INTRACELULARNI PARAZITISMUS

Molekularni a bunééné interakce parazita a hostitele, PFrF MU 2016



VSTUP DO BUNKY

1. AKTIVNI ENDOCYTOZA

AKTIVITA PROFESIONALNICH FAGOCYTU

* inhibice respirac¢niho vzplanuti nebo jeho produktii

» obrana pred intracelularnim travenim

—d

& FAGOSOM

PRIMARNI
LYSOSOM

=

FAGOLYSOSOM




VSTUP DO BUNKY

2. INDUKOVANA ENDOCYTOZA

MANIPULACE HOSTITELSKE BUNKY
» adheziny parazita
* receptory hostitelské bunky
 sektrece z organel parazita
» kooperace s funkénimi proteiny
a cytoskeletem hostitelské bunky
 export proteinu parazita do cytoplasmy
a na membranu hostitelské bunky
« export membranovych systému parazita
do cytoplasmy hostitelské buriky

FAGOSOM
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PARAZITOFORMNI VAKUOLA

PLASMODIUM




VSTUP DO BUNKY

3. PENETRACE

ADHEZINY
KONOID
SEKRECE
POHYB

PARAZITOFORMNi VAKUOLA

TOXOPLASMA




VSTUP DO BUNKY

4. INJEKCE

VYSTRELITELNE VLAKNO SPORY

VOLNE ULOZENI V CYTOPL

R

ME

MIKROSPORIDIE




INTRACELULARNI KINETOPLASTIDA

DVOJHOSTITELSKA KINETOPLASTIDA
VYZNAMNY PODIL IMUNOPATOLOGICKYCH PROCESU V PATOGENEZI ONEMOCNENI




Trypanosoma cruzi

2 CYKLY PRENOSU
OBA MOHOU OHROZIT LIDI
PRENOS KONTAMINATIVNJ I!!

Lesni cyklus prenosu

Pozemni cyklus prenosu

stromovy habitat hostitelt (hl. pozemni habitat, casto u
stromové vacice, opice atp.) lidskych obydli (hostiteli €loveék,
Dominantni vektor: Rhodnius mys, krysa, pozemni vacnatci)
TYPICKY EUZOONOTICKA Vektori Triatoma infestans,

PRIRODNI OHNISKA

Panstrongylus megistus a dalsi

U LIDI CASTEJI SYMPTOMATICKE
CHRONICKE INFEKCE
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Trypomastigotes transform into
epimastigotes, and epimastigotes

V4 u r
Vyvojovy cyklus

replicate by binary fission (midgut) T .

l Epimastigotes migrate to the " C r u Z I

: hindgut and rectum, and differentiate

Triatoma infestans

Foregut into metacyclic trypomastigotes that
' are released by defecation
Rhodnius prolixus :

Infective metacyclic trypomastigotes
released onto skin of a mammalian
host in faeces

Metacyclic trypomastigotes enter the host
through rubbing or scratching of the bite
Triatoma dimidiata ~ Bloodmeal

} ,~~ wound, or through permissive mucosal or
. !\\ " conjunctival surfaces
/ Mammalian host )

. Skin or mucosa
N it Nr Signs of portal of entry*
rypomastigote - ) .
in blood smgear T iqot > Recruitment and fusion of
.m:;i:g;es lysosomes from the host cell
i

are needed for trypomastigotes
Infection of to penetrate local cells

new cells K

Trypomastigote in
_.--lysosome-derived
membrane-bound

vacuole
_Escape from
T vacuolet
Transformation of AL Differentiation
: Replication of
amastigotes
After decades into trypomastigotes

