmania spp (ptivodce leishmanioz).

4.1 Trypanosoma cruzi

vvvvvv

T. cruzi ma jeden z nejslozitéjsich zivotnich cykld. Prvoci jsou ptenaseni plosticemi
podéeledi Triatominae, které jsou nakazeny krevnimi stadii, konkrétné epimastigoty.
Epimastigot migruje do stfeva, kde adheruje na sténu. Tato adherence vypadad, Ze je nezbytna
pro naslednou preménu neinfekéniho epimastigota na infekéni stddium metacyklického
trypomastigota. Metacyklicti trypomastigoti jsou pienaSeny z vektora do hostitelského savce.
Zde se nejprve vyskytuji jako trypomastigoti v krevnim ob&hu hostitele a Ize je definovat jako
dvé formy- kulaté spheromastigoty a epimastigoty. Bezprostiedné po vstupu do hostitele
napadd trypomastigot nejblizS§i bunky, nejCastéji tedy makrofagy, fibroblasty a epitelové
bunky v pfipad¢ praniku pies kizi. Uvnitt napadené bunky tvoii vakuolu, ve které dochazi
k ¢etnym morfologickym zméndm a preméné na kulaté stadium S kratkym bi¢ikem —
amastigota. Pfi této pfeméné dochazi k rozruSeni vakuoly a uvolnéni jiZ amastigotnich stadii
do cytosolu hostitele.

Prvni adheze a nasledni prinik parazita dovnitf bunky jsou zprosttedkovany
molekulami obsazenymi jak na povrchu parazita, tak i na povrchu infikované hostitelské
buiiky. Nejcastéji se predpokladd model parazitarnich ligandi a hostitelskych receptort
(Magdesian et al., 2001). Povrch parazita se 1i§i v zavislosti na druhu, ale také stadia zivotniho
cyklu. Na povrchu trypomastigti jsou hlavnimi zprosttedkovateli interakce glykoproteiny,
vétSinou zakotvené pomoci GPI kotev v membrané. VétSina znich se fadi ke skupiné
gp85/trans-sialidaz. Jde piedevsim o gp85, gp82, TSA-1 proteiny a trans-sialidazu. Skupina je
pojmenovana po prvnim objeveném proteinu gp85 o ptiblizné velikosti 85 kDa, ktery byl také

oznacen Tc85 (Abuin et al., 1989). Tyto proteiny jsou schopny se vazat na rizné receptory
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napi. na povrchovy cytokeratinl8 (Magdesian et al., 2001) ¢i na slozky extracelularni matrix
napt. fibronectin (Ouaissi et al., 1986).

Gp82 je produkovan pouze na povrchu metacyklickych trypomastigoti (Araya et al.,
1994), u nichz tvofi hlavni povrchovy protein a u kterého byla prokazana vysoka imunogenita
(Teixeira and Yoshida, 1986). Gp82 je schopen vyvolat v bufice vapnikem zprosttedkovanou
signalni kaskadu, do které jsou zapojeny také fosfolipaza C a IP3 (Favoreto S Jr et al., 1998).
Gp82 také figuruje jako signalni receptor pro protein tyrosinovou fosforylaci. Ob¢ schopnosti
manipulace se signalnimi kaskadami tvoii nezbytné kroky pro invazi do hostitelské bunky
(Favoreto S Jr et al., 1998).

Trans-sialidaza je sekretovana na povrch trypomastigoti, kde je zakotvena GPI
kotvou. Na N-konci je lokalizovano jeji Kkatalytické misto a C-konec obsahuje
12 aminokyselin dlouhou repetici (SAPA). Trans-sialidasa zprostifedkovava import hostitelské
kyseliny sialové do parazita, ktery ji neni schopen syntetizovat (Previato et al., 1985). P#i
porovnani trypomastigotli obsahujicich trans-sialidazu (TS+) a postradajicich tento protein
podstata vyznamu tohoto procesu pro invazi parazita, nebyla doposud objasnéna, pfestoze je
ziejmé, ze hraje klicovou roli v patogenezi.

