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1. Uvod
1.1. Biogeografie a fylogeneze

Zastupci Celedi Schistosomatidae jsou motolice patiici do kmene Plathelminthes, tfida
Trematoda. Jsou primdrné vdzani na sladkovodni prostiedi, kde se nachdzi vhodné biotopy
pro jejich mezihostitelské plze (Lockyer et al., 2003). Rozezndvame 14 rodi a zhruba 100
druhii schistosom, mezi n€Z patii druhy, které parazituji ptimo clovéka nebo maji dopad na
hospodéiskou produkci parazitaci dobytka (Khalil, 2002). Schistosomou je v souc¢asné dob¢
nakaZeno ptes 200 miliént lidi v 74 zemich svéta. Z tohoto divodu a z disledku fatdlnich
nasledkll nemoci je schistosoméza povazovdna za nejzavaznéjsi helmintézu lidské populace

(McManus a Loukas, 2008).
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Obr. 1: Globdlni distribuce schistosomézy (Zdroj: http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/

2012/chapter-3-infectious-diseases-related-to-travel/schistosomiasis.htm, 12.8.2011).

Jako definitivni hostitel slouZi Clovék nejcastéji péti druhim schistosom: Schistosoma
mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. mekogni a S. intercalatum (McManus a Loukas,
2008). Lockyer a kol. (2003) provadéla fylogeneticky vyzkum zaloZeny na sekvenci tif genti
- malé ribozomélni podjednotky rRNA, velké ribozomdélni podjednotky rRNA a
mitochondridlni cytochrom oxiddzy 1. Déle byla studie zaloZena na morfologickych znacich,
druhu mezihostitele, definitivnim hostiteli a biogeografii. Na zdklad¢ této studie rozliSujeme

v rdmci Celedi Schistosomidae nasledujici skupiny druhti:



1. Druhy skupiny S. mansoni, kterd zplisobuje stievni schistosomoézu a jako mezihostitele
vyuziva plze rodu Biomphalaria (Lockyer et al., 2003). Vyskytuje se zejména v celé Africe a
Arabském poloostroveé. Diky lidské migraci byl druh introdukovan téZ do Brazilie,
Surinamu, Venezuely a Karibské oblasti, (McManus a Loukas, 2008). Do této skupiny patii
také S. rodhaini - parazit hlodavcu a S. edwardiense a S. hippopotami, které jsou paraziti

hrochu.

2. Druhy skupiny S. haematobium, kterd zpiisobuje mocovou schistosomézu a jako
mezihostitele vyuziva plze rodu Bulinus. Vyskytuje se v subsaharské Africe, udoli feky Nilu,
Egypté, Stdédnu, oblasti Maghrebu a Arabském poloostrové. Do této skupiny lze zatadit
vétSinu africkych zastupct - S. intercalatum, kterd mimo Clovéka infikuje také ovce a
dobytek; S. bovis, S. mattheei a S. curassoni (Lockyer et al., 2003). Odhaduje se, Ze nejmén¢

165 miliéna kust dobytka je nakaZeno pravé témito parazity (de Bont a Vecruysse, 1997).

3. Druhy skupiny S. japonicum, ktera je rozsitena ve vychodni Asii (pouze v Japonsku byla
eradikovana), na Filipinskych ostrovech a na dalSich mistech v Indonésii (McManus a
Loukas, 2008). Mezi dalsi asijské druhy patii S. sinensium, S. mekongi, S. malayensis a

neddvno popsany druh S. ovuncatum (Attwood et al., 2002).

4. Druhy skupiny S. indicum patii do skupiny indickych druhti. Neni zndmo, Ze by néktery
druh z této skupiny infikoval ¢lovéka. Tyto druhy se vyskytuji se v Indii a ¢asti jihovychodni

Asie. Ddle sem patii S. incognitum a S. spindale (Lockyer et al., 2003).

NP

Za pozornost stoji fakt, Ze u nds rozsitené ptaci schistosomy rodu Trichobilharzia, mohou
také penetrovat kuzi Cloveéka. I pies netispéSnou infekci, kdy parazit posléze neni schopen
dlouhodobé infekce, zplisobuji cerkariovou dermatitidu a mohou pronikat dile do tkani

hostitele (Horak a Kolarova, 2001).



1.2. Zivotni cyklus schistosom

Schistosoma md dvouhostitelsky Zivotni cyklus. Na rozdil od pfevdzné vétSiny druhi
trematod jsou zdstupci schistosom gonochoristé. Samec mé ve svém téle ventrdlni ryhu tzv.
canalis gynaecophorus, ve které drzi dospélou samici (Gryseels et al., 2006; Ross et al.,
2002). Dospélci maji vélcovité télo dlouhé 7-20 mm. Ndkaza schistosomou je zptsobena
piimym stykem se sladkou vodou, ve které se vyskytuji volné Zijici invazni larvy - cerkarie.
Cerkarie (dlouhé cca 0,5 mm) nepfijimaji potravu, proto je délka jejich Zivota omezena za
ucelem vyhleddni definitivniho hostitele. Pfi penetraci kiZe hostitele cerkéarie vyuziva
proteolitické enzymy, zejména cerkdriovou elastdzu (Salter et al., 2002), vstoupi do
vldse¢nic a lymfatickych cév, kterymi se pak dostdva do plic (Wilson et al., 1978). Juveniln{
cervi, tzv. schistosomuly, migruji do portdrniho Zilniho systému, kde pohlavné dospéji
(McManus a Loukas, 2008). V misté definitivni lokalizace za¢ina produkce vajicek, ktera se
dostavaji ven z hostitele (v zdvislosti na druhu s vykaly, moci nebo u nasédlnich druhi s
nosnimi hleny) a vylihnou se z nich obrvené larvy — miracidia. Tyto larvy aktivné pronikaji
do sladkovodniho plZze. Z miracidia vznika matefskd sporocysta, kterd produkuje asexudlné
dcefinné sporocysty, ze kterych jsou v kone¢né fizi uvolnény infekéni cerkarie do vodniho

prostiedi.
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Obr. 2: Zivotni cyklus schistosomy (Zdroj: CDC, 20.8. 2011).



1.3. Symptomy nakazy a imunitni odpovéd’ hostitele

Zdrojem pienosu schistosomdzy je ¢lov€k nebo jini savci, ktefi kontaminuji vodu stolici a
moéi. Clovék se miZe nakazit jakymkoliv kontaktem s vodou s cerkdriemi. Vlastnimi
patogennimi agens nejsou jen samotné migrujici schistosmuly a poté dospélci, ale pfedevsim
jejich vajicka. Z vaji¢ek uvolilované molekuly stimuluji lokdlni zanétlivou reakci a tvorbu
granulomd, z ¢ehoZ vznikaji spleno- a hepatomegalie (Forstl et al., 2003). Prvni tzn. invazni
stddium nemoci je spojené se vznikem cerkdriové dermatitidy, ndsleduje akutni stadium
(Katayama syndrom), pifi kterém migruje schistosomula télem hostitele a pokud je
doprovdzeno symptomy, jsou to piedevSim horecka a bolesti svalli. Nasleduje chronické
stddium, béhem kterého dochdzi k imunitni odpovédi k vajickim (McManus a Loukas,
2008). Symptomy nemoci zahrnuji periportdlni fibrézu, portdlni hypertenze, urindrni
obstrukce, karcinomy, sterilitu, podvyZivu a vyvojovou retardaci (Pearce a MacDonald,
2002). Podle lokalizace nakladenych vajicek rozeznidvdme mocovou, stfevni a jaterni

schistosomo6zu, vzacné se mohou vyskytovat i poruchy CNS (Forstl et al., 2003).

V zavislosti na jednotlivych fazich choroby se li$i imunitni odpovéd’ hostitele. V prvni fazi,
kdy nedochézi k produkci vajicek, je dominantni imunitni odpovéd’ typu Thl a trva asi 3-5
tydnt. V dalsi fazi (po 5-6 tydnech), kdy parazit dospiva a zacina produkovat vajicka, se
imunitni odpoveéd’ vyrazné méni: mnozstvi Th1 komponent se snizuje a vznika Th2 imunitni

odpovéd’. Béhem chronické faze nemoci je Th2 modulovédna a granulomy, které se formuji

VVVVVV
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neschopnosti vytvéret granulomy a persistence vysoce prozanétlivé Thl imunitni odpovédi
mimo akutni faze infekce a vyvoje hepatotoxického efektu na jatra (Fallon et al., 2000).
Granulomy zprosttedkované Th2 chrani hepatocyty, ale dovoluji vyvoj jaterni fibrézy. Th2
imunitni odpoved’ je téZ spojend s prirozené ziskanou rezistenci k reinfekci touto parazitarni

nakazou (Pearce a MacDonald, 2002).

Za zminku také stoji, Ze hore¢naty prubéh nemoci v akutni fazi infekce se daleko cCasté&ji
vyhybd jedinciim, ktefi Ziji v endemickych oblastech schistosomézy, neZ jedincim, ktefi
nebyli dfive vystaveni ndkaze. Vysvétlenim je, Ze jedinci v endemickych oblastech, prodélali
senzibilizaci in utero nasledkem materndlni infekce. Ukazuje se tak, Ze odpovéd’ plodu je
fenotypicky podobnd odpovédi matky (King et al., 1998; Malhotra et al., 1997).

MoV

Predchéazejici Th2 odpovéd u téchto déti zapiiCiiuje méné pravdépodobny vyvoj



prozanétlivé odpovédi v prvnim stddium schistosomdrni infekce (Pearce a MacDonald,

2002).

Bézné pouZzivanou terapii je 1éCivo praziquantel. Jedna se o chinolinovou slouc¢eninu, kterd je
resorbovand ve stievé a metabolizovand v jatrech a kterd pisobi na vSechna stddia
schistosom (Forstl et al., 2003). Po mnoho let se také pracuje na vyvoji vakcin. A

v neposledni fad¢ je zde snaha o vyvoj alternativnich 1é¢iv (Caffrey a Secor, 2011).

Z hlediska vyvoje ucinné vakciny je dilezity vyzkum hostitelsko-parazitdrnich interakci.
Schistosoma napadd svého definitivniho hostitele, je s nim v bezprostiednim kontaktu a jeji
povrchova vrstva - tegument s nim aktivné interaguje. Tegument je dynamickd vrstva (viz
niZze), kterd se ucastni vyZivy, imunitni modulace, exkrece a osmoregulace a pfijmu a
pfevodu senzorickych signdli (Jones et al., 2004). Molekuly tegumentu mohou byt
vyznamnym voditkem k pozndni biochemie, fyziologie a tnikovych strategii parazita pred
rozpoznanim imunitnim systémem hostitele. DtlileZitou souCdsti obranné strategie parazita
jsou téz bioaktivni molekuly, které se podileji na vasokonstrikci, vasodilataci, tkdnové a

bunécné invazi a imunomodulaci.