: into amastigotes
amastigotes by

binary fission

Myocardial cell full of amastigotes
Megacolon

Chronic phase of Chagas disease

Megaoesophagus

Cardiomyopathy

Chagoma
Acute phase of Chagas disease




CHAGASOVA NEMOC

IMAGES fgmme. |

16-18 MILIONU INFIKOVANYCH
~90 MILIONU ZIJE V RIZIKOVYCH

OBLASTECH
V NEKTERYCH ENDEMICKYCH OBLASTECH
AZ 10% VSECH UMRTiI DOSPELYCH

ZOONOZA ¢i

ANTROPOZOONOZA

VEKTOR: PLOSTICE REDUVIIDAE
JINE MOZNOSTI PRENOSU:
KREVNiIi TRANSFUZE
KONGENITALNE
TRANSPLANTACE

ZAVAZNY ZDRAVOTNICKY
PROBLEM V LATINSKE AMERICE

TERAPIE MALO USPESNA

BOJ PROTI VEKTORUM
REZIDUALNI INSEKTICIDY, KVALITA
BYDLENI




CHAGASOVA NEMOC
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Romanuv okuloglandularni syndrom

INKUBACNI DOBA: 1 -2 TYDNY

« LOKALNI REAKCE V MISTE INFEKCE: ZANET - OTOK
« UNAVA — HORECKY - BOLESTI HLAVY
« LYMFADENOPATIE — SPLENOMEGALIE - HEPATOMEGALIE

ODEZNI| ZA 4 -8 TYDNU

CASTO MIRNY AZ SUBKLINICKY PRUBEH AKUTNI FAZE

VAZNE KOMPLIKACE (MYOKARDITIS, ENCEFALITIS) MENE CASTE
ZAVISi NA INFEKCNIi DAVCE, LOKALIZACI A POMNOZENI PARAZITU




CHAGASOVA
NEMOC

CHRONICKA FAZE
PO 20 — 30 LETECH BEZ
SYMPTOMU

VYSOKA UMRTNOST
NEJCASTEJI:

KARDIOMYOPATIE

ZTRATA NEURONU —
NAMAHA — ZVETSENI SRDCE
DEGENERACE SVALOVYCH
FIBRIL — FIBROZNIi LOZISKA
— ZTENCENI MYOKARDU —
SELHANI SRDCE — SMRT

DENERVACE VEGETATIVNIHO NERVOVEHO SYSTEMU - IMUNOPATOLOGIE |




MEGASYNDROMY

ZVETSOVANI ORGANU ZAZiVACIHO TRAKTU V DUSLEDKU
DENERVACE VEGETATIVNIHO NERVOVEHO SYSTEMU

MEGAESOPHAGUS

DILATACE JICNU, ZTRATA KONTRAKTILITY, APERISTALSIS

saludek




MEGACOLON

ZVETSENIi TLUSTEHO STREVA

V SIGMOIDALNI OBLASTI

BOLESTI BRICHA — PROGRESIVNI
ZACPA — ZTRATA DEFEKACNIHO
REFLEXU — FECALOMA




Vstup T.cruzi do hostitelské bunky

Macropinocytosis
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Bohaty repertoar receptorovych vazeb |




UNIKOVA STRATEGIE TRYPOMASTIGOTU
Trypanosoma cruzi

1. KOMPLEMENT

POVRCHOVE GLYKOPROTEINY TRYPOMASIGOTU 87-93 kDa
SEKVENCNE HOMOLOGICKE S LIDSKYM DAF FAKTOREM
DAF = Decay Accelerating Factor

REGULATOR KOMPLEMENTU URYCHLUJICI ROZLOZENI
C3 A C5 KONVERTAZY

REKOMBINANTNI ,DAF-GLYKOPROTEIN“ T. CRUZI HYBRIDIZUJE S
cDNA SONDOU PRO LIDSKY DAF



UNIKOVA STRATEGIE TRYPOMASTIGOTU
Trypanosoma cruzi

2. PROTILATKY

»,FABULACE"

ODSTRIZENI Fc FRAGMENTU IMUNOGLOBULINU CYSTEINOVOU

PEPTIDAZOU T.CRUZI (CRUZIPAIN). FAB KONCE ZUSTAVAJI NAVAZANY
NA RECEPTORY A BLOKUJI JE.