Jako dalsi infekéni agens, podilejici se nejen na invazi, ale také do jisté miry na
ochran¢ parazita, jsou rizné proteasy. V endolysosomalnim systému, ale také na povrchu
epimastigotl, byla lokalizovana lysosomalni cysteinova protéza, pojmenovana ,.cruzipain®
(Cazzulo et al., 1990). Tento enzym S$té€pi za nizkého pH ( pH 5,0) a je schopen $tépit napft.
hemoglobin, bovinni serumalbumim ¢i vysokomolekularni kininogen na kratké kininy, které
se vazi k receptoru bradykininu a spoustéji uvolnéni vapniku ptes IP3 (inositol trisphosphate)
(Scharfstein et al.,, 2000). Ztad serinovych proteaz byla uréena Tc80 proteaza
(prolyloligopeptiddza), ktera je dileZzita pii priniku parazita extracelularni matrix, nebot’ bylo
zjisténo, ze hydrolyzuje lidsky fibronektin a kolageny typu | a IV (Santana et al., 1997).
V cytosolu  trypomastigotii  byla  lokalizovdna  serin-endopeptiddza  pojmenovana
oligopeptidaza B a pravdépodobné se podili na pfechodném zvySovani koncentrace vapniku
(Burleigh et al., 1997).

K samotnému priniku do hostitelské bunky vyuziva parazit n€kolik mechanismi.
Mezi zéakladni a nejéastéji pouzivanou cestu patii fagocytoza (Vieira et al., 2002). Mimo ni
parazit vstupuje do hostitele také pomoci endocytozy ¢i invaginaci plasmatické membrany

(Schenkman and Mortara, 1992). U nefagocytujicich bun¢k parazit vyuziva splyvani
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s lysozomem ¢i invaginaci plasmatické membrany pomoci nahromadéného PIP3
(phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate), nasledn¢ vSak vacky obsahujici parazita také
splyvaji s lysozomy. Faze s lysozomy je nezbytna pro udrzeni parazita uvniti hostitele, ale
také pro jeho vyvoj (Andrade and Andrews, 2004).

Se vSemi témito procesy pravdépodobné souvisi doCasné zvySeni koncentrace vapniku, jak
Vv hostitelské tak i parazitni bufice pfi jejich prvni interakci (Wilkowsky et al., 1996). Pokud
byl narist hladiny vapnikti pokusné blokovan (tapsigarginem), doslo ke snizeni schopnosti
invaze. Tento do¢asny narust je pfipisovan reorganizaci aktiniovych vlaken (Rodriguez et al.,
1995), kdy depolarizace aktinu v parazitarni buiice vede ke zvyseni schopnosti invaze (Low et
al., 1992). Jedna z ptedpokladanych moznosti priniku parazita, pravdépodobné piimo ptes
plasmatickou membranu je umoznéna aktinem (Woolsey and Burleigh, 2004). Pii vstupu
parazita do buriky je aktivovana signalni kaskada ptes tyrosinkinazy (Vieira et al., 1994).
Tento proces byl zatim prokazan pouze u klasickych fagocytujicich bunék.

At je samotny mechanismus vstupu do parazita jakykoli, je jisté, ze parazit je po vstupu
do buiiky zabalen do parazitoforni vakuoly, podobn¢ jako vétSina intracelularnich paraziti.
Pfeména promastigota v amastigota je doprovazena rozpadem membrany PV. Amastigot je
uvolnén do cytosolu hostitele, kde se zac¢ina délit. Tento proces je nejéastéji oznacovan jako
lyze parazitoforni vakuoly a tnik parazita do cytosolu. Trypomastigot uvolituje do vakuoly
trans-sialidazu, kterd odstranuje zbytky kyseliny sialové z povrchu membréany, ¢imz se stdva
citlivéjsi k pasobeni tzv. Tc-TOX (homolog faktoru 9 lidského komplementu) (Andrews and
Whitlow, 1989). Pusobenim TcTOX dochazi ke vzniku port v membrané PV jejimu a
naslednému rozpadu andrew (Andrews et al., 1990). Tuto teorii podporuji i pokusy na CHO
(Glycosylation mutants of Chinese hamster cells) burnikach, u kterych byla dokazana vyssi

citlivost k lyzi pii nepfitomnosti sialovych zbytku (Ciavaglia et al., 1993).