2. Parazitarni molekuly S. mansoni vyznamné pro hostitelsko-parazitarni interakce
2.1. Strukturni molekuly
2.1.1. Organizace tegumentu a jeho funkce

Tegument schistosomy je syncytium, které pokryva celé télo parazita. Tegumentdlni
cytoplazmatickd vrstva leZici pod povrchem membrany obsahuje mimo jiné diskoidni
téliska a multilaminatni vesikuly (Wilson a Barnes, 1974b). Cytoplazma tegumentu je
spojend mikrotubuly s tély bun€k, tzv. cytony, které lezi pod periferni vrstvou svali. Pro
tegument helminti nachdzejicich se v krevnim fecisti je typicky multilamindrni charakter.
Jednd se o adaptaci k preziti v tomto prostfedi. Wilson a Barnes (1974b) navrhovali, Ze se
jednd o heptalamindtni strukturu. Pozdé&ji se vSak ukdzalo, Ze se jednd o dv¢ blizké lipidické
dvojvrstvy ve form¢ obvyklé plazmatické membrany (Wilson a Barnes, 1974a). Obsah
multilamindrnich vesikuli by proto mohl byt povazovidn za membrandzni ekvivalent
glykokalyxu. Z tohoto diivodu se pro vné&jsi dvojvrstvu pouZziva termin membranokalyx

(Wilson a Barnes, 1974a).



apm  apical plasma membrane
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Obr.3: Schéma struktury tegumentu schistosomy (Zdroj: Skelly a Wilson, 2003).

Produkty vychézejici z tegumentu jsou sdileny hostitelskym krevnim fecist€ém; v séru
nakazenych zvitat byly prokdzany protilatky proti tegumentdlnim proteinim (Brindley a
Sher, 1987). Stdle vSak zistdvd nejasné, zda je tegument terCem primdrni reakce
antiparazitarni imunity. Na povrchu schistosom byly sice nalezeny protildtky, ale hodné jich
je vazanych pres Fc doménu. To déla protilatky nedostupné napi. pro slozky komplementu

nebo imunitni efektorové bunky (Loukas, 2001).

Jak parazit migruje hostitelem, membranokalyx zachytdva hostitelské makromolekuly a vaze
tak napf. antigeny krevnich skupin a tkdni. Podle jedné z hypotéz se hranicni vrstva
odlucuje, a tak se minimalizuje pfistup hostitelskych protildtek a bunék. Stejné jako
bakteridlni glykokalyx se membranokalyx chrdni pfed imunitni odpovédi riznymi
mechanismy, napfiklad sniZzenou celuldrni adhezi a ochranou proti pisobeni komplementu

(Skelly a Wilson, 2003).

Ziskavani molekul hostitele probihd diky pfimému fyzickému kontaktu - diky hydrofobicité
membranokalyx parazita. Dusledkem toho je, Ze schistosoma ziskdvd antigeny uz b&hem
penetrace kiize, MHC molekuly, kdyZ se dostavéd do plicni mikrovaskulatury a glykolipidy z
erytrocyti skrze krevni ob&h (Skelly a Wilson, 2003). Tim, Ze parazit ziskdva hostitelské

molekuly, se snazi sdm sebe zamaskovat. Jednak tim muze branit rozpoznavani imunitniho



systému hostitele a ndsledné indukci protiparazitarni imunity a také tim miiZze maskovat své

povrchové proteiny pied dtokem efektorovych mechanismti imunity (Skelly a Wilson, 2003).

Mezi hostitelské antigeny patii napiiklad a2-makroglobulin. Jednd se o silny protedazovy
inhibitor, ktery se nachdzi v krevnim ob¢hu. Jeho pifitomnost prokdzala protildtka proti a2-

makroglobulinu na povrchovych strukturdch dospélct schistosomy (Kemp et al., 1976).

Mezi dal$i molekuly, které se nachdzi na povrchu tegumentu a pochazeji od hostitele, patii
napt. faktory komplementu, konkrétné¢ 70 kDA delay accelerating faktor (DAF). DAF
umoznuje vyhnout se aktivaci alternativnich drah komplementu (Pearce et al., 1990), kde
DAF na povrchu membrany inhibuje aktivitu komponent komplementu, C3 a C4 konvertazy
a muZze tak zabrdnit nahromadéni membranového efektorového komplementu (MAC). C3
konvertdza se nachdzi na povrchu tegumentu (Braschi et al., 2005) a muze byt téz
inaktivovdna regula¢nim proteinem komplementu (CRP). CRP parazit ziskavd z plazmy

hostitele (Skelly a Wilson, 2003).

2.1.2. Molekuly se strukturni funkci

Ve svalovych bunkédch schistosomy byly nalezeny makromolekuly paramyosinu.
Paramyosin je myofibrilarni glykoprotein, ktery interaguje s c¢astmi komplementu a
imunoglobulinem a tlumi tak imunitni odpovéd’ hostitele (Skelly a Wilson, 2003). V piipadé
mysi imunizovanych rozpustnym extraktem parazita byl paramyosin cilem humoralni
imunitni odpovédi (Pearce et al., 1986). Posledni proteomickd analyza vSak naznacila, Ze se

nenachdzi na povrchu tegumentu schistosomy (van Balkom et al., 2005).

Protein Sm23, obsahuje ¢tyfi transmembranové oblasti (Wright et al., 1990) a tim se fadi do
tetraspaninové rodiny. Tetraspaniny hraji vyznamnou udlohu v buné¢né adhezi, migraci a
preziti a navazani protilitek na tyto proteiny muze spustit zmény v fosforyla¢nich
schématech bun¢k (Maecker et al., 1997). Protein Sm23 byl nalezen u cerkaérii, schistosomul
a dospélct. U laboratornich zvifat imunizovanych timto proteinem se v experimentdlnich
podminkdch vyvinula ochrannd imunitni odpovéd. Protildtkovd ochrana proti tomuto

proteinu je spojend s Th1 typem imunitni odpovédi (Da’dara et al., 2001).

SmTSP-2 a SmTSP-1 jsou tetraspaniny, které byly nalezeny na povrchu S. mansoni.
Rekombinant TSP-2 je rozpoznavan IgGl a IgG3 (ne vSak IgE) pfirozen¢ rezistentnich

jedinct, ale neni rozpozndvdn IgG chronicky infikovanymi jedinci. Po vakcinaci



laboratornich mysi rekombinantnimi proteiny bylo zaznamendno signifikantn¢ sniZené

procento patologickych jevii zpisobenych infekci (Tran et al., 2006).

Superoxid dismutaza (SOD) byla imunolokalizovdna v tegumentu a subtegumentalni tkani
dospélct S. mansoni. SOD inhibuje toxicitu granulocytli pro metabolickou aktivitu ve
vajickach a lihnuti (McManus a Loukas, 2008). cDNA kdédujici SOD se signdlnim peptidem
byla naklonovdna z S. mansoni a tento rekombinantni protein byl rozpoznin séry

infikovanych lidi (Simurda et al., 1988).

FABP (fatty acid binding protein) je cytozolicky protein lokalizovany v bazdlni laminé
tegumentu a ve stfevnim epitelu schistosomul a dospé€lcti (Brito et al., 2002). Vyvolava

signifikantni zvySeni IgG3 a také indukuje produkci INF-y (McManus a Loukas, 2008).

Protein A1.12/9 patii do skupiny graninovych proteini a pravdépodobné by mohl regulovat
hostitelsko-parazitarni interakce, konkrétn¢ zasahovanim do sekrece proteini hostitele.
Nachdzi se na neuronech a na sensorickych receptorech cerkarii a stadii obyvajici savce

(Havercroft a Smith, 1993).

"Spine glykoprotein'' byl nalezen pomoci monoklondlnich protildtek a to pievazné, jak
napovida ndzev, v blizkosti trnii samce a samicky (Norden et al., 1982). Neni vSak dplné
jasné, jestli se "spine glykoprotein" nachdzi na povrchu membrany parazita, a je mozné, Ze

trny byly pfipravou experimentu mechanicky poskozeny (Skelly a Wilson, 2003).

Sm25 je hlavnim cilem protilatek, které se objevi u mysi po vakcinaci extraktem z
tegumentdlni membrany dospé€lc schistosomy. Titr anti-Sm25 protildtek tvofenych v
mySich koreluje s mirou ochrany (Smithers et al., 1989). Podle Ali a kol. (1991) je Sm25

integralni membréanovy glykoprotein.

Sm29 je protein s nezndmou funkci, ktery ma C termindlni transmembranovou doménu
(McManus a Loukas, 2008). Je rozpozndvan protildtkami pfirozené rezistentnich jedinct.
Rozsah selektivity neni tak Siroky jako u SmTSP-2, pfesto by mohl fungovat jako d¢inna

rekombinantni vakcina (Loukas et al., 2007).

Calpain je intraceluldrni cysteinova protedza (viz kapitola 3.2 Proteolytické enzymy). I kdyz
sama o sob¢ neplni strukturni funkci, je spojend s vnitini membrénou (Braschi a Wilson,

2006). U zvitat vakcinovanych calpainem doSlo k produkci IgG a IgM protilatek a zvySeni



produkce cytokini béhem Thl a Th2 imunitni odpovédi. Dominantni protektivni imunitni

odpovéd’ ke calpainu byla Thl typu (Ahmad et al., 2009).

Mezi dalsi molekuly se strukturni funkci patii napi. tetraspanin B, annexin, Sm200,

Sm11921 a tetraspanin Sm07392 (Braschi a Wilson, 2006).

2.2, Bioaktivni molekuly S. mansoni
2.2.1. Vasoaktivni molekuly

Vyznamnym uc¢inkem schistosomy na konecného hostitele je modulace funkce obéhového
systému, mezi néZ patii vasokonstrikce a vasodilatace, které jim umoZni pohyb v malych
kapilarach. Schistosomy dokdaZzi tidit tonus cév a predpoklada se, Ze je to pomoci molekul,
kterymi mohou byt enzymy, sekretované peptidy, derivity aminokyselin, lipidy, plynné
molekuly a nebo vlastni metabolity parazita (Da’dara a Skelly, 2011). Zda nékteré z
uvedenych molekul sekretovanych parazitem jsou opravdu ucinné na vaskuldrni systém
hostitele vSak nebylo doposud pifimo dokdzano. Neékteré latky také mohou byt pouze
produkty metabolismu parazita (Da’dara a Skelly, 2011).

