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AFRICKE TRYPANOSOMY

« DVOUHOSTITELSKA KINETOPLASTIDA
« EXTRACELULARNI PARAZITI V KRVI

Trypanosoma rhodesiense

[ Lo akutni — zoonoticka L
.~ Trypanosoma gambiense |
}‘ \, ,_. "’ chronicka — antroponoticka
’ \f

Trypanosoma brucei
Onemocnéni dobytka — nagana




LIDSKE AFRICKE TRYPANOSOMY

Trypanosoma gambiense Trypanosoma rhodesiense
Antroponoticka Zoonotickda - antilopy, dobytek
Chronicky prubéh Akutni onemocnéni

Klasicka spava nemoc Rychly zhoubny prubéh

Pomaly vyvoj nemoci
s postizenim CNS

v konecéné fazi.

Kon¢i smrtelné

e Trypanosomova
. sepse s fatalnim
koncem béhem
2 - 4 mésicl

po 6 -8 letech

Vektor: Vektor:

Ri&ni glossiny Savanové glossiny
skupina skupina

Glossina palpalis Glossina morsitans

RozsSireni:
Vychodni a Stredni
Afrika

RozsSireni:
Zapadni a Stredni
Afrika



Ko Sodalis

Wigglesworthia

Wolbachia

Trypanosome

Bacteriome

Ambivalentni efekt bakterialnich endosymbiontu glosin:

Sodalis inhibuje strevni lektin glosiny

Wigglesworthia vyzivuje kromé glosiny takeé trypanosomy
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JADERNY MITOCHONDRIALNI

INFORMACNI OBSAH = KINETOPLASTOVA DNA
HAPLOIDNIHO GENOMU: EXPESE GENU

~ 25 Mb NEZBYTNA PRO VYVOJ

+ NEPREPISOVANE VE VEKTORECH

REPETITIVNIi SEKVENCE
ROZDILY MEZI IZOLATY < 25% RNA - EDITING

, JADRO
 DIPLOIDNI

« SEXUALNIi REKOMBINACE VE VEKTORECH
JEN OBCAS — KLONALNi STRUKTURA POPULACIi TRYPANOSOM
« 3TYPY CHROMOSOMU




CHROMOSOMY TRYPANOSOM - 3 velikostni tridy

1. MINICHROMOSOMY
~ 100: 50 — 150 kb, LINEARNiI PALINDROM

V TELOMERICKE OBLASTI

GENY PRO VARIABILNi POVRCHOVE GLYKOPROTEINY (VSG)
SUBTELOMERICKA OBLAST NACHYLNA K REKOMBINACIM
TRANSLOKACE VSG KOPIi ALE ZADNA EXPRESNi MiSTA

TELO CHROMOSOMU: DLOUHA REPETITIVNIi SEKVENCE 177bp VE DVOU
INVERZNICH RADACH PALINDROMU

VSG 177-bp repeat VSG
O%)O-—-----I TII---//////////////////////////////////\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\---I TII------O(%O

teloméra 70-bp repeat 70-bp repeat teloméra

2. INTERMEDIALNIi CHROMOSOMY
200 — 900 kb
POCET A VELIKOST ROZDILNA U RUZNYCH KMENU

EXPRESNI MiISTA PRO VSG




3. VELKE (MEGABAZOVE) CHROMOSOMY
1 Mb ->6Mb

11 PARU CHROMOSOMU

,HOUSE KEEPING* — GENY

V SUBTELOMERICKE OBLASTI:
GENY V PRO VSG V RADACH PO 3 - 250 KOPIICH
VETSINOU PSEUDOGENY NEBO FRAGMENTY GENU

JEN ~7% FUNKCNICH VSG GENU
ALE | PSEUDOGENY VYUZITELNE V REKOMBINANTNICH PROCESECH
ZVYSUJICICH VARIABILNi POTENCIAL VSG GENU

V TELOMERICKE OBLASTI
EXPRESNI MiSTA PRO METACYKLICKE | KREVNI VSG GENY

VELIKOSTNI POLYMORFISMUS HOMOLOGNiCH’CHROMOSOMLoJ
10 — 300% MEZI RUZNYMI KMENY (REPETITIVNIi ELEMENTY)