4.2 Leishmania

PienaSeci leishmanii jsou flebotomové, v jejichz travicim traktu se vyvijeji
tzv. metacykli¢ti promastigoti. Jedna se o biCikaté infekéni stddium, které se pii sani
pfenasece dostavd do téla, kde je fagocytovdno hostitelskymi makrofagy. Rychle se
diferencuje v bezbicikatou intracelularni formu — amastigota. Pfi pohlceni makrofagy je
parazit uzavien ve fagozomu, ktery splyva spolu s hostitelskym lysozomem a vznika

tzv. fagolysozom, obdoba parazitoforni vakuoly. V ramci fagolysozomu se parazit
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pomnoZzuje binarnim délenim a poté je schopen rozsifovat se do dalSich bun¢k. Napada
predevsim dal$i makrofagy a jiné fagocytujici buiikky nebo tzv. neprofesiondlni fagocytujici
bunky jako jsou napf. dendritické bunky ¢i fibroblasty (Kima, 2007a). O vybéru napadené
tkan¢ je rozhodovano v zavislosti na druhu Leishmania spp. Druhy leishmanii 1ze délit pouze
na zakladé molekularné biologické detekce, ponévadz morfologicky jsou té€zko odliSitelné.

Na druhu zavisi i odli$na struktura fagolysozomu. Skupina Leishmania mexicana
(L. mexicana, L. amazonensis and L. pifanoi) se vyvijeni v jedné velké spolecné vakuole,
(L. donovani, L. infantum and L. chagasi) tvoii jednotlivé vakuoly pro vznikajici dcefiné
bunky (Kima, 2007a).

Schopny infikovat hostitele jsou ob¢ stadia, jak promastigoti, tak i amastigoti (Kima,
2007b). Za jednu z hlavnich agens infekce u promastigotii je povazovan jeho glykokalyx,
tvofeny vysoce glykosylovanymi lipidy zakotvenymi v membran€¢ GPI kotvou
tzv. lipofosfoglykany (LPG). Cetnost vyskytu GPI v membrané parazita, at’ jiz volnych &i
vazajici proteiny, je dosti netypické (Denny et al., 2000). Dlouha fosfoglykanova kostra
makromolekuly, upevnéna v membrané, je vysoce polymorfni a li§i se dle druhu a
vyvojového stadia. Glykokalyx je nezbytny jak pro infekci prenaSece, tak také v ramci
napadeného hostitele. LPG slouzi pravdépodobné jako ligandy ve stievé flebotoma, ale také
pro receptory makrofaga. Navic v hostiteli mlze slouzit jako ochrana pfed kaskadou
komplementu a extracelularnimi hydrolazami. Pod vrstvou glykokalyxu se nachazeji dalsi
proteiny vazané GPI a proteofosfoglykany (PPGs). PPG spolu s chitindzami ovliviuji
prenasece pii sani a usnadnuji pfenos parazita do hostitele (Rogers et al., 2008).

Povrch amastigota obsahuje minimalni mnoZstvi povrchovych proteinli, ¢imz je
naprosto ojedin€ly v rdmci Trypanosomatidae. Nebyly nalezeny Z4dné proteiny ani jiné
makromolekuly kotvené do membrany. Membrana vSak vykazuje vysoky obsah volnych GPI
a pritomnost glykosfingolipidii piivodem z hostitele. To nejspiSe svéd¢i o dimyslné obrané
pted proteolyzou. Neptitomnost vlastnich proteinti na povrchu parazita Ize povaZovat na druh
uniku pfed imunitnim systémem.

Pti pohlcovani promastigota makrofdgem, byla prokdzana role opsonizace (usnadnéni
fagocytdzy navazanim specifické latky na antigen). Prvni interakce s makrofigem je

zprostiedkovana pomoci Fc receptord a komplementu (Guy and Belosevic, 1993; Kima et al.,
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Mosser, 2001). Navic u riznych druhti bylo prokazano i zapojeni Rabl, ktery je nezbytny pro
fagocytdzu zprostfedkovanou Fc receptory.

Dalsi ze slozek, které hraji vyznamnou roli pfi interakci parazita a makrofagy, jsou
fosfatidylseriny (PS). NejspiSe podle rizné density vystavenych PS na povrchu parazita,
donuti hostitele pies vazbu na PS receptory obsazené na makrofazich, vylucovat rizné latky —
napt. protizanétlivé 1L-10 ¢i TGFp (Fadok et al., 2000). Bliz§i manipulace s fagocytujicimi
bunkami neni pln¢ znama, ale je jisté, ze parazit modifikuje a nuti hostitelské bunky k sekreci
ruznych latek. Vse je zalozeno na interakci odliSnych liganda a receptorti.