2.2.1.1. Kininy

Kininy vznikaji z kininogeni pisobenim specifickych enzymii - napf. plazmového
kallikreinu (viz niZe). Vyznamné pusobi jako vasoditatitory, ¢imz zvySuji permeabilitu cév
(Carvalho et al., 1998). Enzym s aktivitou podobnou kallikreinu, regulujici hladinu kininil,
byl lokalizovan na povrchu tegumentu S. mansoni, coz potvrzuje jeji schopnost regulovat
prachodnost cév (viz kapitola 3.4.2. Enzym sK1 s kallikreinovou aktivitou) (Cocude et al.,

1999).

2.2.1.2. Biogenni aminy

Histamin patii mezi nejvyznamnéj$i neuroaktivni latky v obratlovcich i bezobratlych
Zivocisich a dokaze piisobit jako silny vasodilatator. V dospélcich schistosom se nachdzi v
perifernim nervovém systému (El-Shehabi a Ribeiro, 2010). Hypoteticky by mohla ovlivnit
hostitelsky histaminovy signaliza¢ni systém. Zda ale schistosoma dokaze fidit vaskuldrni

funkce sekreci histaminu do svého okoli, je zatim nezndmé.

Serotonin patii mezi ubiquitinové neuroaktivni agens. Nachazi se v krvi obratlovct a piisobi

jako silny vasokonstriktor (Da’dara a Skelly, 2011). S. mansoni ma funk¢ni tryptofanovou



hydroxyldzu (enzym, ktery se ucastni biosyntézy serotoninu), kterd ukazuje, Ze paraziti maji
aparat k syntéze tohoto metabolitu (Hamdan a Ribeiro, 1999). Mimo toho maji také

schistosomy schopnost exogenniho importu serotoninu (Bennett a Bueding, 1973).

2.2.1.3. Eikosanoidy

Eikosanoidy se podileji na fizeni mnoha funkci v organismu, véetné vaskularniho systému.
Existuji Ctyfi skupiny eikosanoidii - prostaglandiny, prostacykliny, thromboxany a
leukorieny. Schistosomy maji schopnost tyto latky syntetizovat a sekretovat do svého okoli
(Angeli et al., 2001); mnohé z nich mohou pusobit jako inhibitory hostitelské imunitni
odpovédi (Salafsky a Fusco, 1987). Napftiklad prostaglandin D, (PGD,) a prostaglandin E,
(PGE,), které jsou vypoustény larvami a dospé€lci schistosom, jsou silnymi vasodilatatory
(Giles a Leff, 1988). Dalsi eikosanoidy jako napftiklad leukotrien B4 (LTB4) a leukotrien Cq4
(LTC,), které mohou fungovat jako vasokonstriktory (Back, 2007; Back, 2002).

2.2.14. Oxid dusnaty a syntazy oxidu dusnatého

NO je plynny medidtor ucastnici se ruznych fyziologickych procest, vcetné¢ nervové
komunikace. Na vzniku NO se podili syntdzy oxidu dusnatého (NOS). Tyto enzymy jsou
vysoce reaktivni, prochdzeji skrz membrianu volnou diftizi a velice rychle podléhaji
degradaci. NO, ktery je toxicky pro mnoho patogentl, vznikd a je uvolnovan nékolika typy
efektorovych bun¢k imunitntho systému. Z hlediska vasoaktivity NO vychazi z
endotelidlnich bun¢k, uvoliiuje cévy hladké svaloviny a tim zpusobi vasodilataci (Da’dara a

Skelly, 2011).

Imunoreaktivni NOS byly detekovany u dosp€lct S. mansoni (Kohn et al., 2001; Long et al.,
2004) a to zejména v hlavnich nervovych drahédch, v perifernim nervovém systému a v
senzorickych neuronech. NOS byly také nalezeny v Cdsti gastrointestindlniho traktu a
povrchu parazita (Kohn et al., 2001), coZ naznacuje Ze by se mohly podilet na hostitelsko -

parazitarnich interakcich, naptiklad pfijimani NO od hostitele.

V dusledku toho, Ze mohou schistosomy pusobit v cévach piekdzky, dochdzi k naruseni
proudéni krve, vcetné zvySené rychlosti toku kolem endotelia. To vede ke stimulu
uvolnovani NO endotelidlnimi buiikami a NO jako vasodilatitor pomdhd obnovit pratok

krve (Guyton a Hall, 2006).
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2.2.1.5. Vaskularni Fizeni ionty a produkty metabolismu

Mezi vasoaktivni ionty patii napiiklad véapnik, jehoZ zvySend koncentrace muZe zplsobit
vasokonstrikci (Gyuton a Hall, 2006). Na druhé stran¢ zvySeni draselnych iontli, iontil
hot¢iku nebo koncentrace vodikovych iontl muze zpisobit vasodilataci a to prevazné
utlumenim kontrakci hladké svaloviny. Také zvySend koncentrace CO, muZe zpusobit
vasodilataci (Guyton a Hall, 2006). Z produkti metabolismu patii mezi vasodilatatory
napiiklad laktidt (Hein et al., 2006), adenosin (Gebremedhin et al., 2010) a acetylcholin
(Treiber et al., 2005). Uvolnéni velkého mnoZstvi laktitu a vodikovych ionti do okoli
parazita miZze mit také silny vasodilataéni Géinek. Cinnost sodno-draselné ATP4zy miiZze mit
kromé své primérni funkce také lokalni vasodilatacni efekt (Skelly a Wilson, 2003). Podobné
také pritomnost tegumentalnich fosfatdz, které podnécuji vznik adenosinu a jeho uvoliiovani
do okoli a podporuji tak vasodilataci (Bhardwaj a Skelly, 2009). Pfitomnost aktivni
acetylcholinesterazy na povrchu parazita pravdépodobné ovliviiuje lokdlni koncentraci

acetylcholinu (Camacho et al., 1996) s moZnymi nasledky na vaskuldrni tonus.

Dalsi velice dualezitou skupinou bioaktivnich molekul parazita jsou protedzy, které se ucastni
hostitelsko-parazitarnich interakci. Tyto molekuly mohou téZ slouzit jako instrumentélni pro

farmakologicky vyzkum. Protedzam je vénovana ndsledujici kapitola.

3. Proteazy

Protedzy (proteolytické enzymy, peptidazy, peptidové hydroldzy) jsou nezbytnou soucasti
vSech Zivych organismil. Tyto enzymy patii mezi hydroldzy a déli se podle piislusného
katalytického mechanismu peptidové vazby na serinové, cysteinové, aspartitové a
metaloprotedzy (Wiliamson et al., 2003). Udastni se velké $kdly biologickych procest
parazita, napf. usnadiiuji penetraci kize hostitele, tiCastni se procesu piijmu Zivin, pomahaji
parazitovi vyhnout se zni¢eni imunitnim systémem hostitele degradaci protilatek vazanych
na Fc receptor na povrchu schistosomuly a poméhaji chranit schistosomulu pfed zni¢enim
komplementem (Marikovsky et al., 1988). Dalsi hypotézou je, Ze nckteré protedzy (zejména
serinové) moduluji odpovéd’ imunitniho systému hostitele a reguluji syntézu IgE (Cocude et
al., 1999). V piipad¢ hematofdgnich parazit, mezi néZ patii schistosoma, maji vyrazny podil
na degradaci hemoglobinu, ktery je degradovdn kaskddou protedz zazivaciho traktu

(Williamson et al., 2003).
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3.1. Aspartatové proteazy

Aspartdtové protedzy jsou nejvice konzervovanou skupinu protedz. Patfi mezi né mimo jiné
v lysosomu ptisobici cathepsin D. U hematofagnich parazitii jako je napiiklad plazmodium
nebo klistata se cathepsin D vyrazné¢ podili na degradaci hostitelskych proteinii krve
(Delcroix et al., 2006, Caffrey et al., 2004). Ve schistosomdach jsou aspartitové proteazy
odpovédné za prvni krok v degradaci hostitelova hemoglobinu (Delcroix et al., 2006).
Cathepsin D je exprimovdn v gastrodermis dospélcli, vice u samic schistosom,

pravdépodobné tak pokryva zvySené metabolické pozadavky na produkci vajicek.

3.2. Cysteinové proteazy

Cysteinové protedzy jsou charakterizovany piitomnosti cysteinu, histidinu a asparaginu v
misté katalytického jadra (Rawlings a Barret, 2004). Podili se na esencidlnich fyziologickych
procesech parazita jako napt. penetrace klize hostitele, digesce proteint hostitele a unik pred
imunitni odpovédi. Vyskytuji se Casto ve velké mife v ESP (excretory-secretory products),
proto jsou povazovany za nadéjné serodiagnostické markery a kandidéty na ptipravu vakciny
nejen proti schistosoméze (McKerrow et al.,, 2006). U schistosom jsou prevazné
charakterizovany v souvislosti se sttevnim metabolismem (Caffrey et al., 2004). Jsou zde
napt. cathepsiny L, F, B, C patiici do papainové rodiny, asparaginylové endoprotedzy

(Delcroix et al., 2006) a déle jiz zminované calpainy.

3.3. Metaloproteazy

Tyto enzymy jsou zdvislé na pfitomnosti kovu - nejCastéji ionty zinku a mé&di. U S. mansoni
byla detekovana leucyl aminoprotedza (LAP). LAPs mohou pravdépodobné participovat na
traveni hemoglobinu a na reorganizaci povrchové membrany, jejich aktivita je téZ spojend s
vajicky parazita (McCarthy et al., 2004). Podle MEROPS databaze existuje dipeptidyl
protedza III (DPP III), jejiz sekvence byla zatim pouze nalezena v genomové databazi S.

mansoni (Kasny et al., 2009).

3.4. Serinové proteazy

Serinové protedzy jsou u plathelminti méné obvyklé, u savci béZné. Ve schistosoméch byly
serinové protedzy detekovany v cerkariich, schistosomuldch a dospé€lcich. Serinové protedzy
participuji v mnoha fyziologickych procesech (Verwaerde et al., 1986; 1988). Skladaji se ze
tii domén: katalytické domény, substrat véazajici domény a zymogenové aktivacni

prodomény. Katalytické jadro je slozené z katalutické triddy histaminu, asparaginu a serinu
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(Kasny et al., 2009). Jsou syntetizovany jako neaktivni prekurzory, zymogeny. K aktivizaci

enzymu je nutné odStépeni zymogenové prodomény (N terminélni prodlouzeni).

