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Abstrakt dizertacni prace:

Uvod:

Zelezo je prvek, ktery je naprosto nezbytny pro vétiinu organismil. Buiiky vyuZivaji tento kov predev§im
pro aktivitu proteinl ucastnicich se transportu elektronti a oxidoredukénich reakei, které vyzaduji tvorbu
volnych radikali. Naproti tomu volné Zelezo, tj. Zelezo, které neni specificky vazano, je pro buiiky vysoce
toxické. Oxidoredukéni reakce zeleza jsou totiz zdrojem vysoce reaktivnich volnych radikalt, které mohou
ve tkéanich katalyzovat autooxidacni procesy. Organismy proto udrzuji velmi nizkou vnitini hladinu volného
zeleza, a to okolo 10™* M. Toho je docileno zejména diky souhie tfi proteinii: (1) laktoferinu, ktery Zelezo
specificky vyvazuje; (2) transferinu, transportujiciho Zelezo mezi tkanémi; (3) feritinu, ktery slouzi pro
intracelularni ukladani tohoto kovu.

Udrzovani nizké hladiny volného Zeleza v télnich tekutinach pomoci specifické vazby na proteiny
zarovenl umoznuje obranu vysSich organismi proti mikrobidlnim infekcim (tzv. nutriéni imunitu). Pro
hostitele mohou byt totiz patogenni pouze mikroorganismy, které se naucily vyuzivat i takto specificky
vazané zelezo. Bakterie uplatiiuji pii ziskdvani hostitelova zeleza nékolik riznych mechanismu jako je napf.
schopnost syntetizovat siderofory, nizkomolekularni ligandy, které diky své vysoké afinité k zelezu tento
kov hostiteli odebiraji. Dal§im mechanismem je exprese povrchovych receptort, které vazou Zelezo pfimo z
transferinu, laktoferinu, hemoglobinu a dalSich hostitelskych proteini vazajicich zelezo. U nékterych
mikroorganismil byla také pozorovana schopnost snizovat pH a oxidoredukéni potencial ve svém okoli, coz
vede ke spontannimu uvolnéni zeleza z riznych ligandi a tudiz i ke snadngjsi asimilaci tohoto kovu.

Mechanismy, které se uplatiiuji pfi ziskavani Zeleza u parazitickych prvokl nebyly doposud zcela
objasnény. Ackoliv bylo prokdzano, Zze anaerobni prvoci, jako napf. trichomonady, giardie a Entamoeba
histolytica maji extrémné vysoké nutri¢ni naroky na Zelezo, specifické receptory pro hostitelské proteiny
vazajici zelezo se doposud podafilo detekovat a ¢astecné charakterizovat pouze u Sesti druhti prvokt. Geny,
kodujici tyto receptory, byly identifikovany a analyzovany pouze v piipadé receptoru pro transferin u
Trypanosoma brucei. RovnéZ neexistuji Zadné informace o mechanismech uplatiiujicich se pfi nasledném
intracelularnim transportu Zeleza a dalsi inkorporaci do bunéénych organel a cilovych molekul prvokd.

Duvodem vysokych naroki anaerobnich prvokt na Zelezo je pravdépodobné klicova funkce Zelezo-
sirnych proteinli v energetickém metabolismu, ktery je u trichomonad koncentrovan do hydrogenozému,
organel slouzicich k syntéze ATP za anaerobnich podminek.

Nejvyznamnéj$imi zastupci trichomonad jsou Tritrichomonas foetus, ptivodce sexudlné pienosného
onemocnéni dobytka a Trichomonas vaginalis, zpusobujici pohlavné pifenosné onemocnéni ¢lovéka, ktefi
parazituji v urogenitalni soustavé svych hostitell. Zdrojem zeleza v t€le hostitele mize byt pro oba prvoky
laktoferin, ktery je pfitomny ve vaginalnich sekretech. Buiky T. vaginalis jsou schopny vyuZivat také Zelezo
uvolnéné z erytrocytl, které aktivné lyzuji. T. foetus, parazitujici predevs$im v uteru hostitele, mize vyuZzivat
pro piijem zeleza také transferin. Buniky T. foetus byly nalezeny také v zadni ¢asti zazivaciho traktu, a proto
by tento prvok mohl ziskévat Zelezo i z nizkomolekularnich komplexti pfitomnych ve stievnim obsahu.
Vzhledem k vysokym nutriénim naroktim trichomonad na zelezo, mnoha zdrojim, které mohou tito prvoci

pro piijem zeleza vyuzivat a pritomnosti hydrogenozémd, jejichz funkce plné zadvisi na aktivit¢ Fe-S



proteind, jsou trichomonady velmi atraktivnim experimentalnim modelem pro vyzkum pifijmu a

metabolismu Zeleza.