V ramci makrofaga je parazit uloZzen ve zralych fagolysozomech, kde odolava

kyselému prostfedi i utoku lysozomalnich enzyml. Pro manipulaci s odpovédi imunitniho
systému hostitele si vyvinuly cysteinové nebo metaloproteazy (Santarem et al., 2007).
Amastigoti sekretuji také nukleazu, ktera jim zajistuje pfisun purini 2z hostitelskych
nukleovych kyselin (Joshi and Dwyer, 2007). Do cytoplazmy sekretované proteiny pak slouzi
jako manipulace se signalnimi drahami hostitele. Vylucované chitindzy zvySuji virulenci
v makrofagach a pti koznich leishmanioézach (Joshi et al., 2005).
Pro povrchovou metaloproteazu Gp63 (glycoprotein 63) nebyla ptesna funkce zatim
objasnéna. Byly nalezeny dvé formy tohoto proteinu, jedna forma je pfimo vylu¢ovana vné
parazita, druhd je kotvena k povrchu GPI kotvou, kde mize dojit k jejimu naslednému
odstépeni (Ellis et al., 2002; McGwire et al., 2002). Moznou funkci Gp63 v pienaSecich je
ochrana a ziskavani zivin (Kulkarni et al., 2006a; Santos et al., 2006).

Trypanosomatida obecné vyuzivaji k sekreci proteinti klasické sekretorické cesty
zahrnujici ER, GA a pravdépodobné i transport pomoci vackti z GA. Povrchové proteiny, jako
napt. Gp63 amastigotli, obsahuji klasickou signalni sekvenci, diky niz vstupuji do sekre¢ni
drahy (Kulkarni et al., 2006b). Na druh¢ strané pro proteiny uvoliiované ven parazita zapojeni
do klasické sekreéni drahy zatim potvrzeno nebylo. Navic byly identifikovany proteiny bez
signalni sekvence, které se nezapojuji do klasické sekretonické drdhy a stejné jsou
vylucovany. Jedna se napiiklad o rastové faktory, cytokiny a dalsi molekuly s dulezitou
signaliza¢ni funkci (Prudovsky et al., 2008). Tato cesta ¢i zplsob exprese proteind byla
pojmenovan jako ,,nonclassical secretion” (voln¢ pielozeno jako atypicka sekrece) a byla jiz
popsana i u jinych eukaryot. U Trypanosomatidae byl podrobné popsan pouze jeden protein
prochazejici touto cestou a to hydrofilni acylovany povrchovy protein L.major - HASPs
(hydrophilic acylated surface protein B). Tento protein postrada signalni sekvenci, GPI kotvu

i membranovou doménu, ale presto je cilen na povrch (Pimenta et al., 1994). Na N-konci
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HASP byla lokalizovana doména obsahujici palmitoylaci a myristylaci pro nez je nezbytna
ptitomnost glycinu v pozici 2 a cysteinu v pozici 5. Prvnich 18 aminokyselin z N-konce je
dostacujicich pro cileni proteinu k plasmatické membrané, neboli N-myristilace/palmitoylace
je dostaCujici k cileni k membran¢ (Morales et al.,, 1998). Mutace v palmitoylaci vedla
k nahromadéni proteinu v organele, ktera byla barvitelna barvivem specifickym pro GA, coz
by naznacovala spojitost s exocytickou cestou transportu (Bijlmakers et al., 1997). Navic tato
Cast proteinu je dosti podobna SH4 doménam, které se jako soucasti SRC proteind ucastni
fady signaliza¢nich a regula¢nich kaskad (Tournaviti et al., 2009a). SH4 doména u SRC
modifikaci. K SH4 domén¢ jsou piipojeny zbytky myristatu a palmitatu, pficemz oba jsou
nezbytné pro zakotveni do membrany. Bylo prokazano, ze myristylace probiha nejspise
kotranslacné v perinuklearnim prostoru. Zde by také mohlo probihat vloZeni do intracelularni
¢i endosomalni membrany. Odstranéni palmitoylu zpuasobilo hromadéni proteinu
Vv perinuklearnim prostru, kde bylo detekovano latkami specificky vazajicimi GA. Na zakladé
zjisténi, ze SH4 doména je v pozici 6 fosforylovana na treoninu, byla publikovana teorie, ze
SH4 protein kyvadlové migruje mezi perinuklearnim prostorem a GA. Cely proces je ziejmé
fizen fosforylaci a defosforylaci (Tournaviti et al., 2009b) a také pomoci dvou proteinii —

kaspazy 1 a GRASP (Golgi reassembly stacking protein).
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5 Giardia intestinalis

