Co nas dnes ceka ...

- Specifika bunecné stavby parazitickych
protozoi

* Protozoarni infekce slizniénich povrchu
(Giardia, Trichomonas)

 Paraziticka protozoa telnich tekutin (africke
trypanosomy)

* Intracelularni parazitismus protozoi
(Trypanosoma cruzi, Leishmania, Plasmodium)



BUNKA PRVOKU
specifika parazitickych
protozoi

Molekularni a bunééné interakce parazita a hostitele, PrF MU 2016



PROTISTA — jednobunéecna eukaryota
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Protist Kingdom  kingdom Protista

Phylum Some characteristics Examples
Euglena
Euglenophyta one-celled P~
(euglenoids) make or take in food AT
most have one flagellum Phacus
T —— 11 e 7T u‘ mmnm--—;l—'»---;'“ij
Chrysophyta most are one-celled E A § Synedra

(golden algae) make own food
yellow-brown color

Pyrrophyta one-celled
(dinoflagellates) take in food
have two flagella

Sarcodina one-celled
(sarcodines) take in food
have pseudopods
Ciliophora one-celled ; N (E=
(ciliates) take in food ,_ E
have cilia e /)
" Didinium
- Trichomonas
Mastigophora one-celled w"\ A@ f/‘
(flagellates) take in food N @ : @
have two or more e %
flagella Trypanosoma '
{ »/.—\ ‘\ -
Sporozoa one-celled > \\ 3 ) .
(sporozoans) take in food | NG = »_\7' N \
no means of movement \:3 ~aD Gregarina .~
Plasmodium
Myxomycetes many- or one-celled

(slime molds) absorb food
change form during
life cycle




SPECIFICKE ORGANELY PRVOKU

 KINETOPLAST

* HYDROGENOSOM
+ MITOSOMY

* APICOPLAST

* GLYKOSOM

* ACIDOKALCISOM
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1910-20 prukaz Feulgenovou reakci - ,, kinetonucleus”
1963  ,znovuobjeveni® DNA v kinetoplastu (Steinert) -



KINETOPLAST
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* mitochondrialni DNA
* 10 — 20% DNA bunky
(cca 4 x 107 kDa)
» zretezeny nukleoid
kruhovych molekul

DISKOVITY KINETOPLAST
KINETOPLASTEA




KINETOPLAST
KOMPAKTNI SiT MOLEKUL kDNA — vysoky obsah AT

MINIKROUZKY NUKLEOID STABILNI | MAXIKROUZKY 50

10 000 30000 [ PRIIZOLACI MAXICIRCLE
MINICIRCLE — 10 — 12 um; 20 — 22 kb

03um;1kb O

SIT V SiTl: VSECHNY MAXIKROUZKY VZAJEMNE PROPOJENY




FUNKCE MAXIKROUZKU

« GENY PRO rRNA A PROTEINY MITOCHONDRIE NEZBYTNE
PRO FUNKCNI AKTIVACI MITOCHONDRIE PRI PRENOSU

NA GLOSINY

obdoba mitochondrialnich genu jinych eukaryot
JEJICH PRIMARNI PREPIS VYZADUJE ROZSAHLE
POST-TRANSKRIPCNi UPRAVY  RNA - EDITING

FUNKCE MINIKROUZKU

+ GENY PRO GUIDE - RNA
UMOZNUJI ZCITELNENI KRYPTOGENU MAXIKROUZKU

- STRUKTURALNI FUNKCE
mm) STEJNOMERNE ROZDELENI MAXIKROUZKU PRI DELENI

KINETOPLASTU

Na mini i maxikrouzcich:
UMS — univerzalni sekvence oznacujici misto pocCatku replikace



RNA - EDITING

POST-TRANSKRIPCNIi UPRAVY RNA

Benne et al 1988:
GEN PRO COX Il Trypanosoma brucei
> 50% mRNA NENi KODOVANO V DNA
cDNA sondy NEHYBRIDIZUJi S GENEM

KRYPTOGEN

PRIMARNI PREPISY NEFUNKCNIi — BEZ INICIACNICH
A UKONCOVACICH KODONU

DESIFROVANI KRYPTOGENU VKLADANIM (VYPOUSTENIM)
URIDINU RIZENEM GUIDE RNA, KRATKYMI MOLEKULAMI,
KTERE HYBRIDIZUJi S PRIMARNI PRE-mRNA