Cruzipain — Y
o o ~

KOMPLEXNI POVRCHOVY PLAST

TRYPOMASTIGOTI T. CRUZI NEPRODUKUJI NASLEDNE
ANTIGENNI VARIANTY ale SIMULTANNE EXPRIMUJI VETSI
MNOZSTVIi VARIANT VELKYCH RODIN POVRCHOVYCH MOLEKUL




LEISHMANIA

DVOUHOSTITELSKA KINETOPLASTIDA

CLOVEK A JINI SAVCI
VEKTOR:

PHLEBOTOMUS — LUTZOMYIA

> 20 DRUHU INFEKCNICH PRO CLOVEKA

LEISHMANIOZA

SPEKTRUM KLINICKYCH PROJEVU
& OD KOZNICH SPONTANNE ZHOJITELNYCH
PO SMRTELNE VISCERALNI NAKAZY

> 100 DRUHU ZVIiRAT REZERVOAREM INFEKCE &




LEISHMANIOZY

kozni visceralni

V TROPICKYCH A SUBTROPICKYCH OBLASTECH
VSECH KONTINENU KROME AUSTRALIE
350 millionu lidi z 88 statu zije v rizikovych oblastech
PREVALENCE: 12 mil. INCIDENCE: 1.5 — 2 mil./rok



Zivotni cyklus leishmanii

|| Promastigoti Amastigoti
| stievé v monocytech
flebotoma makrofazich :




'VYVOJOVY CYKLUS |

OBRATLOVEC

AMASTIGOT TRANSFORMACE

{

-

AKTIVNI
FAGOCYTOZA
s e

MNOZENI

~/ PROMASTIGO
INFEKCE
DALSICH
- BUNEK

METACYKLICKY
PROMASTIGOT

PROCYKLICKY
PROMASTIGOT

PHLEBOTOMUS




LEISHMANIE:
INTRACELULARNI PARAZITI JEDNOJADERNYCH FAGOCYTU

STIMULACE AKTIVNI FAGOCYTOZzY
INHIBICE RESPIRACNIHO VZPLANUTI
INHIBICE SYNTEZY OXIDU DUSNATEHO
LOKALIZACE VE FAGOSOMU
FAGOLYSOSOMALNI FUZE

REZISTENCE K UCINKU LYSOSOMALNICH
HYDROLAZ

REZISTENCE KE KYSELEMU PROSTREDI
TRANSFORMACE A MNOZENI| VE FAGOLYSOSOMU
UVOLNENI Z INFIKOVANE BUNKY

INFEKCE DALSICH MAKROFAGU

MOZNOST INFEKCE JINYCH TYPU BUNEK

DENDRITICKE BUNKY — PORUCHY PREZENTACE ANTIGENU
FIBROBLASTY INDUKOVANA ENDOCYTOZA — VE FIBROBLASTECH SE
NEMNOZi — DLOUHODOBE PREZIVANIi — MOZNOST AKTIVACE INFEKCE
PRI IMUNOSUPRESI