POLYCISTRONICKA TRANSKRIPCE

« GENY TRYPANOSOM ZPRAVIDLA NEMAJi INTRONY
« NA CHROMOSOMECH USPORADANY VE SKUPINACH, KTERE JSOU
SPOLECNE PREPISOVANY DO RNA

POLYCISTRONICKA JEDNOTKA

PROMOTOR IR 1 IR 2: MEZIGENOVE OBLASTI
) START - A N - % N STOP .
5 v 1 3
GEN 1 GEN 2 GEN 3
| | ] | — Pre-mRNA
PREKURSOROVA POLYCISTRONICKA mRNA
TRANS-SPLICING | POLYADENYLACE
MINIEXON h ( I
-SL-RNA
SPLICED LEADER /A | /A /A
e e e W
5 3’ 5 3’ 5 3’

TRANS-SPLICING A POLYADENYLACE KOORDINOVANY




TRANS SPLICING

PRIMARNI PREPIS

PRIMARNI PREPIS REPETITIVNIi SEKVENCE POLYCISTRONICKE JEDNOTKY
I I I 1
39 nt l l 140 nt VYSTRIZENI
s VAZBA MINIEXONU NA
AKCEPTOROVOU RNA (aRNA)
/- > KODUJICi OBLAST
r f A \
p =) | | 37 aRNA
METY'— GUANOSIN NEKODUJICI OBLAST
CEPICKA NEKODUJICI OBLAST Q’”'\”EXON
~ < Y-MEZIPRODUKT
S — | 3'

MINIEXON = SPLICED LEADER RNA \ / ‘
|

ZRALA mRNA



TRANS SPLICING

DISKONTINUALNI TRANSKRIPCE
SPOJENiIi EXONU KODOVANYCH NA RUZNYCH MISTECH GENOMU
PROBIHA U PREPISU VETSINY GENU TRYPANOSOM

Komplexni spliceosom — podobné slozeni jako u cis-splicingu, jiné
kombinace podjednotek, jiny typ premosténi exont

VYZNAM:

«  STABILIZACE PREPISU GENU VYSTRIZENYCH Z PRIMARNIHO
PREPISU POLYCISTRONICKE JEDNOTKY NAVAZANIM SEKVENCE
(MINIEXONU) S METYLGUANOSINOVOU CEPICKOU

« VYTVORENI|I FUNKCNIHO 5’ KONCE S ROZPOZNAVACIM
SIGNALEM PRO RIBOSOM




| VYVOJOVY CYKLUS |

MNOZENI DIFERENCIACE
TRYPOMASTIGOT TRYPOMASTIGOT
STIHLY P SIROKY
(SLENDER) (STUMPY)

PATOGENNI PRENOS
NA GLOSSINU
I ¥

Glossina

DIFERENCIACE

TRYPOMASTIGOT
METACYKLICKY

PRENOS NA CLOVEKA

I

MNOZENI
EPIMASTIGOT

SALIVARNI
PIQIS’EIVDLY’
SLINNE ZLAZY

MNOZENI

TRYPOMASTIGOT
PROCYKLICKY

MESENTERON

DIFERENCIACE

TRYPOMASTIGOT

MESOCYKLICKY
(PROVENTRIKULARNI)




frppanosamea Araced schematic representation of developmental
cycle in a marnmal and in the tzetse fly vectar, (After Vickerman, 1985)
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ZMENY ENERGETICKEHO METABOLISMU
KREVNI STADIA VEKTOROVA STADIA

GLYKOSOMALNI METABOLISMUS MITOCHONDRIALNI METABOLISMUS
GLYKOLYZA

GLUKOZA —"PYRUVAT 2 ATP

PROLIN __, o-KETOGLUTARAT
—» KREBSUV CYKLUS

__, OXIDATIVNi FOSFORYLACE 22 ATP

MORFOLOGICKA

REGRESE MITOCHONDRIE MORFOLOGICKA

- JEDNODUCHA TRUBICE EXPANZE MITOCHONDRIE

- TUBULARNI KRISTY (malo) - ROZVETVENA TRUBICE

- GLYKOSOMY KULOVITE - PLATKOVITE KRISTY (hodné)