GUIDE RNA

pre-mRNA
< ] .
UPRAVOVANA DOMENA /
5 e _ 3

200773 VAVZA11111

GUIDE RNA

oz, LIER

3-UUUUUU ——C DN y

V Y

INFORMACNI SEKVENCE KOTVA = komplementarni
k pre-mRNA

UUAGGGGGAGGAGAGAUAGUUAUUVAUAUUGUUGUUGAAAUUUGGUUUGUUAUUGGAGUUAUAG

S i I I B O R N N O N R N s N O AR N A RN SRR NN
UUUUUUUUUUUU AGCCUCAAUAUC

POST-TRANSKRIPCNi UPRAVOU - VKLADANIM URIDINU
= CITELNOST KRYPTOGENU

DOPLNENI INICIACNIHO (AUG)

A UKONCOVACIHO (UAA) KODONU




RNA - EDITING | POSTUP UPRAV OD 3’ K 5°’KONCI

MEZIPRODUKTY: CASTECNE UPRAVENE PRE-mRNA

UPRAVOVANA DOMENA
5° =]
L1 gRNA-1
INFOIJI\/IACE KOYI'VA
5 -BLOKZ BLOK 1 3
L1 gRNA-2
5 BLOK 3 [BLOK 2| BLOK 1 3
L1 gRNA-3 | UCAST HELIKAZY
PRI UVOLNENI gRNA

UPRAVY REDIGOVANEHO BLOKU: vzdy za poslednim komplementarnim mistem




MECHANISMUS RNA-EDITINGU

ENZYMOVA KASKADA

POSTUPNY UCINEK
ENDONUKLEAZY == TERMINALNI URIDYL TRANSFERAZY == RNA LIGAZY

EDITOSOM
VYSOKOMOLEKULARNI RIBONUKLEOPROTEINOVY KOMPLEX
OBSAHUJICI POTREBNE KOMPONENTY PRO EDITING
~ 1.6 MDa
> 20 proteint, mnohé v parech
+ pridruzené faktory — nejsou stabilni soucasti editosomu,
jsou ale nezbytné pro spravny editing




EDITOSOM /'\

5 #3'

LOKALIZACE
PRERUSENI endoribonukleaza
VSUNUTI terminalni
URIDINU uridin transferaza
+UTP
, U
ZCELENI RNA-ligaza

AN



Editosome Model

upstream
binding

J

> catalytic

\ anchor
binding

Insertion editing Deletion editing -



RNA editing je komplexni,
ale presny proces

* Fada koordinovanych enzymatickych kroku
- kazdy enzym prispiva k presnosti uprav

* JRNA urcuje pocet a misto viozeni nebo
vylouceni U

- vysledkem je presné upravena mRNA
schopna translace



VYZNAM

REGULACE EXPRESE MITOCHONDRIALNICH GENU

(INICIACNi KODON — AUG)

Trypanosoma brucel

DIFERENCOVANY EDITING RUZNYCH PREPISU
KONSTITUCNI VE VSECH FAZICH VYVOJOVEHO CYKLU
JEN U VEKTOROVYCH FOREM
JEN U KREVNICH FOREM




VYZNAM

JE EDITING EVOLUCNIi RESIDUUM (?)

PUVODNi MECHANISMUS MODIFIKACIi A OPRAV RNA
PRED VZNIKEM POLYMERAZ

« PAN-EDITING u evoluéné starSich forem
 DALSI VYVOJ: reverzni transkripce ¢asteéné upravené mRNA
do DNA maxikrouzkl — omezovani editovanych useku
* Riziko RNA editingu:
Ugast velkého mnozstvi gRNA podminkou Uspé&sné Upravy kryptogenu
Mutace genu pro jedinou gRNA muUze znemoznit transkripci.




PANKINETOPLAST
Jednotlive spiralizované kruhy po celé
mitochondrii

Evoluce
Kinetoplastu

Trypanoplasma
borreli

MEGAKINETOPLAST
Dlouhé molekuly linearizovanych
minikrouzkl zapojenych v tandemu

POLYKINETOPLAST

Jednotlivé relaxované kruhy v
kompaktnich shlucich na nékolika
mistech mitochondrie

PROKINETOPLAST

OO ' > Bodosaltans .4 kompaktni shluk

OQ relaxovanych kruh,
ojedinéle 2-3 kruhy
propojené

DISKOVITY KINETOPLAST
Propojena sit’ kruhovych molekul




DYSKINETOPLASIE

1. CHYBiI KINETOPLASTOVA DNA
2. DEZORGANIZACE STRUKTURY KINETOPLASTU
3. CHYBI MAXIKROUZKY

4. HOMOGENIZACE MINIKROUZKU

DUSLEDKY:

NESCHOPNOST VYVOJE V PRENASECI

NEJSOU EXPRIMOVANY MITOCHONDRIALNI GENY
— NESCHOPNOST FUNKCNI AKTIVACE MITOCHONDRIE
= METABOLICKY ARESTOVANA KREVNI| FAZE

Trypanosoma equiperdum
sexualni prenos (venericka
nakaza koni)

Trypanosoma evansi

pasivni prenos (bodaveé
mouchy, ovadi, upifri) -> unik z
glossinového pasu




HYDROGENOSOM
ORGANELA ANAEROBNICH AMITOCHONDRIALNICH PROTIST

OBJEV A CHARAKTERIZACE: U TRICHOMONAD (Tritrichomonas foetus)
1973 - 1975 M.Mdller et al. (Rockefeller University, New York)
J.Cerkasov et al. (Karlova univerzita, Praha)




HYDROGENOSOM
VYSKYT: U PROTIST ADAPTOVANYCH NA ANAEROBIOZU

bez vzajemne pribuznosti

* TRICHOMONADIDA
« HYPERMASTIGIDA
« BACHOROVIi NALEVNICI
« HOUBA Neocallimastix Z BACHORU
« NALEVNICI A BICIKOVCI
z anaerobnich sladkovodnich
a mofskych sedimentu

PUVOD:

PREDPOKLAD — OPAKOVANY VZNIK Z MITOCHONDRIi
u organismu na rizném evoluénim stupni jako adaptace
na zivot v anaerobnim prostredi

ALTERNATIVNE — SPOLECNY PREDCHUDCE HYDROGENOSOMU
A MITOCHONDRII



HYDROGENOSOMY NEMAJI VLASTNI GENOM

« VSECHNY PROTEINY KODOVANY V JADRE
« SYNTEZA NA VOLNYCH RIBOSOMECH
« IMPORT DO HYDROGENOSOMU

Vyjimka: Nalez mitochondrialnino genomu v
hydrogenosomech nalevniku ze stfeva
Svabu Nyctotherus ovalis.

HYDROGENOSOMY
OBSAHUJI
MITOCHONDRIALNi DNA
A RIBOSOMY

Vnitfni membrana tvori vybézky podobné
cristam.

Syntrofni asociace s metanogennimi
bakteriemi.




FUNKCE HYDROGENOSOMU

e METABOLISMUS PYRUVATU
PRODUKCE ATP SUBSTRATOVOU FOSFORYLACI
PRODUKCE H,

« METABOLISMUS MALATU
- TVORBA Fe-S CENTER
- DETOXIFIKACNIi PROCESY
RUBRERYTHRIN — THIOREDOXIN — Fe-S FLAVOPROTEINY

FARMAKOLOGICKY VYZNAM

AKTIVACE 5-NITROIMIDAZOLOVYCH LECIV
Poruchy hydrogenosomalniho metabolismu — souvislost s rezistenci




MITOSOM

 organela anaerobnich prvoku
nema vlastni genom

* dvojita membrana

« mitochondrialni typ mechanismu
pro import proteinu

* nema respiracni funkci

* nepodili se na tvorbe energie

Giardia intestinalis
Tovar et al. 2003 (+Tachezy, Sutak)
tvorba Fe-S center
Entamoeba histolytica
Clark et al. 1999, Samuelson 1999
metabolicka aktivace sulfatu




APICOPLAST

ORGANELA CHARAKTERISTICKA PRO APICOMPLEXA
s vyjimkou gregarin a kryptosporidii

malarické plasmodium

s o

GF

: Pao et U
245 Toxoplasma




APICOPLAST

« OVALNA ORGANELA BLIiZKO JADRA,
MITOCHONDRIE A GOLGIHO APARATU

« 4 MEMBRANY

« JE AUTOREPLIKACNI

« MA VLASTNi GENOM

PUVOD: sekundarni symbidza s ervenou fasou

DULEZITE METABOLICKE FUNKCE

* syntéza mastnych kyselin

» syntéza izoprenoidu

« syntéza aromatickych aminokyselin a ubichinonu
(Sikimatova draha)

NEPOSTRADATELNA ORGANELA metabolické drahy a proteiny
- rostlinného typu
NADEJNY CIL PRO CHEMOTERAPII bez rizika poskozeni hostitele!




GENOM APICOPLASTU

+ CIRKULARNI MOLEKULA DNA ~ 35 kb

« USPORADANI GENU A JEJICH SEKVENCE OBDOBNE JAKO

V GENOMU PLASTIDU

« KODOVANY PREDEVSIM GENY SOUCASTI TRANSKRIPCNIHO
A TRANSLACNIHO APARATU (rRNA, podjednotky RNA polymerazy,
elongacni faktor aj.)