Cile prace:

= prostudovat schopnost bunék Tritrichomonas foetus a bunék ostatnich anaerobnich prvoka ziskavat
zelezo z riznych zdroju (laktoferin, transferin, nizkomoleklarni komplexy zZeleza)

= objasnit mechanisms uplatiujici se pii pfijimani Zeleza z laktoferinu, transferinu a nizkomoleklarnich
komplex Zeleza buitkami Tritrichomonas foetus

= identifikovat hlavni bunécné kompartmenty a cilové molekuly inkorporujici zelezo v bunkach
Tritrichomonas foetus

= zjistit, zda schopnost Tritrichomonas foetus ziskavat Zelezo miize modulovat virulenci tohoto parazita
Shrnuti vysledkii:

1. Studované buriky anaerobnich prvok byly schopny akumulovat rizné mnozstvi Zeleza z
laktoferinu, transferinu i z nizkomolekularnich komplexti. Pokusy zamétené na stimulaci ristu paraziti a na
vnitrobunéinou inkorporaci Zeleza ukazaly, Ze buiiky Tritrichomonas foetus mohou vyuzivat zelezo ze vSech
tii jmenovanych zdroji, zatimco G. intestinalis a E. histolytica mohou pokryvat své nutri¢ni pozadavky
vyluéné Zelezem vazaném v nizkomolekularnich komplexech, jako je napi. Zelezo-nitrilotrioctova kyselina
(Fe-NTA). Rozdilna mira vyuzivani zeleza z riznych zdroji mtze odrazet odliSnou lokalizaci parazitd v
jejich hostitelich. Zatimco buriky T. foetus mohou kolonizovat vSechny ¢asti reprodukéniho traktu, které
jsou bohaté zejména na laktoferin a transferin a byly také nalezeny v travicim traktu, bufiky G. intestinalis a
E. histolytica parazituji pouze v travicim traktu obsahujicim nizkomolekularni komplexy Zeleza.

2. Buiky T. foetus pfijimaji zelezo z laktoferinu pomoci receptory zprostiedkované endocytdzy. Na
povrchu bungk T. foetus bylo zjisténo okolo 1.7 x 10° vazebnych mist specifickych pro laktoferin (Kd = 3.6
uM). Komplex receptor-hololaktoferin je v prvnim kroku pohlcovan endocytézou a Zzelezo je poté
uvoliiovano v kyselém prostiedi endozému. Laktoferin bez Zeleza je pak recyklovan. Proteolytické Stépeni
laktoferinu vedouci k uvolnéni Zeleza nebylo na rozdil od sav¢ich bun¢k u trichomonad pozorovano.

3. Buiiky T. foetus pfijimaji Zelezo z transferinu pomoci mechanismu, ktery je nezavisly na
specifickych povrchovych receptorech. Jeste pred transportem do buiiky je Zelezo uvoliiovano z transferinu
v kyselém prostfedi vytvafeném trichomonadami vné bunky a také pomoci extracelularni redukce
trojmocného na dvojmocné Zelezo. Redukce je zprostfedkovana ferrireduktazovou aktivitou zavislou na
NADH a extracelularni sekreci nizkomolekularnich redukénich faktort. Redukované dvojmocné Zelezo je
nasledovné doprovovano do builky pomoci mechanismu zalozeném na specifickych membranovych
prenase¢ich. Zelezo vazané v nizkomoleklarnich komplexech, jako napi. Fe-NTA, je pravdépodobné
pfijimano stejnym mechanismem zalozenym na redukci zeleza vné bunky a jeho pfenosu za pouziti
specifického mechanismu zprostfedkovaného nosici.