« GLYKOSOMY TYCINKOVITE




GLYKOLYZA

STIHLYCH KREVNICH STADII GLUKOZA

.0'.‘ -"'0’:1
-, HEXOKINAZA
! ‘3 X ////7

X GP-1IZOMERAZA ‘

mitochondrie

ATP
FOSFOFRUKTOKINAZA
ADP

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

AOZO-P-lZOMER%

ATP \
ADP

\glykosom

DHAP " GA-3-P
NADH NAD Pi
GBP:NWX GA-3P:NAD OR
NAD NADH
G-3-P 1,3-biPG
ADP =

ATP qjl PG KINAZA
3-PG /

L ENOLAZA

GLUKOZA — hlavni energeticky
substrat krevnich stadii je
v nadbytku v krvi Clovéka

ADP PEPPYRUVAT
ATP q KINAZA

PYRUVAT




METABOLISMUS PROLINU U PROCYKLICKYCH STADIi

—

i PROLIN i
v
GLUTAMAT SEMIALDEHYD
PYRUVAT | b
GLUTAMAT

ALANIN

OXALOACETAT

a—KETOGLUTARA:X

/ \&;OZ | ASPARTAT |

ISOCITRAT SUKCINYL~CoA
CIS AKONITAT \
| SUKCINAT |
CITRAT
& /
OXALOACETAT FUMARAT
\%ALAT /
PROLIN — hlavni energeticky

substrat vektorovych stadii je
v nadbytku v hemolymfé glosin

NADH

¥

oxidativni fosforylace




ZMENY POVRCHOVEHO PLASTE

KREVNIi: VARIABILNi GLYKOPROTEINY VSG

POVRCHOVY PLAST
U VSECH KREVNICH FOREM A METACYKLU

VEKTOROVE: PROCYKLINY (PARP) EP, GPEET
KYSELE REPETITIVNi PROTEINY

POVRCH PROCYKLU—MESOCYKLU A
EPIMASTIGOTU SLINNYCH ZLAZ




POVRCH PROCYKLINY
NH, — ~
TERMINALNI EP NH, "GPEET
POLYPEPTID EP1,EP2 TERMINALNi
hN , POLYPEPTID
GLYKOSYLOVANE
MiSTO: EP1+, EP2-
’ EP-DIPEPTID
VSG ™~ . 3x
REPETITIVNI
DIPEPTID: .
NH, K.GLUTAMOVA REPETITIVNI
PROLIN PENTAPEPTID:
PROTEIN < 25x 6x
GLYCIN
GLYKOSYLOVANE e
LY K.GLUTAMOVA 2
MiSTO - N $ KYSELINA ]2 TREONIN X
- = SIALOVA s/GPI|;
GPI ; \:'o 1! . \
Wil o
f{ ﬁ TRANSSIALIDAZA 3
KREVNI A , VEKTOROVE , '
METACYKLICKE PROCYKLICKE, MESOCYK!_ICKE
TRYPOMASTIGOTY TRYPOMASTIGOTY, SALIVARNI EPIMASTIGOTY




POSTUP INFEKCE A PATOGENEZE

LOKALNI ZANET = GENERALIZOVANY ZANET =INFEKCE CNS

INOKULACE

KUZE
R
LOKALNI ZANET

EDEM - BUNECNA REAKCE

LOKALNi POSKOZENI TKANE (SANKR)

|

LOKALNI LYMFATICKE UZLINY

l

LYMFATICKE DRAHY

|

DUCTUS THORACICUS «

|

PRESTUP DO KRVE

RECIRKULACE
V LYMFATICKYCH DRAHACH



DUCTUS THORACICUS /:
{
I

F
MISTO PRESTUPU TRYPANOSOM ‘ A I'