 VETSINA METABOLICKYCH PROTEINU KODOVANA V JADRE

> IMPORT DO APICOPLASTU

v

signalni transitni protein
hydrofébni

1. syntéza na ribosomech perinuklearniho ER,
kotranslacni vstup do ER

2.odstépeni signalniho peptidu - odhaleni

dvojdilné transitni znacky

3.vesikularni transport do apicoplastu — béhem
transportu odstépeni €asti znacky

4. konecna proteolyticka uprava zralého proteinu v
apicoplastu




IMPORT DO APICOPLASTU

APICOPLAST

VESIKULARNI
TRANSPORT
bez ucasti

Golgiho aparatu

konecna proteolyticka
uprava zralého proteinu

postupné odstépovani
transitnich sekvenci

vstup do lumen RER
odstépeni signalni
sekvence

odhaleni transitnich
sekvenci

syntéza na ribosomech
perinuklearniho RER
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BIOSYNTEZA MASTNYCH KYSELIN

SAVCI

TYP |

sdruzena draha
katalyzuje multifunk¢ni fuzni protein

APICOPLAST bakterie —rostliny (plastidy)

TYP I

jednotlivée enzymové aktivity katalyzuji
oddelené proteiny
3 B-ketoacyl-ACP syntazy
B-ketoacyl-ACP reduktaza
B-hydroxyacyl-ACP dehydrataza
enoyl-ACP reduktaza
ACP = proteinovy nosicC acylu (Acyl Carrier Protein)

KODOVANY V JADRE ===p IMPORT DO APICOPLASTU




BIOSYNTEZA MASTNYCH KYSELIN V APICOPLASTU

acetyl karboxylaza

I
MALONYL~CoA @ ACETYL~CoA

malonyl ~CoA:ACP transacylaza J
MALO&YL-ACP » B-ketoacyl-ACP syntaza lll
\ /
B-ketoacyl-ACP syntaza I/l ketoacyl-ACP reduktaza

MASTNE 4‘\&@ R
KYSELINY hydroxyacyl-ACP
\& enoyl-ACP reduktaza dehydrataza J/

PRODLUZOVANI ACYLOVEHO RETEZCE V KAZDEM CYKLU




HERBICIDY

INHIBITORY SYNTEZY MASTNYCH KYSELIN

acetyl karboxylaza

MALONYL~CoA

malonyl ~CoA:ACP transac

THIOLACTOMYCIN
CERULEIN

TRICLOSAN

NN

e=TYL~CoA

/

¥
MALONYL-ACP

= B-ketoacyl-ACP syntaza lli

-
B-ketoacyl-ACP syntaza I/l
MASTNE t 2C
KYSELINY

enoyl-ACP reduktaza

\

ketoacyl-ACP reduktaza

X

hydroxyacyl- ACP

\

TRICLOSAN



SIKIMATOVA DRAHA

« U RAS, VYSSICH ROSTLIN, HUB A BAKTERIi (U ROSTLIN V PLASTIDECH)
« NEN| U SAVCU : :
ERYTROZO-4-FOSFAT + FOSFOENOLPYRUVAT
1
|
5-DEHYDROCHINAT
3]
5-DEHYDROSIKIMAT
4]

élK"IVIAT GLYFOSAT
SIKIMAT-3-FOSFAT '”htor
ﬂ*_— 5-enolpyruvyl-Sikimat-3P-syntaza

5-ENOLPYRUVYL-SIKIMAT-3-P

K
| CHORISMAT J\
kyselina p-aminobenzoova
ubichinon |'/ - . — N :
syntéza aromatickych metabolismus

aminokyselin kyseliny listoveé




GLYKOSOM

¢ 5 3
{ | ™ \.?

« KULOVITE NEBO OVALNE ORGANELY
« JEDNODUCHA MEMBRANA
« GRANULARNI MATRIX — amorfni nebo krystaloidni inkluze (core)

HLAVNI METABOLICKA ORGANELA KREVNICH FOREM

AFRICKYCH TRYPANOSOM - vyskyt u viech kinetoplastid

Objev: ORGANELOVA LOKALIZACE GLYKOLYTICKYCH ENZYMU
1977 Fred Opperdoes (ICP Brusel)




BIOGENEZE GLYKOSOMU

rekaace
zraly

glykosom
ER ‘ prekursor

Q"

\ f ‘,'\
ot @

*
2"

binarni déleni

PUCENI PREKURSORU Z ENDOPLASMICKEHO
RETIKULA — IMPORT PROTEINU A LIPIDU — RUST —
ZRAN| - REPLIKACE

NEMAJI VLASTNI GENOM

. VSECHNY PROTEINY KODOVANY V JADRE
. SYNTEZA PROTEINU NA VOLNYCH RIBOSOMECH V CYTOSOLU
. POST-TRANSLACNI IMPORT DO GLYKOSOMU (spec. PEX komplexy)