LEISHMANIOZY

TRADICNi ROZDELENI

KOZNI: L. major
L. tropica a jiné druhy a komplexy druhu
L. mexicana

MUKOKUTANNI: L. braziliensis

VISCERALNI: L. donovani

L. infantum

SOUVISLOST
KLINICKYCH FOREM S URCITYMI DRUHY PARAZITU
NENI ABSOLUTNI




LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA

INFEKCE MAKROFAGU * MNOZEN!I
INFEKCE DALSICH MAKROFAGU

IDENTIFIKACE INFIKOVANEHO MISTA

- INFILTRACE ZANETLIVYMI BUNKAMI
- DESTRUKCE INFIKOVANEHO MISTA
- ULCERACE EPIDERMIS - NEKROZA

KONECNA LIKVIDACE PARAZITU
SPECIFICKOU ODPOVEDI

HOJENI




RECIDIVUJICI KOZNI LEISHMANIOZA

HYPERAKTIVITA HOSTITELE
BOURLIVA, SPATNE KOORDIOVANA

ODPOVED
NEKOMPLETNI LIKVIDACE PARAZITU
PERZISTENCE ZANETU

* INFEKCE »ZANET —~ULCERACE
NEKROZA —~CASTECNE HOJENI
* PERIFERNI| AKTIVACE INFEKCE ——

NOVY ZANET NA OKRAJI HOJICIHO SE
MISTA

 SIRENi VREDU V PLOSE
BEZ KOMPLETNIHO HOJENI




MUKOKUTANNI LEISHMANIOZA

UNIK INFIKOVANYCH
MAKROFAGU Z KUZE

DO SLIZNIC

« KOZNIi FAZE S RUZNYM
PRUBEHEM VYHOJENI
| NEHOJiCIi SE ULCERACE

- ROZSEV INFIKOVANYCH
MAKROFAGU DO SLIZNIC
DUTINY USTNi A NOSU
PLiZIVE MNOZENI BEZ
NAPADNYCH SYMPTOMU

« NAHLA DESTRUKCE SLIZNIC A CHRUPAVKY
RETEZOVA AUTOLYTICKA REAKCE,
AUTOIMUNNI PROCES




VISCERALNI LEISHMANIOZA

UNIK INFIKOVANYCH MAKROFAGU Z
KUZE DO KREVNIHO A LYMFATICKEHO
SYSTEMU

ROZSEV DO FILTRACNICH

A KRVETVORNYCH ORGANU

A LYMFATICKYCH UZLIN

°* POZVOLNE MNOZENI V KUZI BEZ SYMPTOMU
* UNIK INFIKOVANYCH MAKROFAGU

HEMATOGENNNI ROZSEV: SLEZINA

JATRA
KOSTNi DREN

ROZSEV LYMFATICKYMI DRAHAMI DO LYMFATICKYCH UZLIN STREVO aj.
ABSENCE BUNECNE ODPOVEDI
PROTILATKOVA ODPOVED BEZ UCINKU NA INTRACELULARNI PARAZITY

°* NEOMEZENE MNOZENIi PARAZITU — ZVYSENE MNOZENi MAKROFAGU
SLOUZI K NAMNOZOVANI PARAZITU - ZVYSOVANI ZATEZE ANTIGENY PARAZITA
HYPERPLAZIE MAKROFAGU A LYMFOCYTU —— SPLENOMEGALIE




INFEKCE ZACINA VZDY V KUZI

-po prfenosu Vv misté sani flebotoma aktivace
komplementu, zni¢eni ~90% promastigotu

-Cast opsonizovanych promastigott se vaze na
komplementove receptory:

@=¥M na erytrocytech — rozsev do dalSich organu
@o=&8 ha makrofazich — pohlceni a transformace

PARAZIT SPEKTRUM KLINICKYCH PROJEVU
ALERGENY VYSLEDEK SOUHRY MNOHA FAKTORU
IMUNOGENY
VIRULENCNi FAKTORY
IMUNOMODULAGNi FAKTORY HOSTITEL
STAV IMUNITNIHO SYSTEMU
PREZENTACE ANTIGENU
POHOTOVOST BUNECNE ODPOVEDI
VEKTOR INDIVUDUALNI GENETICKE POZADI

INFEKCNi DAVKA
SLINY FLEBOTOMU-IMUNOMODULACNI UCINKY
REGURGITACE PROTEOFOSFOGLYKANU




PRUBEH INFEKCE URCUJI INTERAKCE V RANE FAZ|

SELEKCE SUBKLONU CD 4+ T-LYMFOCYTU
ZAVISI PRAVDEPODOBNE NA ZPRACOVANI A PREZENTACI ANTIGENU
A IMUNOMODULACNI AKTIVITE PARAZITU