Serinové protedzy nebyly u trematod doposud piiliS popsané, vyjimku tvoii cerkdriova

elastdza, kterou se zabyvalo n¢€kolik desitek studii.

3.4.1. Cerkariova elastaza

Cerkariové elastdza patii do skupiny "chymotrypsin-like" protedzy (Kasny et al., 2009).
Dokéaze stépit zdkladni komponent kize - elastin (Salter et al., 2000). Elastizy z
preacetabuldrnich penetracnich Zlaz cerkérie hraji stéZejni roli pfi penetraci cerkdrie do
hostitele (Curwen a Wilson, 2003). Cerkdriové elastdza je nejhojnéji sekretovany enzym
cerkérii S. mansoni. Byla zjiSténa t€Z u S. douthitti a S. haematobium. Nebyla identifikovana
u S. japonicum (Dvoftdk et al., 2008). Bylo prokdzano, Ze cerkériova elastdza hraje dileZitou
roli pii uniku pfed imunitnim systémem hostitele a to Stépenim hostitelskych

imunoglobulini (Darani et al., 1997).

3.4.2 Serinové proteazy trypsinového typu

Trypsinové protedzy S. mansoni, jinak nazyvané kallikrein-like protedzy, sdili vyznamné
sekvencni homologie se savéim plazmovym kallikreinem. Savc¢i kallikreiny jsou bézné
serinové endoprotedzy, které se ucastni déju jako napt. zpracovani bioaktivnich peptidd,
sraZeni krve a zvySeni miry glykosylace IgE vazajicich faktori. V MEROPS databazi je
okolo 142 zaznam pro trypsinové protedzy, pfevazné lidskych, mySich a krysich (Kasny et
al, 2009). Jedinou ¢astecn¢ popsanou serinovou protedzou trypsinového typu u trematod je S.
mansoni serine protease 1 (SmSP1) (Sm GeneDB, http://www.genedb.org/genedb/smansoni,

18.3.2012).

3.4.2.1. SmSP1

Identifikace

Cocude a kol. (1997) izolovali ¢4st sekvence serinové protedzy (SmSP1), ktera byla ziskdna
pomoci metody PCR z genomové DNA pouzitim degenerovanych oligonukleotidovych
primeri na zdkladé konzervovaného aktivniho mista téchto enzymid. SmSP1 byla

identifikovdna na drovni mRNA v dospélcich, cerkdriich a schistomuldch S. mansoni

metodou RT-PCR.
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Molekularni charakterizace

Sekvence aminokyselin (156 AA) vykazovala podobnosti s mnoha serinovymi protedzami,
zejména se savéim plazmovym kallikreinem. Analyzou sekvenci bylo prokdzano, Ze SmSP1
je vice ptibuznd savéimu kallikreinu (42 % podobnost s netopyiim tkanovym plazminogen
aktivatorem) nez cerkarivé elastize (26% podobnost). Na zdkladé porovnani sekvenci
aminokyselin vykazovala SmSP1 s myS$im plazmovym kallikreinem 35% podobnost. SmSP1
byla téz sekretovdna do kultivaéniho média. Cast molekuly byla vyprodukovéna
rekombinatné a byla pouZita k vytvoreni protilatek. Metodou Western blot bylo potvrzeno,
Ze antisérum proti rSmSP1 specificky vyvolalo reakci s antigenem o velikosti 30 kDa, cozZ je
pfedpoklddand velikost této serinové protedzy (Cocude et al., 1997). K ovéteni sekvencni
homologie SmSP1 a sav¢iho kallikreinu bylo pouzito kiiZové imunoreaktivity. Kallikrein
ziskany z praseci slinivky byl rozpoznan protildtkami proti rfSmSP1. Z toho vyplyva, Ze je
tento protein schopny tvofit kiiZové reaktivni protilatky (Cocude et al., 1997). Cely gen
kéduje chimerickou molekulu matriptdzového typu s jednou CUB extraceluldrni doménu,
jednim LDL vézajicim receptorem a trypsinovou doménou na C konci molekuly. Obecné
matriptdzy maji netypickou N termindlni transmembrdnovou ¢ast, cubulin sekrecni doménu
(CUB) a LDL vazdjici doménu (LDLr) domény a trypsinovou doménu. Matriptazy jsou u
savcl exprimovdny v tkdnich epitelidlniho ptivodu a maji podil na mnoha biologickych
procesech, kde je uplatnéna proteolyza - napt. degradace extracelularni matrix, aktivace
plazminogenu a hepacytového rastového faktoru pres urokindzy atd. To se uplatiiuje v
mnoha procesech jako je koagulace, bunécnd proliferace, vyvoj, morfogeneze, obnova tkani

a rakovinna proliferace (Cocude et al., 1999).
Homologie se serinovymi proteazami

Sekvence SmSP1 vykazuje jistou podobnost s regulaénimi serinovymi protedzami,
plazmovym kallikreinem, plazminogenem a lidskym komplement faktorem I (Dvordk,
osobni sdé€leni). Podobnd je pouze Cast ORF a zahrnuje pouze "lehky fetézec" kodujici
proteolytickou doménu. Nejvyraznéjsi homologie obklopuji zbytky katalytického jadra (His,
Asp, Ser), vcetné¢ nékolika cysteinovych, glycinovych a prolinovych zbytkd. SmSP1
sekvence trypsinové domény je sama o sob& dostacujici k vytvofeni aktivniho enzymu

(Cocude et al., 1999).

Podle Cocude a kol. (1999) podobnosti sekvence SmSP1 s plazmovym kallikreinem souvisi

pravdépodobné¢ s modulaci imunity. Kallikreinova aktivita hraje dlohu v aktivaci B
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lymfocyti nebo v jejich diferenciaci. Kallikrein-like faktor, oznaCovany jako faktor, ktery
prispiva k vyssi mife glykosilace, pravdépodobné indukuje IgE-potentiating faktor, ktery
usnadnuje diferenciaci pamétovych B lymfocytii (Ishizaka et al., 1985). Kallikrein miZe
pfedstavovat & receptor modulating protein-like aktivitu a je tak schopny zvysit mnoZstvi
produkovanych IgE a IgG1 stimulovdnim B lymfocyti (Matsushita a Katz, 1993). Podle této
hypotézy je SmSP1 schopny regulovat syntézu IgE, proto by snad tato protedza mohla mit

potencidlni imunomodulac¢ni vlastnosti.

Dalsi hypotetickd funkce SmSP1 souvisi se sekvencni homologii s lidskym komplement

faktorem I, proto by mohl byt zahrnut v regulaci drah komplementu (Cocude et al., 1999).

Taktéz cast ORF (open reading frame) o rozsahu 165 bp, jak jiz bylo uvedeno, sdili
podobnost s repetitivni sekvenci pro lidsky LDL receptor tifidy A, ktery je pfitomny v
extracelularnich doménach (Yamamoto et al., 1984). Tato opakujici se struktura je sloZend z
6 cysteinovych zbytkl, které se také nachdzi v tézkém fetézci faktoru I a fragmentu

komplementu C9 (Catterall et al., 1987).
Lokalizace

Pouzitim krysiho antiséra proti rekombinatni SmSP1 molekule (rfSmSP1) byla protedza
detekovdna na povrchu samct a parenchymu obou pohlavi. To naznacuje, Ze by mohla
SmSP1 byt sekretovdana do externiho prostfedi (Cocude et al., 1999). SmSP1 je vyvojové
regulovand. SmSP1 je exprimovand ve vSech Zivotnich staddiich S. mansoni. Maximalni
exprese tohoto genu byla detekovana v dospélcich (Obr. 4) (Dvotédk, dosud nepublikovano).
MnozZstvi SmSP1v SRP (schistosomula released products) podporuje hypotézu, ze SmSP1
by mohla fungovat jako elastdza pii pronikani do tkani hostitele a také se ucastnit ochrany

pied odpovédi imunitniho systému hostitele.
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Obr.4: Exprese SmSP1 béhem zivotniho cyklu S. mansoni (NTS = in vitro transformované

schistosomuly) (Zdroj: Dvotédk, dosud nepublikovano).

SmSP1 je vylucovana schistosomulou a je tak potencidlnim cilem pro imunitni odpoveéd'.
Metodami Western blot a ELISA nebylo ziskdno pozitivnich vysledki na piitomnost
specifickych protilatek proti SmSP1, coz koreluje s nizkou immunoreaktivitou proti jinym

serinovym protedzadm S. mansoni (Cocude et al., 1999).

3.4.2.2. Enzym sK1 s kallikreinovou aktivitou

Podle Carvalho et al. (1998) byl izolovan z homogenétu dospélct S. mansoni enzym sK1 (66
kDa), ktery dokaze odStepit bradykinin z krysiho plazmového kininogenu a hydrolyzovat
kallikreinovy d-Pro-Phe-Arg-p-nitroanilidovym substrat. Bradykinin a jemu podobné latky
jsou silné vasodilatitory, které dokdzou zpusobit hypotenzi. Ufastnici se procesi
kardiovakuldrniho systému, jako je napt. kapilarni propustnost, regulace tekutinové a
elektrolytické rovnovdhy (Cuthbert a Margolius, 1982) a zéanétlivych reakci (Sharma a
Mohsin, 1990). Vznikaji v krvi a tkanovém moku reakci kallikreinu, ktery roz$tépuje malé
polypeptidy z kininogenu v a-2 globulinoyvh frakcich (Fiedler, 1979). Pfitomnost kinin
produkujicich enzymi S. mansoni je dilezitd pro migraci parazita v cévach hostitele.
Dospélci S. mansoni jsou mnohondsobné vétsi neZ primér cév, proto je potieba molekul,

které maji vasodilatacni ucinek.

Podle fyzikdlnich a chemickych vlastnosti molekuly sK1 se usuzuje, Ze se jednd o serinovou
protedzu trypsinového typu. sK1 je soucasti povrchu tegumentu a jeho aktivita je
mnohondsobn¢ vyssi v samcich nez v samicich schistosomy. Samice Ziji v canalis

gynaecophorus samce a krom¢ kladeni vaji¢ek se nepohybuji hostitelovou vaskulaturou. V
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krysim laboratornim modelu ma periferni vasodilata¢ni ucinek, ktery mize mit efekt i na
svého pfirozeného hostitele a umoziiovat tak parazitim snaz$i pohyb vaskulaturou hostitele

(Carvalho et al., 1998).