IMPORT DO GLYKOSOMU

PEX
‘ ) receptory pro PTS

PEX
pristavaci komplex

PEX
import na cilova
mista v organele

GLYKOSOM



GLYKOSOMY AFRICKYCH TRYPANOSOM
T.brucei

cca 240/bunka

HLAVNI METABOLICKA FUNKCE: GLYKOLYZA

90% glykosomalnich proteinu = glykolytické enzymy

7 ENZYMU GLYKOLYTICKE DRAHY
(od hexokinazy po fosfoglycerat kinazu)
ORGANELOVA LOKALIZACE GLYKOLYZY UNIKATNI
neni u jinych organismu

VYZNAM:

« OCHRANA GLYKOSOMALNIHO ATP PRED NEZADOUCI
SPOTREBOU

« PREVENCE METABOLICKYCH INTERFERENCI

« ZABEZPECENI| EFEKTIVNOSTI GLYKOLYZY




GLYKOLYZA

STIHLYCH KREVNICH STADII GLUKOZA

.-
N
(

5X

)

mitochondrie \

DHAP > GA-3-P
NADH NAD o
G-3-P-OXIDAZA G3P:NAD OR >< GA-3P:NAD OR
NAD NADH
G-3-P 1,3-biPG

ATP
HEXOKINAZA

ADP
GP-IZOMERAZA ‘

ATP
FOSFOFRUKTOKINAZA
ADP

F-1,6-DP ALDOLAZA F-1.6-biP

AOZO-P-lZOMER%

ADP

ATP <>1
\glykosom :

ATP Q

\

PG KINAZA

3-PG /

é_ ENOLAZA
ADP PEP pyrUVAT

KINAZA

PYRUVAT




DALSI METABOLICKE PROCESY
V GLYKOSOMECH

ODBOURAVANI MASTNYCH KYSELIN B-OXIDACI
BIOSYNTEZA ETEROVYCH LIPIDU

FOSFORIBOSYL TRANSFERAZOVA REAKCE
SALVAGE“ PURINU

NEKTERE REAKCE SYNTEZY PYRIMIDINOVYCH
NUKLEOTIDU




ACIDOKALCISOM

1995 - 1999
Roberto DOCAMPO

KYSELE VAKUOLY S VYSOKYM OBSAHEM Ca?2*
BEZ SOUVISLOSTI S ENDOCYTOZOU A LYSOSOMALNIM SYSTEMEM

VYSKYT: KINETOPLASTIDA — Trypanosoma cruzi, T.brucei, Leishmania
APICOMPLEXA — Toxoplasmi, Eimeria, Plasmodium

FUNKCE ACIDOKALCISOMU

® SUBCELULARNI REZERVOAR Ca?*
® REGULACE INTRACELULARNIHO pH

® REZERVOAR ENERGETICKY ZUZITKOVATELNYCH FOSFATU
PP, A PolyP

® OSMOREGULACE



ACIDOKALCISOMY

TOXOPLASMA

MORFOLOGIE V
TRANSMISNIM
ELEKTRONOVEM
MIKROSKOPU

EIMERIA




y ACIDOKALCISOM
Ca?* - H* PUMPA — P- PROTEIN: PRISUN Ca?*

PROTONOVE V-PUMPY a Na* H* ANTIPORTY: REGULACE pH
AQUAPORINY: OSMOREGULACE

H* Ca?* ANTIPORT

Na*H" ANTIPORT

VANADAT
}ADP +P
DIBUTYLHYDROXYTOLUEN

BHT \ Ca2t

Na*

AMINOMETYLEN

PP, TRANSPORTER

DIFOSFONAT 4 2P;
AMDP

P, TRANSPORTER
P.

AQUAPORIN

BAFILOMYCIN



ZAVER

- PARAZITICTIi PRVOCI MAJI RADU SPECIFICKYCH
ORGANEL, SOUVISEJICICH S JEJICH ZPUSOBEM
ZIVOTA

« FUNKCNI SLOZKY TECHTO ORGANEL JSOU
VETSINOU (Cl VYHRADNE) KODOVANY V JADRU
BUNKY A DO PRISLUSNE ORGANELY
TRANSPORTOVANY

» DIKY SVE VYLUCNOSTI SKYTAJI POTENCIALNI
NADEJNE CILE PRO ANTIPROTOZOARNI TERAPII