Z LYMFY DO KRVE veTauggris

S—

// -4
] -
Véna cava Superlor g _ade |



POSTUP INFEKCE A PATOGENEZE

KOLONIZACE
CIRKULACE V KRVl ——| poJIVOVYCH TKANI

l

PERIVASCULITIS

MOZKOVE CEVY

|

PREKONANI HEMATOENCEFALICKE BARIERY

l

ROZSEV DO MOZKOMISNIHO MOKU A MOZKOVE
TKI&NE

MENINGITIS - MENINGOENCEPHALITIS - EDEM
MOZKU

DESTRUKCE NEURONU, DEMYELINIZACE



SPAVA NEMOC

INKUBACNIi DOBA: 6 — 14 DNIi

1. LOKALNI ZANET
GRAFUV SANKR
PRIMARNI REAKCE V MISTE INFEKCE




SPAVA NEMOC

2. HEMO-LYMFATICKE STADIUM

~ 2 ROKY

LYMFADENITIS

A
CERVIKALNI UZLINY

\
GENERALIZACE

NEPRAVIDELNE HORECKY
ANEMIE

BOLESTI HLAVY A KLOUBU
UNAVA — KACHEXIE
SPLENOMEGALIE

WINTERBOTTOMUV

PRIZNAK




SPAVA NEMOC
3. MENINGO-ENCEFALITICKE STADIUM [-4-8LET

« RUZNE NEUROLOGICKE PRIZNAKY
« ZMENY PSYCHIKY

« PORUCHY SPANKOVEHO RYTMU

« BOLESTI HLAVY (PRETRVAVAUJICI)

« ANOREXIE

« APATIE — SPAVOST

« PSYCHICKY A FYZICKY UPADEK

KOMA

!

SMRT

CASTO PREDCASNA SMRT NA PRIDRUZENE INFEKCE - IMUNOSUPRESE



ANTIGENNI PROMENLIVOST

OPAKOVANE NAMNOZOVANI A ZANIK POPULACI TRYPANOSOM

ANTI-A ANTI-B ANTI-C

EXOANTIGENY ;
i\\/ TRYPANOLYZE /
METABOLIT\Q |

| ENDOTOXICKE
| SUBSTANCE

VvV n?

)/

VSG (VARIANT SURFACE GLYCOPROTEIN) — POVRCHOVY GLYKOPROTEIN
CHARAKTERISTICKY PRO DANOU ANTIGENNI VARIANTU

VAT (VARIANT ANTIGENIC TYPE) — POPULACE EXPRIMUJICI STEJNY VAT



50 — 65 kDa GLYKOPROTEINY
NA MEMBRANE DIMERY S GLYKOSYLFOSFATIDYL
INOSITOLOVOU KOTVOU (GPI)

N I2 NH2

PROTEIN

GLYKOSYLOVANE MIiSTO

ETANOLAMIN-P

GLUKOSAMIN
GLYKAN
INOSITOL
FOSFAT
NAELR . :
cen [yl eeesene,
SPECIFICKA iy S pUll Vg K MYRISTOVA
FOSFOLIPAZA - :
UVOLNENI VSG

KOMPLETNiI POVRCHOVY PLAST 12-15 nm

VZDY Z JEDINEHO VSG

KONSTANTNI OBLAST

VARIABILNI OBLAST -~ 30 TERMINALNICH AMINOKYSELIN
ZADNY ZKRIiZENY PROTEKTIVNI UCINEK




SYNTEZA, UPRAVY A EXPORT VSG

-_—

2. Odstrizeni signalni sekvence — pripojeni
prekurzoru GPI kotvy

3. Vezikularnim transportem do Golgi — glykosylace

GPIl — pripojeni ethanolamin fosfatu — uprava
lipidické kotvy na kyselinu dimyristylovou

4. Vezikularni transport do periflagelarni |
kapsy — export na bunéénou membranu

ENZYMOVY KOMPLEX
RIBOSOM Gpravy nascentniho ®
\ _ proteinu =

. Syntéza na ribosomech ER — vstup do lumen ER

PERIFLAGELARNI
KAPSA

GOLGI

ENDOPLASMICKE

RETICULUM

Rychly proces: Pripojeni prekurzoru GPI kotvy — sekundy. Transport na

bunécnou membranu ~ 15 minut.