3.4.2.3. Plazmin-like proteaza

Vajicka schistosom maji vliv na agregaci a aktivaci krevnich desti¢ek v krvi hostitele.
Krevni desticky interaguji s vajicky b&hem jejich exkrece (Ngaiza a Doenhoff, 1990).
Aktivace krevnich desticek je zpusobena trombinem, ktery pfeménuje fibrinogen na
fibrinové monomery (De Gaetano a Cerletti, 2002). Podle Doenhoffa a kol. (2003) obsahuje
extrakt z vajicek S. mansoni fibrinolytickou aktivitu. Podobnd aktivita nebyla zjiSténa
v cerkariich ani v dospélcich schistosomy. Nalezeny proteolyticky enzym (27 kDa) je
svoji fibrinolytickou aktivitou spiSe podobny lidskému plazminu neZ jinym serinovym
protedzdm — trypsinu, chymotrypsinu a elastdze. Ukdzalo se, Ze antisérum proti lidskému
fibrinogenu obsahuje protilatky, které reaguji s mySim fibrinogenem. Tento enzym se
pravdépodobné podili na zméndch metabolismu fibrinogenu hostitele, které vznikaji jako
dasledek infekce parazitem. Fibrinolyticka aktivita vajicek pravdépodobné vyrovnava jejich
thrombogenicky potencidl (Doenhoff et al., 2003). Dal$i hypotézou je, Ze modulace
metabolismu fibrinogenu je faktor v neddvno objeveném antiatherogenniho tucinku, ktery

vyvolavaji schistosomy (Doenhoff et al., 2002).

3.4.3. Prolyl-like proteazy

Prolyl endoprotedzy (POP) jsou serinové endoprotedzy s vysokou substratovou specifitou
pro vnitini peptidické déleni na C termindlni strané¢ prolinového zbytku. POP jsou hojné
roz8iteny mezi organismy, véetné ¢loveka, kde je jejich nejvétsi koncentrace v mozku (Gass
a Khosla, 2007). Maji schopnost hydrolyzovat bioaktivni neuropeptidy (Cunningham a
O’Conor, 1997). Presna funkce vSak neni zatim zndma. Vyskyt téchto enzymu byl potvrzen i
u Trypanosoma cruzi, kterd zptisobuje Chagasovu chorobu (Morty et al., 1999). Tc80 je
zahrnutd v invazi parazita do hostitele, dikazem je sniZend schopnost pronikdni trypanosomy
do hostitelskych buné€k po plsobeni specifickych Tc80 inhibitorti (Bastos et al., 2005). Z

tohoto diivodu je povaZovén za perspektivni cilovou molekulu pro vyvoj 1éCiv.

POPs maji atomovou hmotnost 70-80 kDa a se sklddaji se ze dvou hlavnich domén: z
katalytické peptidizové domény s o/p hydroldzovym foldem a katalytickym jadrem a
typické "B-propeller” domény s cylindrickym tvarem, ktery kryje aktivnim misto (Fulop et

al., 1998). V genomové databdzi byla nalezena sekvence Smp_011590, kterd by mohla byt
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homologem Tc80 a sav¢ich POPs. Usuzuje se tak podle profilovéni jeji aktivity (viz Obr. 4)

(Dvorak, osobni komunikace).
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Obr. 4: Graf zndzornujici relativni aktivitu POPs v jednotlivych Zivotnich stddiich
schistosomy (NTS = in vitro transformované schistosomuly) (Zdroj: Horn a Dvotdk, dosud

nepublikovéno).

Z grafu je patrné, Ze se aktivita SmPOP , kterd je obsaZena v extraktech schistosomy, méni

Vv,

béhem Zivotnich stadii S. mansoni. Nejvyssi aktivitu ma extrakt ziskany z dospé€lct a in vitro

transformované schistosomuly (NTS).
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Obr. 5: Graf zndzoriiujici vztah relativni aktivity POPs v zdvislosti na specifickych

protedzovych inhibitorech (zdroj: Dvorédk, dosud nepublikovano).

Inhibice POP aktivity pomoci specifickych inhibitord serinovych protedz -
diisopronylfluorofosfat (DIFP) a fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF) (Obr. 5), potvrzuji

plvod a specificity eznymatické reakce.
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3.4.3 Enterokinase-like proteaza

Enterokinase-like protedza byla nalezena u S. mansoni a S. japonicum v schistosomulach a
dospélcich (Liu et al., 2006). AA sekvence tohoto enzymu S. mansoni sdili 91% podobnost s
enterokinase-like peptidase S. japonicum. Diulezity je fakt, ze v MEROPS databazi je pouze
jeden zaznam pro enterokindzu Homo sapiens (Rawlings et al., 2008). U schistosom mtize
fungovat jako zymogenovy procesor, pravdépodobné i pii aktivizaci trdvicich proenzymi v

stievé parazita (Kasny et al., 2009).
3.4.4. Nové perspektivy

Diky GeneDB bylo detekovdno mimo vySe zminované dalSich pét potencidlnich protedz
trypsinového typu. Alespon tfi z nich maji funkéni trypsinové S1 katalytické jadro slozené z
histaminu, asparaginu a serinu a typické vazebné misto se specifitou pro Arg a Lys v P1
vazebné pozici. Tyto tfi zminované protézy jsou sekvencné podobné kallikreiniim
(Smp_141450), savéim epitelidlnim transmembrdnovym protedzdm (Smp_103680),
plazminogenu a antikoagulaénimu faktoru — proteinu C (Smp_129230) (Dvorék,
nepublikovdno). Hypoteticky by tyto molekuly by mohly participovat na interakcich mezi
parazitem a jeho definitivnim hostitelem a proto reprezentuji atraktivni molekuly pro
farmakologicky vyzkum. Laboratof pod vedenim Jana Dvofdka pracuje na molekuldrné
biologickych analyzdach téchto proteini, na identifikaci protilitek a pfiprave
rekombinantnich enzyml. Vyzkum dosud nepopsanych enzymli md ambice pfispét k

obecnému poznéani fenoménu parazitismu, mohl by mit pfinos pro farmakologii a pfispet k

.....
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4. Zavér

Jak jiz bylo vtéto praci nékolikrat zdaraznéno, schistosoméza postihuje vice nez
200 miliond lidi v 74 zemich svéta, proto se fadi mezi nejzdvazngj$i helmintézy lidské
populace (McManus a Loukas, 2008). Béhem spole¢né evoluce schistosom a jejiho
definitivniho hostitele parazit vyvinul fadu mechanismi, které umoziiuji unik pied
imunitnim systémem nebo dokonce imunitni systém hostitele modulovat. Zablokovanim
téchto mechanismit pomoci specifickych 1é¢iv nebo vakciny by mohlo vést k eliminaci
ndkazy. Zatim existuje pouze jeden druh terapie proti schistosomdrnim ndkazdm -
praziquantel, ktery piisobi na vSechna stddia schistosomy. V posledni dobé bylo popsano

n¢kolik rezistentnich izolath S. mansoni u pacientt, kteti Ziji v endemickych oblastech a byli

timto 1éCivem opakované 1éCeni (Ismail et al., 1999).

Parazit se dokdZe aktivné maskovat pted imunitni odpovédi hostitele tim, Ze navidZe na svij
povrch tegumentu hostitelské antigeny - napft. faktory komplementu, které mu umoZziuji
vyhnout se aktivaci alternativnich drah komplementu. Imunomodulace se ucastni jednak
molekuly se strukturni funkci (paramyosin, nékteré tetraspaniny, superoxid dismutdza a jiné)
a také bioaktivni molekuly. Mezi bioaktivni molekuly schistosom jsou zafazené mimo jiné 1
vasoaktivni molekuly, které maji vliv na vasodilataci cév a umoziuji tak helmintim snazsi

pohyb vaskulaturou hostitele.

Pro vyzkum nasi laboratote je dilezity fakt, Ze parazit si vyvinul fadu proteolytickych
mechanizmti a nékteré znich se ziejm¢ ucastni hostitelsko-parazitarnich interakci
(McKerrow et al., 1988). Participuji na celé Skdle biologickych procesti jako napt. penetrace
kGze hostitele, lihnuti, excystace, stfevni metabolismus atd. U lékaisky a veterinarné
vyznamnych druhil trematod jsou protedzy studovany jako kandidéti pro vyvoj specifickych
vakcin a 1é¢iv (McManus a Loukas, 2008). Jako dominantni antigeny jsou protedzy vhodné
taktéz jako serodiagnostické markery (Li et al., 1996). Protedzy, které se podili na travicich
procesech (cysteinové a aspartické cathepsiny) a invazi hostitele (cerkdriova elastaza), jsou

aktivn€ zkoumany jako nadéjné parazitarni molekuly vhodné pro chemo- a imunoterapii.

Serinové protedzy u schistosom byly doposud opomijeny a ne piili§ studovany (kromé
cerkdriové elastazy). Zajimavé je, ze sdili ndpadné sekvencni podobnosti se savéimi
regulaénimi serinovymi protedzami. To zfejmné vzniklo v pribéhu koevoluce parazita se
savCim hostitelem a potfebami aktivné interagovat a modifikovat fyziologické procesy jako

jsou napft. koagulace, vasodilatace a imunomodulace. Dosud nejlépe popsany zastupce této
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skupiny - SmSP1 ma sekven¢ni podobnost s mySim plazmovym kallikreinem vice nezZ 34 %.
Kallikreinové aktivita se ucastni aktivace a diferenciace B lymfocyti. Kallikrein je schopny
zvysit mnoZstvi produkovanych a IgE a IgG1 stimulovdnim B lymfocyti (Matsushita a Katz,
1993). Dalsi jeho uloha souvisi s lidskym komplement faktorem I, se kterym sdili 32%
podobnost. Proto by mohl byt zahrnut do regulace drah komplementu (Cocude et al., 1999).
Exprese genu SmSP1 je vyvojové regulovand béhem Zivotniho cyklu S. mansoni. Vysoka
koncentrace byla nalezena v Cerstvé transformovanych schistosomuldch, nejvyssi pak v
dospélcich (Dvoték, dosud nepublikovano). Pravdépodobné by SmSP1 mohla mit funkci pii
pronikani do tkdn{ hostitele a zaroven chrénit schistosomu pfed imunitni odpovédi hostitele.
Jeji ptitomnost byla detekovana v tegumentdlni oblasti. Gen kddujici SmSP1 ma strukturu
odpovidajici matriptdzdm s CUB extraceluldrni doménou, LDLr a trypsinovou doménou na
C konci molekuly. AvSak pouze u vajec je pifitomen cely trasnkript, zatimco u ostatnich

stadif jsou tyto domény exprimovéany samostatné (Dvoidk a Franta, nepublikovdno).