4. Pfi studiu inkorporace Zeleza do kompartmentt bunék T. foetus byly z bunék znadenych Zelezem
%Fe pomoci diferencialni centrifugace a nasledného déleni na gradientu percollu izolovany bun&né frakce.

Hydrogenozémy zastupovaly pouze jeden z klicovych oddild, do nichz bylo Zelezo inkorporovano. Tyto



organely jsou schopny ucinné akumulovat Zelezo b&hem kratkych inkubaci s nizkomolekuldrnim
komplexem Fe-NTA (360.4 pmol Fe / hodinu / mg proteinu). Analyza pomoci atomové absorpcni
spektrofotometrie, stanovujici rovnovaznou hladinu zeleza nasledné po dlouhodobé inkubaci v komplexnim
médiu, odhalila v hydrogenozémech T. foetus neobvykle vysokou koncentraci Zeleza (54.4 nmol Fe / mg
proteinu). Pomoci nativni gradientové elektroforézy a nasledné detekce a analyzy radioaktivity metodou
»storage phosphoimaging™ bylo objeveno nejméné devét molekul, do nichz bylo Zelezo inkorporovano.
Analyza aminokyselinové sekvence N- konce proteinu a nasledna sekvenace celého genu prokazala, ze
hlavni slozka vazajici Zelezo, pojmenovana ,, pruh H-1“, je ve skuteénosti feredoxin adrenodoxinového typu.
Velké mnozstvi feredoxinu v hydrogenozomech naznacuje, ze vedle ucasti tohoto proteinu pii prenosu
elektronti mtize feredoxin hrat také dtlezitou roli v pochodech souvisejicich s metabolismem Zeleza.

5. Prestoze je rovnovazna hladina Zeleza v cytosolu T. foetus ¢tytikrat nizsi (13.4 nmol Fe / mg
proteinu) nez v hydrogenozémech, tento kompartment vykazuje porovnatelnou miru akumulace Zeleza
béhem kratkodobé inkubace s nizkomolekuldrnimi komplexy Zeleza jako je Fe-NTA (304.7 pmol Fe /
hodinu / mg proteinu). Analyza pomoci nativni gradientové polyakrylamidové elektroforézy odhalila, Ze tzv.
LIP (“labile iron pool”) je hlavni slozkou vazajici zelezo v cytosolu. Bylo prokazano, ze zelezo pfitomné
v této slozce je chelatovatelné silnymi chelatory jako je desferrioxamine. Pokusy s ultrafiltraci naznacily, Ze
se vétsina LIP sklada z molekul, jejichz velikost odpovida rozmezi 5-30 kDa. LIP je podstatné vice piitomen
u trichomonad a bunc¢k dalSich anaerobnich prvoki nez u savcich bunek. Vysoky nadbytek labilniho Zeleza
u anaerobnich prvokl mize odrazet nepfitomnost feritinu a lze predpokladat, ze LIP slouzi jako rezervoar
pro skladovani zeleza v buiikich anaerobnich prvokd. Kromé LIP bylo u T. foetus objeveno dalsich pét
slozek vazajicich zelezo s kinetikou odpovidajici koneénym pfijemctim tohoto kovu.

6. Mechanismus ziskavani zeleza od hostitele hraje dalezitou roli ve virulenci Tritrichomonas foetus.
Kmen T. foetus KV-1, u kterého byla prokazana sniZzena schopnost ziskavat Zelezo z nizkomolekularnich
komplext a transferinu, vykazuje niz§i virulenci pii infekci mysiho modelu (~5% hladina umrtnosti)
v porovnani s kmenem LUB-1 MIP (~80% tmrtnost). To ukazuje na lepsi schopnost ziskavat Zelezo z obou
zminovanych zdroji. Zvyseni dostupnosti Zeleza v hostitelském prostfedi pomoci intraperitonealni injekce
nizkomolekularnich komplexti Zeleza jako je citronan zZelezito-amonny do mysi vede ke zvySeni virulence

kmene KV-1 na hladinu porovnatelnou s kmenem LUB-1 MIP.