PRUBEH ANTIGENNi PROMENLIVOSTI

N, R, S
Nen

o

Nea
g\m VSG g\m Immune Proliferation S\m

switch destruction
by host

EXPRIMOVAN VZDY JEN 1 VSG

NASTUP VARIANT V PREDVIDATELNEM SLEDU
NEJDE O SELEKCI PREEXISTUJICICH VARIANT
ZE SMISENE POPULACE (1 KLON JE VARIABILNI)
NEJDE O MUTACE DE NOVO VZNIKLE V PRUBEHU

INFEKCE
KAZDY VSG KODOVAN VLASTNIM GENEM
V JADERNE DNA T.brucei 1250 — 1500 VSG GENU




TRANSKRIPCE VSG GENU

MOZNA POUZE Z TELOMERICKEHO MISTA EXPRESE

V GENOMU ~ 15 EXPRESNICH MIST

NA INTERMEDIARNICH A VELKYCH CHROMOSOMECH

MiSTO EXPRESE PRO VSG GENY STIHLYCH KREVNICH FOREM
50 bp PROMOTOR ESAG 70 bp TELOMERICKY
REPEATS // — —. | REPEATS REPEAT

\ 4 ‘ \ 4 l
2050 kb | 1 s5-20kb

(10) (9)
. SRA y
v

POLYCISTRONICKA TRANSKRIPCE



HLAVNI ZPUSOBY EXPRESE VSG

BC ELC (
— 4
q

NEJCASTEJI:
GENOVA KONVERZE
DUPLIKATIVNI TRANSPOZICI

BC - BAZALNI KOPIE
ELC - ,EXPRESSION LINKED COPY*

o

J
>
}

AKTIVACE IN SITU
= AKTIVACE EXPRESNIHO MISTA




: KONVERZE TELOMER
ndl i B DUPLIKATIVNi TRANSPOZICE
] ] i ] CELE AKTIVNi TELOMERY
=
|
A WA A
[ ] B B
(o) (o) (o)
VYMENA TELOMER
CROSSOVER
] ]—' ] KONCU CHROMOSOMU
| [ ]




PATOLOGICKE DUSLEDKY ANTIGENNi PROMENLIVOSTI

« PERMANENTN| EXPOZICE HOSTITELE ANTIGENUM TRYPANOSOM

« OPAKOVANE REAKCE ANTIGEN «— PROTILATKA
BEZ PROTEKTIVNIHO UCINKU

- OPAKOVANE ZAPLAVOVANI CIRKULACNIHO SYSTEMU HOSTITELE
TOXICKYMI A BIOLOGICKY AKTIVNIMI PRODUKTY DESTRUKCE
TRYPANOSOM

DUSLEDKY:

« IMUNOPATOLOGICKE PROCESY
PROVOKACE ZANETU
TVORBA IMUNNICH KOMPLEXU

« ROZLADENI FYZIOLOGICKYCH REGULACI

« IMUNOSUPRESE




TOXICKE METABOLITY TRYPANOSOM

TRYPTOPHAN TRYPTOPHOL
H,N. H
OH -
o)
; b
N H
H
PRODUKTY METABOLISMU TRYPTOPHANU = INDOL-3-ETANOL

NAD

o-KETOGLUTARAT  GLUTAMAT N Ay/VINDO L-LAKTAT
TRYPTOPHAN L.Z.

INDOL-PYRUVAT T’ TRYPTOPHOL
AMINOTRANSFERAZA CO,
co, | INDOL-3-ACETAT

TRYPTOPHOL A INDOL-3-ACETAT JSOU NARKOTIKA
ALTERACE PERMEABILITY SYNAPTICKYCH MEMBRAN ODPOVIDA SYMPTOMUM
2. — 3. STADIA SPAVE NEMOCI



PRODUKTY UVOLNENE PRI DESTRUKCI TRYPANOSOM

« FOSFOLIPAZY A MASTNE KYSELINY

FOSFOLIPAZY

DEGRADACE MEMBRANOVYCH FOSFOLIPIDU

SYNERGISTICKY DETERGENCNI UCINEK
MASTNYCH KYSELIN
UVOLNOVANI MASTNYCH KYSELIN
Z FOSFATIDYLCHOLINU

MASTNE KYSELINY

IMUNOSUPRESIVNI UCINEK

ALTERACE MEMBRAN LYMFOCYTU
AUTOLYZA POJIVA
OTOK

PREKURSORY PROSTAGLANDINU




PRODUKTY UVOLNENE PRI DESTRUKCI TRYPANOSOM

* KININY | KARDIOVASKULARNI REGULATORY

PROTEAZY TRYPANOSOM ANTIGEN PROTILATKA

AKTIVACE

HAGEMANUV FAKTOR
PROTEOLYTICKY EFEKT

| KININOGENY
PROKA|I|KRE|N a-GLOBULINY
KALIKREIN ’ib

PROTEAZA

BRADYKININ |

BIOLOGICKY INAKTIVNI
PEPTIDY

KININAZY




DUSLEDKY NADPRODUKCE KININU

ZVYSENi PROPUSTNOSTI CEV
UNIK TEKUTIN
!