Bylo téZ popsédno, Ze proteinova frakce ze solubilniho extraktu S. mansoni obsahuje
kallikreinovou aktivitu, kterd je schopnd hydrolyzovat kininogen in vitro a indukovat silnou
vasodilataci in vivo (Carvalho et al., 1998). Vasodilatace je nutnd k pohybu parazitii krevnim
feciStém hostitele vzhledem k malému priméru kapiladr. Vliv na fyziologické procesy, mezi
které se tadi i vasodilatace, se projevuje na pribc¢hu jinych chorob jako jsou nemoci

autoimunitni nebo vaskularni (Doenhoff et al., 2002).

Mezi dal$i schopnosti modulace patii fibrinolyticka aktivita enzymu nalezeného ve vajickach
schistosomy. Enzym je svoji aktivitou spiSe podobny lidskému plazminu nez ostatnim
serinovym protedzdm. Podili se pravdépodobné na modulacich metabolismu fibrinogenu

hostitele.

Dalsimi, z hlediska vyvoje 1éCiv, perspektivnimi molekulami jsou prolyl endopeotiddzy.
Jejich funkce jeSt¢ neni u S. mansoni presné definovana. O jejich homologu u 7. cruzi je
znamo, Ze se Ucastni invaze do hostitele. Piisobenim specifickych inhibitort bylo docileno
snizené schopnosti pronikani trypanosomy do hostitele (Bastos et al., 2005). Totéz by

teoreticky mohlo platit i u S. mansoni.

Diky GeneDB bylo detekovdno n€kolik dalSich potencidlnich proteaz S. mansoni. I u nich
byly nalezeny jist¢é sekvencni homologie se savéim kallikreinem, epitelidlnimi
transmembrdanovymi protedzami a antikoagulacnim faktorem - proteinem C (Dvofdk, osobni

komunikace). Pravdépodobné by mohly participovat na hostitelsko-parazitarnich interakcich
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a podilet se na imunomodulaci hostitele a mohly byt nadéjnymi molekulami pro vyvoj 1éCiv
proti schistosomdze nebo pro vyvin dosud neexistujici vakciny. Vyzkum miiZe piispet nejen
k vyvoji 1éCiv, ale 1 k prozkouméni fenoménu parazitismu a poznini nemoci celkové, které
tak miZe napomoci k vyvoji novych Ié¢ebnych a profylaktickych postupti. Tyto protedzy by
mohly téZ slouzit jako ,intrumentdlni molekuly* slouZici k objasnéni hostitelskych

fyziologickych procesti a interakci s hostitelem.

22



5. Seznam pouzité literatury

Abdulla, M., Lim, K., Sajid, M., McKerrow, J.H., Caffrey, C.R. (2007). Schistosomiasis
mansoni: Novel chemotherapy using a cysteine protease inhibitor, PLoS Medicine 4, 130-
138.

Ahmad, G., Zhang, W., Torben, W., Damian, R. T., Wolf, R. F., White, G. L,
Chavezsuarez, M., Kennedy, R.C., Siddqui, A.A. (2009). Protective and antifecundity effects
of Sm-p80-based DNA vaccine formulation against Schistosoma mansoni in a nonhuman
primate model. Vaccine 27, 2830-2837.

Ali, P.O., Jeffs, S.A., Meadows, H.M., Hollyer, T., Owen, C.A., Abath, F.G., Allen, R.,
Hackett, F., Smithers, S.R. and Simpson, A.J. (1991). Structure of Sm25, an antigenic
integral membrane glycoprotein of adult Schistosoma mansoni. Moecular andl Biochemical
Parasitology 45, 215-222.

Angeli, V, Faveeuw, C, Roye, O, Fontaine, J, Teissier, E, Capron, A. (2001). Role of the
parasite-derived prostaglandin D2 in the inhibition of epidermal Langerhans cell migration
during schistosomiasis infection. Journal of Experimental Medicine 193, 1135-1147.

Attwood, S. W., Panasoponkul, C., Upathame, S., Meng, X. H., Southgate, V. R. (2002).
Schistosoma ovuncatum n. sp. (Digenea: Schistosomatidae) from northwest Thailand and the
historical biogeography of Southeast Asian Schistosoma Weinland, 1858. Systematic
Parasitology 51, 1-19.

Back, M. (2007). Leukotriene receptors: crucial components in vascular inflammation.
Scientific World Journal 7, 1422-1439.

Back, M., (2002). Functional characteristics of cysteinyl-leukotriene receptor subtypes. Life
Science 71, 611-622.

Banerjee, R., Liu J., Beatty, W., Pelosof, L., Klemba, M., Goldberg, D.E. (2002). Four
plasmepsins are active in the Plasmodium falciparum food vacuole, including a protease
with an active-site histidine. Proceedings of the National Academy of Sciences U. S. A. 99,
990-995.

Bastos, L.M., Grellier, P., Martins, N.F., Cadavid-Restrepo, G. de Souza-Ault, M.R,
Augustyns, K., Teixeira A.R, Schrevel, J., Maigret, B. da Silveira, J.F, Santana, J.M. (2005).
Molecular, functional and structural properties of the prolyl oligopeptidase of Trypanosoma
cruzi (POP Tc80), which is required for parasite entry into mammalian cells. Biochemical
Journal 388, 29-38.

Blanton, R.E., Licate, L.S., Aman, R.A. (1994). Characterization of a native and
recombinant Schistosoma haematobium serine protease inhibitor gene product. Molecular

Biochemical of Parasitology 63, 1-11.

Bennett, J.L., Bueding, E. (1973). Uptake of 5-hydroxytryptamine by Schistosoma mansoni.
Molecular Pharmacology; 9,311-9.

23



Braschi, S., Wilson, R.A. (2005) Proteins exposed at the adult schistosome surface revealed
by biotinylation. Molecular and Cellular Proteomics 5,2, 347-356.

Brindley, P.J., Sher, A. (1987). The chemotherapeutic effect of praziquantel against
Schistosoma mansoni is dependent on host antibody response. Journal of Immunology 139,
215-220.

Bhardwaj, R., Skelly, P.J. (2009). Purinergic signaling and immune modulation at the
schistosome surface? Trends in Parasitology 25, 256-260.

Brown, A. Burleigh, J.M., Billett, E.E., Pritchard, D.I. (1995). An initial characterization of
the proteolytic enzymes secreted by the adult stage of the human hookworm Necator
americanus. Parasitology 110, 555-563.

Brito, C. F., G. C. Oliveira, S. C. Oliveira, M. Street, S. Riengrojpitak, R. A. Wilson, A. J.
Simpson, and R. Correa-Oliveira. (2002). Sm14 gene expression in different stages of the
Schistosoma mansoni life cycle and immunolocalization of the Sm14 protein within the adult
worm. Brazilian Journal of Medical and Biological Research 35,377-381.

Caffrey, C. R., McKerrow, J. H., Salter, J. P., Sajid, M. (2004). Blood ‘n‘ guts: an update on
schistosome digestive peptidases. Trends in Parasitology 20, 241-248.

Caffrey, C.R., Secor, W.E. (2011). Schistosomiasis: from drug deployment to drug
development. Current Opinion in Infectious Diseases 5, 410-417.

Camacho, M, Alsford, S, Agnew, A. (1996). Molecular forms of tegumental and muscle
acetylcholinesterases of Schistosoma. Parasitology 112, 199-204.

Carvalho, W.S., Lopes, C.T., Juliano, L., Coelho, P.M.Z., Cunha-Melo, J.R., Beraldo, W.T.
(1998). Purification and partial characterization of kininogenase activity from Schistosoma
mansoni adult worms. Parasitology 117, 311-319.

Catterall, C. F., Lyons, A., Sim, R. B., Day, A. J. and Harris, T. J. R. (1987).
Characterization of the primary amino acid sequence of human complement control protein
Factor I from an analysis of cDNA clones. The Biochemical Journal 242, 849-856.

Cocude, C., Pierrot, C., Cetre, C., Godin, C., Capron, A., Khalife, J. (1997). Molecular
characterization of a partial sequence encoding a novel Schistosoma mansoni serine
protease. Parasitology 115, 395-402.

Cocude, C., Pierrot, C., Cetre, C., Fontaine, J., Godin, C., Capron, A., Khalife, J. (1999)
Identification of a developmentally regulated Schistosoma mansoni serine protease
homologous to mouse plasma kallikrein and human factor 1. Parasitology 118, 389-396.

Curwen, R.S., Wilson, R.A. (2003). Invasion of skin by schistosome cercariae: Some
neglected facts. Trends in Parasitology 19, 63—66.

Curwen, R.S., Ashton, P.D., Sundaralingam, S., Wilson, R.A. (2006). Identification of novel

proteases and immunomodulators in the secretions of schistosome cercariae that facilitate
host entry. Molecular and Cellular Proteomics 5, 835-844.

24



Cuthbert, A. W., Margolius, H. S. (1982). Kinins stimulate net chloride secretion by the rat
colon. British Journal of Pharmacology 75, 587-598.

Cunningham, D.F., O'Connor, B. (1997). Proline specific peptidases. Biochimica et
Biophysica Acta 1343, 160-186.

Darani, Y.H., Curtis, R.H.C., McNeice, C., Price, H.P., Sayers, J.R., Doenhoff, M.J. (1997).
Schistosoma mansoni: Anomalous immunogenic properties of a 27 kDa larval serine
protease associated with protective immunity. Parasitology 115, 237-247.

Da’dara, A.A., Skelly, P.J., Wang, M.M. and Harn, D.A. (2001). Immunization with plasmid
DNA encoding the integral membrane protein, Sm23, elicits a protective immune response
against schistosome infection in mice. Vaccine 20, 359-369.

Da’dara, A.A., Skelly, P.J. (2011). Manipulation of vascular function by blood flukes?
Blood Reviews 25, 175-179.