Tento jednobunécny eukaryoticky parazit z fiSe protist se dle spolecnych znakt fadi do
skupiny Excavata a kmene Fornicata. Pro Excavata je klasicka pfitomnost bfi$ni ryhy a s ni
asociovaného cytoskeletu. Giardia je zastupcem fadu Diplomonadida, pro které je typicky
zdvojeny karyomastigont a piitomnost vysoce redukovanych mitochondrii tzv. mitosomd.
G. Intestinalis je ptivodcem lidské giardidzy, v ramci zivotniho cyklu lze vysledovat dvé
zakladni stadia. Infekeéni cysty a tzv. trofozoity. K ndkaze dochazi pii pozieni cyst, které
excystuji v travicim traktu hostitele a vznikli trofozoiti se usazuji v tenkém stfevé. Pomoci
specidlné vyvinutého orgdnu tzv. piisavného disku Zziji pfichyceni na endotelu stieva. Zde se
pomnozuji a zpasobuji hlavni symptomy nemoci. Z téla spolu se stolici odchazeji cysty, které
slouzi k napadani dal$ich hostitela.

Pti snaze urcit rodové ¢i druhové déleni giardii bylo popsdno mnoho druhti, nékteti
autofi totiz predpoklédali specificky druh pro kazdého hostitele. AZ s postupem casu a
modernizaci pfistupl se ukazalo, ze toto ¢lenéni je zavadéjici. Ani dodnes vSak neni déleni
zcela ukonceno. Zastupci parazitujici u Cloveéka, l1ze je rozdélit do dvou az tii zakladnich
skupin, které lze povazovat za odlisné genotypy, ale spise se ujalo pojmenovani asamblaz.
Lidské giardie se déli na hlavni asamblaze A a B. N¢kdy se vSak jesté asamblaz A déli na Al
a A2 s procentualnimi rozdily v genotypech (Homan et al., 1992).

Pii pribéhu nédkazy, kterd neléend muze trvat i meésice, bylo pozorovano urcité
selhani zasahu imunitniho systému. Pfi¢inou muze byt schopnost G.intestinalis unikat
imunitnimu systému pomoci obmény proteinli vystavenych po celém povrchu parazita. Jedna
se 0 tzv. VSP — variant-specific surface proteiny, které jsou hlavnimi antigeny pro rozpoznani
imunitnim systémem hostitele. V genomu G.intestinalis bylo nalezeno pfiblizné¢ 190 variant,
ale vzdy pouze jeden protein je exprimovan na povrchu trofozoita (Nash et al., 1988; Adam et
al., 1988; Morrison et al., 2007). Ob¢asna Pfitomnost dvou proteint je vysvétlovana jako
pfechodna forma pifi vyméné povrchové struktury, kterd je podstatou antigenni variability
G.intestinalis (Nash et al., 2001a).

VSP byly identifikovany jako proteiny bohaté na cystein s ¢asto se vyskytujicim
motivem CxxC (Nash et al., 2001b; Nash, 1997). Jejich velikost se pohybuje v rozmezi
30-200kDa. Na N-konci byl objeven 14-17 aminokyselin dlouhy signalni peptid, ktery
pravdépodobné cili VSP na povrch parazita (Lujan et al., 1995; Nash, 1997). C-konec,
zakoncCeny motivem CRGKA, pravdépodobné zlistava zapustén v cytoplasmé. V membrané je

protein pravdépodobné zakotven pomoci hydrofobni doménou proteinu, ktera se nachazi
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vedle motivu CRGKA (Mowatt et al., 1991). Zatimco C-koncova ¢ast proteinu je spole¢na
pro jednotlivé VSP, casti exponovand do prostfedi se vyznamné 1i§i zastoupeni repetic
Vv jednotlivych proteinech VSP (Yang and Adam, 1994).