OTOK
I
ZPOMALENI CIRKULACE KRVE

'
PERIFERNI HYPOXIE

ANOXIE
|

AUTOLYTICKE PROCESY
INDUKCE ZANETU

|
GENERALIZOVANY ZANET




IMUNOPATOLOGICKE PROCESY

IMUNOKOMPLEXY

1. VAZBA NA ERYTROCYTY
ZVYSENE ODSTRANOVANI MAKROFAGY VE SLEZINE
—__ . ANEMIE

2. VAZBA NA ENDOTEL CEV
CHEMOATRAKTIVNI EFEKT NAVAZANYCH KOMPLEXU
PRO ZANETLIVE BUNKY

PERIVASCULITIS

V RUZNYCH TKANICH
V SRDCI— MYOCARDITIS
V MOZKU= MENINGITIS

ENCEPHALITIS

3. USAZOVANI V KAPILARACH GLOMERULU LEDVIN
— ZANET LEDVIN GLOMERULONEPHRITIS




IMUNOSUPRESE

VETSINA NEMOCNYCH ZEMRE NA PRIDRUZENE INFEKCE

1. PRODUKCE B-MITOGENU PARAZITY

POLYKLONALNI STIMULACE B-BUNEK
UTLUM SPECIFICKE ODPOVEDI
LYMFOIDNI B-HYPERPLASIE
SPLENOMEGALIE

2. HYPOKOMPLEMENTEMIE
VYCERPANI CHRONICKOU NEFUNKCNI AKTIVACI

3. DESORGANIZACE LYMFOIDNiI TKANE
PRICINY:

ZANET VYVOLANY CHRONICKOU PRITOMNOSTI PARAZITU
CYTOTOXICKY UCINEK NADPRODUKCE TNF-a



SPAVA NEMOC - ZANEDBAVANA INFEKCE

(NEGLECTED DISEASE)
vyskyt v 36 africkych statech ~ 50 milionu lidi v rizikovych oblastech

1960 PRENOS INFEKCE TEMER ZASTAVEN
Nezajem novych vilad, zanedbané sledovani a IéCba, nedostatek
financi a neatraktivita pro farmaceutické firmy, obéanské valky,
presuny obyvatelstva a rozpad zdravotnické infrastruktury

-

NAVRAT SPAVE NEMOCI
nova ohniska (Kongo, Stfredoafricka Republika, Angola, Sudan)

Distribution of human African trypanosomiasis
(African sleeping sickness)

ﬂ‘.i“lll

Number of reported cases, 2010
(T.b. rhodesiense)

=100

<100

0

Endemic countries

Number of reported cases, 2010
(T.b. gambiense)
M >1,000
M 100-1,000
<100

0
= Endemic countries

Source: WHO - Sleaping sicknass national control programmes. Annual country reports



Cases

Patient Patient
non-infecté infecté

Test

Or colloidal
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lantigéne
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Boj a ochrana — glossiny

- postriky mist odpoéinku dospéicu
insekticidy, neni znama rezistence

- aplikace opticky atraktivnich pasti
napusténych pyretroidy

- vypousténi sterilnich samcu, uspésna
eradikace na Zanzibaru

G. fusca G. morsitans

G. palpalis




ZAVER

« DIKY CYKLICKE VYMENE POVRCHOVYCH
ANTIGENU TRYPANOSOMY DLOUHODOBE
PRITOMNE V HOSTITELI

« KOMPLEXNIMI MECHANISMY VYVOLAVAJI
RETEZOVE PATOFYZIOLOGICKE STAVY VEDOUCI K
VYCERPAVANI A NASLEDNE ZHROUCENI IMUNITY

- CHRONICKY PRUBEH NEMOCI JE VYHODNY PRO
PARAZITA, ALE NEVEDE KE ZMIRNENI PATOGENITY
A NEODVRATI SMRT HOSTITELE