Dessein, A., Samuelson, J.C., Butterworth, A.E., Hogan, M., Sherry, B.A., Vadas, M.A. and
David, J.R. (1981). Immune evasion by Schistosoma mansoni: loss of susceptibility to
antibody or complement-dependent eosinophil attack by schistosomula cultured in medium
free of macromolecules. Parasitology 82, 357-374.

Doenhoff, M. J., Stanley, R. G., Griffiths, K. and Jackson, C. L. (2002). An anti-atherogenic
effect of Schistosoma mansoni infections in mice associated with a parasite-induced
lowering of blood total cholesterol. Parasitology 125, 415-421.

Doenhoff, M. J., Stanley, R. G., Pryce, D., Curtis, R.C.H., Griffiths, K., Jackson, C.L., Parry,
H. (2003). Identification of a fibrinolytic enzyme in Schistosoma mansoni eggs and

modulated blood fibrinogen metabolism in S. mansoni-infected mice. Parasitology 126, 231—
234.

De Bont J., Vercruysse J. (1997). The epidemiology and control of cattle schistosomiasis.
Parasitology Today 13, 255-262.

Delcroix, M., Sajid M., Caffrey, C.R., Lim, K., Dvotdk, J., Hsieh, 1., Bahgat, M., Dissous,
C., McKerrow, J.H. (2006). A Multienzyme network functions in intestinal protein digestion
by a platyhelminth parasite. Journal of Biological Chemistry 281, 51, 39316-39329.

Dvofték, J, Mashiyama, S.T., Braschi, S., Sajid, M., Knudsen, G.M., Hansell, E., Kee-Chong
Lim, Hsieh, 1., Bahgat, M., Mackenzie, B., Medzihradszky, K.F., Babbitt, P.C., Caffrey,
R.C., McKerrow, J.H. (2008). Differential use of protease families for invasion by
schistosome cercariae, Biochimie 90, 345-358.

El-Shehabi, F, Ribeiro, P. (2010). Histamine signalling in Schistosoma mansoni:
Immunolocalisation and characterisation of a new histamine-responsive receptor (SmGPR-
2). International Journal for Parasitology 12, 1395-406.

El-Shehabi F, Vermeire JJ, Yoshino TP, Ribeiro P. (2009) Developmental expression

analysis and immunolocalization of a biogenic amine receptor in Schistosoma mansoni.
Experimental Parasitology; 122,17-27.

25



Fallon, P. G. (2000). Immunopathology of schistosomiasis: a cautionary tale of mice and
men. Immunology Today 21, 29-35.

Fiedler, F. (1979). Enzymology of glandular kallikreins. In Bradykinin, Kallidin and
Kallikrein, Handbook of Experimental Pharmacology 25, ed. Erdos, E. G.,103-161,
Springer-Verlag, Berlin.

Fulop,V., Bocskei, Z., and Polgar,L. (1998). Prolyl oligopeptidase: an unusual betapropeller
domain regulates proteolysis. Cell 94, 161-170.

Forstl, M., Kolarova, L., Veselsky, Z., Macek, P., Dvordk, P. (2003). Schistosoméza
(bilharzi6za) mocového traktu, Urologie pro praxi 1, 45-48.

Gass, J., Khosla, C. (2007). Prolyl endopeptidases. Cellular and Molecular Life Sciences 64,
345-355.

Giles, H., Leff, P. (1988). The biology and pharmacology of PGD2. Prostaglandins 35,
277-300.

Guyton, A.C., Hall, J.E. (2006) Textbook of Medical Physiology. 11 ed. Philadelphia:
Elsevier.

Gebremedhin, D., Weinberger, B., Lourim, D., Harder, D.R. (2010). Adenosine can mediate
its actions through generation of reactive oxygen species. Journal of Cerebral Blood Flow
and Metabolism 30, 1777-1790.

Gryseels, B., K. Polman, J. Clerinx, and L. Kestens. (2006). Human schistosomiasis. Lancet
368, 1106-1118.

Hamdan, F.F., Ribeiro, P. (1999). Characterization of a stable form of tryptophan
hydroxylase from the human parasite Schistosoma mansoni. Journal of Biological Chemistry
274, 21746-21754.

Havercroft, J.C., Smith, A.L. (1993). Localization of the A1.12/9 antigen family to the
neurones, putative sensory receptors and tegument of Schistosoma mansoni. Parasite
Immunology 15, 361-371.

Harn, D.A., Mitsuyama, M., Huguenel, E.D., David, J.R. (1985). Schistosoma mansoni:
detection by monoclonal antibody of a 22,000-dalton surface membrane antigen which may

be blocked by host molecules on lung stage parasites. Journal of Immunology 135, 2115—
2120.

Hedstrom L. (2002). Serine protease mechanism and specificity. Chemical Reviews 102,
4501-4523.

Hernandez, M.G., Hafalla, J.C., Acosta, L.P., Aligui, F.F., Aligui, G.D., Ramirez, B.L.,

Dunne, D.W. and Santiago, M.L. (1999). Paramyosin is a major target of the human IgA
response against Schistosoma japonicum. Parasite Immunology 21, 641-647.

26



Hein, T.W., Xu, W., Kuo, L. (2006). Dilation of retinal arterioles in response to lactate: role
of nitric oxide, guanylyl cyclase, and ATP-sensitive potassium channels. Investigative
Ophthalmology and Visual Science 47, 693—699.

Hordk, P., Kolafova, L. (2001): Bird schistosomes: do they die in mammalian skin?, Trends
in Parasitology 17, 66-69.

Hu, W., Yan, Q., Shen, D.K., Liu, F., Zhu, Z.D., Song, H.D., Xu, X.R., et al. (2003).
Evolutionary and biomedical implications of a Schistosoma japonicum complementary DNA
resource. Nature Genetics 35, 139-147.

Ishizaka, T., Iwata, M. and Ishizika, k. (1985). Release of histamine and arachidonate from
mouse mast cells induced by glycosylation-enhancing factor and bradykinin. Journal of
Immunology 146, 1180-1887.

Ismail, M., Botros, S., Metwally, A., William, S., Farghally, A., Tao L., Day, T.A., Bennett,
J.L. (1999). Resistance to praziquantel: direct evidence from Schistosoma mansoni isolated
from Egyptian villagers. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 60, 932-935.

Irving, J.A., Steenbakkers, P.J., Lesk, A.M., Op den Camp, H.J., Pike, R.N., Whisstock, J.C.,
(2002). Serpins in prokaryotes. Molecular Biology E 19, 1881-1890.

Iwata, M., Munoz, J.J., Ishizaka, K. (1983). Modulation of the biologic activities of IgE-
binding factor IV. Identification of glycosylation-enhancing factor as a kallikrein-like
enzyme. Journal of Immunology 131, 1954-1960.

Jones, M.K., Gobert, G.N., Zhang, L., Sunderland, P., McManus, D.P. (2004). The
cytoskeleton and motor proteins of human schistosomes and their roles in surface
maintenance and host-parasite interactions. Bioessays 26, 752-765.

Kasny, M., Mikes, L., Hampl, V., Dvorik, J., Caffrey, C.R., Dalton, J.P., Hordk, P. (2009).
Peptidases of trematodes, Advances in Parasitology 69, 205-297.

Khalil, L. F. (2002). Family Schistosomatidae Stiles & Hassall, 1898. In Keys to the
Trematoda (ed. Gibson, D. I, Jones, A. & Bray, R. A.), 419-432. CABI Publishing,
Wallingford, UK.

Kemp, W.M., Damian, R.T., Greene, N.D. and Lushbaugh, W.B. (1976).
Immunocytochemical localization of mouse alpha 2-macroglobulinlike antigenic
determinants on Schistosoma mansoni adults. Journal of Parasitology 62, 413—419.

King, C. L., Malhotra, 1., Mungai, P., Wamachi, A., Kioko, J., Ouma, J.H. Kazura, J.W.
(1998). B-cell sensitization to helminthic infection develops in utero in humans. Journal of
Immunology 160, 3578-3584.

Kruger, F.J. and Wolmarans, C.T. (1990). Host cellular components adhering to the

tegument of schistosomes from cattle, buffalo, hippopotamus and lechwe. Onderstepoort
Journal of Veterinary Research 57, 137-139.

27



Kohn, A.B., Moroz, L.L., Lea, J.M., Greenberg, R.M. (2001). Distribution of nitric oxide
synthase immunoreactivity in the nervous system and peripheral tissues of Schistosoma
mansoni. Parasitology 122, 87-92.

Kolarova L., Hordk P. Cerkdriova dermatitida stdle aktudlni — spektrum patogennich
agens a jejich vyvoj v nespecifickém hostiteli. Remedia — Klinickd mikrobiologie 3(8) 1999.

Li, Y.L., Idris, M.A., Corachan, M., Han, J.J., Kirschifink, M., Ruppel., A. (1996).
Circulating antigens in schistosomiasis: detection of 31/32-kDa proteins in sera from patients
infected with Schistosoma japonicum, S. mansoni, S. haematobium, or S. intercalatum.
Parasitol Research 82, 14-18.

Liu, F., Lu, J., Hu, W., Wang, S.Y., Cui, S.J., Chi, M., et al. (2006). New perspectives on
host—parasite interplay by comparative transcriptomic and proteomic analyses of
Schistosoma japonicum. PLoS Pathogens 2, 268-281.

Lockyer, A.E., Olson, P., Ostergaard, P., Rollinson, D., Johnstond, A., Attwood, S.W,
Southgate, V.R. Horak, P., Snyder, S.D. ,Le, T.H., Agatsuma, T., MCManus, D.P.,
Carmichael, A.C., Naem, S., Littlewood, T.J. (2003). The phylogeny of the
Schistosomatidae based on three genes with emphasis on the interrelationships of
Schistosoma Weinland, 1858. Parasitology 126, 203-224.

Long, X.C., Bahgat, M., Chlichlia, K., Ruppel, A., Li, Y.L. (2004), Detection of inducible
nitric oxide synthase in Schistosoma japonicum and S. mansoni. Journal of Helminthology
78, 47-50.

Loukas, A., Jones, M.K., King, L.T., Brindley, P.J., McManus, D.P. (2001). Receptor for Fc
on the surfaces of schistosomes. Infection and Immunity 69, 3646-3651.

Loukas, A., Tran, M., Pearson M.S. (2007). Schistosome membrane proteins as vaccines.
International Journal of Parasitology 37, 257-263.

Maecker, H.T., Todd, S.C. and Levy, S. (1997). The tetraspanin superfamily: molecular
facilitators. FASEB Journal 11, 428—442.