IL 12 |L12

@ ©

IFNy IFNy

AKTIVACE MAKRO FAGU

INTRACELULARNI DESTRUKCE
PARAZITU

IL-4
IL-10

MAKROFAGY
NEJSOU AKTIVOVANY

PROTILATKY
NEUCINNE PROTI
INTRACELULARNIM
PARAZITUM



Parasite killing

i

Nitric
oxide

i

~ Polyamines




MOLEKULY BUNECNEHO POVRCHU
VYZNAMNE PRO INFEKCI
A ZIVOT VE FAGOLYSOSOMU

« LIPOFOSFOGLYKANY |LPG
« GLYKOINOSITOL FOSFOLIPIDY |GIPL
- PROTEOFOSFOGLYKANY |PPG
- POVRCHOVA METALOPROTEINAZA |MSP| (GP-63)
« CYTOSOLICKY LEISHPORIN




LIPOFOSFOGLYKAN: DOMINANTNI EXPRESE U PROMASTIGOTU
o VCETNE METACYKLICKYCH
OLIGOMANOZOVA NEJSOU U AMASTIGOTU
CEPICKA
REPETITIVNI

FOSFODISACHARID
- 16X G | P L GLYKOINOSITOL FOSFOLIPID

DOMINANTNI EXPRESE

(p) @ GALAKTOZOVA U PROMASTIGOTU

CEPICKA | AMASTIGOTU

GLYKANOVE JADRO S;L%ZF‘LWE JADRO
HEPTASACHARID
O

NAcetyl GLUKOSAMIN

A JINE MODIFIKACE
O
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LYZOALKYLGLYCEROL 1-ALKYL-2-ACYL-GLYCEROL



VYVOJOVE REGULOVANE ZMENY LPG

METACYKLOGENEZE

PRODLUZOVANI RETEZCU REPETITIVNICH JEDNOTEK
ZMENY NA POSTRANNICH RETEZCICH
KONFORMACNI ZMENY MOLEKULY

— EXPRESE JINYCH EPITOPU
ZAKRYVANI VAZEBNYCH MIiST PRO LEKTINY
ZMENA TLOUSTKY POVRCHOVEHO PLASTE
PROCYKLICKE: 7 nm
METACYKLICKE: 17 nm



FUNKCE LPG METACYKLICKYCH PROMASTIGOTU

* STABILIZACE POVRCHU PARAZITA
* POVZBUZOVANI| FAGOCYTOZY

VAZEBNA MiISTA PRO BEZPECNE RECEPTORY MAKROFAGU

RECEPTORY PRO KOMPLEMENT CR1, CR3
MANOZO-FUKOZOVY RECEPTOR

* INHIBICE PROTEIN KINAZY-C

ZASTAVENI AMPLIFIKACNI KASKADY PRO NADPH-OXIDAZU
INHIBICE OXIDATIVNIHO VZPLANUTI




Specifita vztahu Leishmania — flebotomus:
dva typy prenasecu

= specifiCti prenaseci

&
&

Mechanismus prichyceni zavisi na typu prenasece

= permisivni prenaseci

000000 G 0



{‘ 3-4 dny po infekci

!

Nectomonady \

Vazba na strevni epitel . \)/ /}i
" Midgut Thoracic
3,/ epithelium midgut

Stomodeal
valve
R .