G.intestinalis svij povrchovy protein, ktery je vystaven po celém povrchu véetné
bicikt, obménuje kazdych 6 az 13 generaci (Nash et al., 1990). Molekularni mechanismus
tohoto pfepinani vSak nebyl doposud objasnén. Z genomu G.intestinalis Ize vyvodit, Ze i geny
pro VSP, stejn¢ jako vétSina ostatnich gent, neobsahuji zadné introny a 5" neptedkladané
konce prislusnych mRNA jsou velmi kratké a neobsahuji zadné konzervované sekvence.
Pouze na 3" konci byl v nepfeklddané oblasti mRNA objeven vysoce konzervovany motiv
o neznamé funkci (Yang and Adam, 1994).

G.intestinalis piepisuje hromadné vSechny své geny pro VSP, avSsak mRNA
odpovidajici ptepisované DNA (sense mRNA) byla nalezena jen pro protein exprimovany na
povrchu parazita. Navic byly nalezeny fragmenty ¢i €asti pfepisovanych mRNA. Jedno
z moznych vysvétleni pozorovanych vysledkii je degradace pomoci posttranskripéniho
umléovani geni — PTGS (post-transcriptional gene silencing) (Prucca et al., 2008).
Posttranskripcni umlcovani gent nebo také RNA interference je zaloZena na rozeznani a
interakci uml¢ovaného genu s dvousroubovicovou molekulou RNA (dsRNA), ktera je ke
genu komplementarni (Fire et al., 1998; Fagard et al., 2000). Nasledné posttranskri¢ni §tépeni
RNA-dependentni RNésou DICER na 21-25 nukleotid dlouhé tzv. siRNA, znemozni
translaci a vznik produktu (Bernstein et al., 2001). Tyto kratké molekuly RNA,ozna¢ované
siRNA, jsou vtaZzeny do komplexu RISK (RNA induced silencing komplex), kde slouzi
podobné¢ jako ptedloha pro rozeznani dal$ich produktd umlc¢ovaného genu (Obr.2) (Hammond
et al., 2000). Tento komplex je aktivovan vazbou ATP (Nykanen et al., 2001).

U G.intestinalis byl identifikovan homologii gen pro RARP. Produktem je 155,257 Da
velky protein sdilejici z vétSiny homologii s eukaryotickymi RdRP. Analyza sekvence
prokazala, ze soucasti tohoto proteinu je ribosomal protein S2 signature-1 motif, ktera se
pravdépodobné podili na vazbé mRNA (Green-Willms et al., 1998). Protein ale postrada
signalni peptid i transmembranovou doménu. (Prucca et al., 2008). Vyuzitim oznaceni
HA-tagem byl RdRP urcen, Ze asociuje s ribozomy na cytosolické strané¢ endoplasmatického
retikula (Prucca et al., 2008).

Dicer slozka byla v G. intestinalis prokazana jiz diive (Macrae et al., 2006). Byla vsak
uptfesnéna jeho lokalizace v cytoplasmé a také fakt, ze je aktivni v pribéhu celého Zivotniho

cyklu G.intestinalis. Experimentalnim uspanim exprese genu pro dicer se autortm podafilo
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uvolnit regulaci exprese riznych VSP a na povrchu takto upravenych giardii se objevily rizné
povrchové antigeny (Prucca et al., 2008). Ziskany kmen navic poslouzil k vytvotfeni G¢inné

anti-giardiové vakciny.
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6 Zaver

Tato prace je zakladnim shrnutim dosavadnich poznatki o schopnosti vyuziti,
manipulace a modifikace proteinovych drah u vybranych paraziti. Pojednava o
vybranych bunécénych procesech u T. gondii, P. falciparum, T. cruzi, Leishmania spp. a
G.intestinalis se zaméfenim na procesy nezbytné pro infekci a preziti parazita. Pres
veskeré pokroky moderni technologie a bliz§iho urceni jednotlivych proteint,
v nékterych ptipadech i dil¢ich procest, jsou molekularni mechanismy stale nejasné.

Navzdory odlisSnostem mezi druhy ¢i rody, miize odhaleni a pochopeni nastroju a
podstaty ptvodu patogenity vést k obecné platnym teoriim s Sirokym vyuZzitim.
V neposledni fad¢ k vyvinuti u¢innych vakcin a 1éka proti velmi zavaznym parazitarnim

chorobam.
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