Matsushita, S. and Katz, D. H. (1993). Biphasic effect of kallikrein on IgE and IgGl
synthesis by LPS IL4 stimulated B cells. Cellular Imnmunology 146, 210-214.

McCarthy, E., Stack, C., Donnelly, S.M., Doyle, S., Mann, V.H., Brindley, P.J. (2004).
Leucine aminopeptidase of the human blood flukes, Schistosoma mansoni and Schistosoma
japonicum. International Journal of Parasitology 34, 703-714.

McKerrow, J. H. and Doenhoff, M. J. (1988). Schistosome proteases. Parasitology Today 4,
334-340.

McKerrow, J.H., Caffrey, C., Kelly, B., Loke, P., Sajid, M. (2006). Proteases in parasitic
diseases. Annual Reviews of Pathology 1, 497-536.

McLaren, D.J. and Incani, R.N. (1982). Schistosoma mansoni: acquired resistance of

developing schistosomula to immune attack in vitro. Experimental Parasitology 53, 285—
298.

28



McManus, D.P., Loukas, A. (2008). Current status of vaccines for schistosomiasis. Clinical
Microbiology Reviews 21, 225-242.

Malhotra, I., Ouma, J., Wamachi, A., Kioka, J., Mungai, P., Omollo, A., Elson, L., Koech,
D., Kazura, J.W., King, C.L. (1997). In utero exposure to helminth and mycobacterial

antigens generates cytokine responses similar to that observed in adults. Journal of Clinical
Investigation 99, 1759-1766.

Marikovsky, M., Arnon, R., Fishelson Z. (1988). Proteases secreted by transforming
schistosomula of Schistosoma mansoni promote resistance to killing by complement. Journal
of Immunology 141, 273-278.

Modha, J. and Doenhoff, M. J. (1994). Complex formation of human alpha-1-antitrypsin
with components in schistosoma mansoni cercariae. Parasite Immunology 16, 447-450.

Morty, R.E., Lonsdale-Eccles, J.D., Morehead, J., Caler, E.V., Mentele, R., Aurswald, E.A.,
Coetzer, T.H.T., Andrews, N.W., Burleigh, B.A. (1999). Oligopeptidase B from
Trypanosoma brucei, a new member of an emerging subgroup of serine oligopeptidases.
Journal of Biological Chemistry 274, 26149-26156.

Nagy, B,A., File, S.K., Smith, J.H. (1981). Changes in the enteric vasculature of mice

infected with Schistosoma mansoni. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene
30, 999-1009.

Norden, A.P., Aronstein, W.S. and Strand,M. (1982). Schistosoma mansoni: identification,
characterization, and purification of the spine glycoprotein by monoclonal antibody.
Experimental Parasitology 54, 432-442.

Ngaiza, J. R., Doenhoff, M. J. (1990). Blood platelets and schistosome egg excretion.
Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine 193, 73-79.

Patocka, N., Ribeiro, P. (2007). Characterization of a serotonin transporter in the parasitic
flatworm, Schistosoma mansoni: cloning, expression and functional analysis. Molecular
Biochemical Parasitology 154, 125-133.

Pearce, E.J., James, S.L., Dalton, J., Barrall, A., Ramos, C., Strand, M., Sher, A. (1986).
Immunochemical characterization and purification of Sm-97, a Schistosoma mansoni antigen
monospecifically recognized by antibodies from mice protectively immunized with a
nonliving vaccine. Journal of Immunology 137, 3593-3600.

Pearce, E.J., Hall, B.F. and Sher, A. (1990). Host-specific evasion of the alternative
complement pathway by schistosomes correlates with the presence of a phospholipase C-
sensitive surface molecule resembling human decay accelerating factor. Journal of
Immunology 144, 2751-2756.

Pearce, E.J., MacDonald A.S. (2002). The Immunobiology of schistosomiasis. Nature
Reviews 2, 499-511.

Pollak, K. (1973). Medicina davnych civilizaci. Orbis, Praha 1973, 130-135.

29



Rawlings, N.D., Barrett, A.J. (2004). Introduction: The clans and families of cysteine
peptidases. In: Barrett, Rawlings, Woessner, (Eds.) Handbook of Proteolytic Enzymes,
2nd edn. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 1051-1071.

Rawlings, N.D., Morton, F.R., Kok, C.Y., Kong, J., Barrett, A.J. (2008). MEROPS: The
peptidase database. Nucleic Acids Research 36, 320-325.

Ross, A. G., P. B. Bartley, A. C. Sleigh, G. R. Olds, Y. Li, G. M. Williams, D. P. McManus.
(2002). Schistosomiasis. New England Journal of Medicine 346, 1212—1220.

Salafsky, B., Fusco, A.C. (1987). Schistosoma mansoni: a comparison of secreted vs

nonsecreted eicosanoids in developing schistosomulae and adults. Expimental Parasitology
64, 361-367.

Salter, J.P., Choe, Y., Albrecht, H., Franklin, C., Lim, K.C., Craik, C.S. (2002). Cercarial
elastase is encoded by a functionally conserved gene family across multiple species of
schistosomes. Journal of Biological Chemistry 277, 24618-24624.

Salter, J.P., Lim, K.C., Hansell, E., Hsieh, 1., McKerrow, J.H. (2000). Schistosome invasion
of human skin and degradation of dermal elastin are mediated by a single serine protease.
Journal of Biological Chemistry 275, 38667-38673.

Skelly, P. J., Wilson, R. A. (2003): Making sense of the schistosome surface. Advances in
Parasitology 63, 187-288.

Shi, F., Zhang, Y., Ye, P., Lin, J., Cai, Y., Shen, W., Bickle, Q.D. and Taylor, M.G. (2001).
Laboratory and field evaluation of Schistosoma japonicum DNA vaccines in sheep and water
buffalo in China. Vaccine 20, 462—467.

Simurda, M. C., H. van Keulen, D. M. Rekosh, P. T. LoVerde. (1988). Schistosoma
mansoni: identification and analysis of an mRNA and a gene encoding superoxide dismutase
(Cu/Zn). Experimental Parasitology 67, 73—84.

Sharma, J. N., Mohsin, S. S. J. (1990). The role of chemical mediators in the pathogenesis of
inflammation with emphasis on the kinin system. Experimental Pathology 38, 73-96.

Sauma, S.Y., Strand, M. (1990). Identification and characterization of
glycosylphosphatidylinositol-linked Schistosoma mansoni adult worm immunogens.
Molecular and Biochemical Parasitology 38, 199-209.

Smithers, S.R., Hackett, F., Ali, P.O. and Simpson, A.J. (1989). Protective immunization of
mice against Schistosoma mansoni with purified adult worm surface membranes. Parasite
Immunology 11, 301-318.

Smithers, S.R., Terry, R.J. and Hockley, D.J. (1969). Host antigens in schistosomiasis.
Proceedings of the Royal Society of London (B) Biological Sciences 171, 483-494.

Tavares, C.A., Soares, R.C., Coelho, P.M. and Gazzinelli, G. (1978). Schistosoma mansoni:

evidence for a role of serum factors in protecting artificially transformed schistosomula
against antibody-mediated killing in vitro. Parasitology 77, 225-243.

30



Treiber, G., Csepregi, A., Malfertheiner, P. (2005). The pathophysiology of portal
hypertension. Digestive Diseases 23, 6—10.

Tort, J., Brindley, P.J., Knox, D., Wolfe, K.H., Dalton, J.P. (1999) Proteinases and
associated genes of parasitic helminths. Advances in Parasitology 43, 161-266.

Toy, L., Pettit, M., Wang, Y. F., Hedstrom, R. and McKerrow, J. H. (1987). The immune
response to stage specific proteolytic enzymes of Schistosoma mansoni.InUCLA Symposia

on Molecular and Cellular Biology, vol. 60, Molecular Paradigms for Eradicating
Helminthic Parasites, 85-103. Alan R. Liss, Inc. N.Y.

Tran, M.H., Pearson, M.S., Bethony, J.M., Smyth D.J., Jones M.K., Duke M., Don T.A.,
McManus D.P., Correa-Oliveira R., Loukas A. (2006) Tetraspanins on the surface of
Schistosoma mansoni are protective antigens against schistosomiasis, Natural Medicine 12,
835-840.

Takahashi, T., Dehdarani, A.H., Yonezawa, S., Tang, J. (1986). Porcine spleen cathepsin B
is an exopeptidase. Journal of Biological Chemistry 261, 9375-9381.

van Balkom, B.W., van Gestel, R.A., Brouwers, J.F., Krijgsveld, J., Tielens, A.G., Heck,
A.J., van Hellemond, J.J. (2005). Mass spectrometric analysis of the Schistosoma mansoni
tegumental sub-proteome. Journal of Proteome Research 4, 958-966.

Wilson, R.A., Barnes, P.E. (1974b). The tegument of Schistosoma mansoni: observations on
the formation, structure and composition of cytoplasmic inclusions in relation to tegument
function. Parasitology 68, 239-258.

Wilson, R.A., Barnes, P.E. (1974a). An in vitro investigation of dynamic processes
occurring in the schistosome tegument, using compounds known to disrupt secretory
processes. Parasitology 68, 259-270.

Wilson, R.A., Draskau, T., Miller, P., Lawson, J.R. (1978). Schistosoma mansoni: the
activity and development of the schistosomulum during migration from the skin to the
hepatic portal system. Parasitology 77, 57-73.

Wright, M.D., Henkle, K.J. and Mitchell, G.F. (1990). An immunogenic Mr 23,000 integral
membrane protein of Schistosoma mansoni worms that closely resembles a human tumor-
associated antigen. Journal of Immunology 144, 3195-3200.

Waine, G.J., Alarcon, J.B., Qiu, C. and McManus, D.P. (1999). Genetic immunization of
mice with DNA encoding the 23kDa transmembrane surface protein of Schistosoma
japonicum (Sj23) induces antigen-specific immunoglobulin G antibodies. Parasite
Immunology 21, 377-381.

Williamson, A.L., Brindley, P.J., Knox, D.P., Hotez, P.J., Loukas, A. (2003). Digestive
proteases of blood-feeding nematodes. Trends in Parasitology 19, 417-423.

Yamamoto, T., Geodffrey Davis, C., Brown, M. S., Shneider, W. J., Caset, M. L., Goldstein,

J. L. and Russel, D. W. (1984). The human LDL receptor: a cysteine-rich protein with
multiple Alu sequences in its mRNA. Cell 39, 27-38.

31