"M \E\ I /)‘

Haptomonady Metacyklicti promastigoti

U na stomodealni valvé

2 dny poté

migrace do thorakalniho stfeva




Ruzné zpusoby pfichyceni leishmanii v
mesenteronu

Permisivni vektofri:
O-glykosylace
strevniho epitelu,
leishmanie se
prichytavaji
povrchovym
molekulami (lektinem)
na glykoproteiny streva
flebotoma

B

rada druhu

Specificti vektori:

bez O-glykosylace. Na stievé lektin . _,_”
(galektin P. papatasi), vaze :
lipofosfoglykan leishmanie (LPG). {"_‘:“
V koevoluci selekce unikatniho

LPG s vysoce vétvenymi bocnimi P. papatasi

retézci. P. sergenti




MEMBRANOVY PROTEOFOSFOGLYKAN

. . ; NH
N -TERMINALNi DOMENA —Q“ ?
REPETITIVNiI SEKVENCE M\
BOHATE NA LEUCIN
|

CENTRALNiI DOMENA
~ 100 KOPIi REPETITIVNICH SEKVENCI
13 - 24 AMINOKYSELIN
BOHATYCH NA SERIN
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@) REPETITIYNI P-DISACHARIDY
X PODOBNE LPG
GPI QI NAVAZANE NA SERIN
1) CENTRALNI DOMENY
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HLAVNE NA MEMBRANE PROMASTIGOTU



PROTEOFOSFOGLYKANY (PPG) |

MEMBRANOVE | SEKRECNI

NA MEMBRANE PROMASTIGOTU MENE U AMASTIGOTU
LIGANDY PRO MAKROFAGY | PRO RECEPTORY VE STREVE FLEBOTOMU

SEKRECE
FLAGELARN| KAPSOU DO FAGOLYSOSOMU MAKROFAGU (AMASTIGOTY)
| DO STREVA FLEBOTOMU (PROMASTIGOTY)

FILAMENTOZNi SEKRECNi PPG PROMASTIGOTU

GLYKOPROTEIN PODOBNY MUCINUM -~ 96% FOSFOGLYKANY
~ 4% AMINOKYSELINY

GELOVE ZATKY U KARDIE A STOMODEALNI VALVY FLEBOTOMU
FILAMENTY ~ 6 uM DELKA, 3 — 6 nm PRUMER

REGURGITACE PRI SANI
PODPORA UCHYCENI A ROZVOJE INFEKCE V RANE FAZI KOZNICH LEISHMANIOZ







POVRCHOVA METALOPROTEINAZA GP63
(MSP: MAJOR SURFACE PROTEINASE)

« INAKTIVACE KOMPLEMENTU
STEPI C3b — INHIBICE SESTAVENI C5-KONVERTAZY
« INHIBICE ODPOVEDI CD4* T-LYMFOCYTU
STEPI CD-4 DETERMINANTY
- PODIL NA TVORBE KOZNICH LEZi A JEJICH METASTAZ
DESTRUKCE EXTRACELULARNI MATRIX — LEISHMANOLYSIN
« DEGRADACE HEMOGLOBINU VE VEKTORECH

LEISHPORIN

CYTOLYTICKY PROTEIN — PERFORIN
PORY V MEMBRANE MAKROFAGU UVOLNOVANI AMASTIGOTU

VESIKULARNI LOKALIZACE DEGRANULACE —
PROTEOLYTICKA AKTIVACE SERINOVYMI PROTEINAZAMI
OPTIMALNI AKTIVITA PRI KYSELEM pH (5,0 — 5,5)




ZAVER
Trypanosoma cruzi, Leishmania

« ODLISNE STRATEGIE VNITROBUNECNEHO PARAZITISMU
Leishmania — pFizplisobena pobytu ve fagolysosomu, T. cruzi — unika
do cytoplasmy bunky

« VYZNAMNA ROLE IMUNOPATOLOGICKYCH PROCESU V
PATOGENNIM UCINKU
Leishmania — modulacni, T. cruzi — cytotoxické

« VELKA DIVERZITA POVRCHOVYCH MOLEKUL
Leishmania — EXTENSIVNi POSTTRANSLACNI MODIFIKACE
T. cruzi — VELKE RODINY GENU

‘MULTIFAKTORIALNi MODULACE PROJEVU
PATOGENNIHO UCINKU (zVLASTE U LEISHMANI() - VELKA
PREKAZKA USPESNEHO VYVOJE TERAPIE



