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SOUHRN
Proteolytické enzymy představují pro parazita hlavní virulentní faktory. Hrají významnou roli v průniku parazita do hostitele, pohybu v něm, umí mu zajistit výživu, ochránit ho před imunitním systém hostitele a jsou důležité pro úspěšný vývojový cyklus. Existence a poznání těchto enzymů jsou nejenom důležité pro samotného parazita, ale i pro vývoj nových léků proti parazitárním nemocem. Jednou z možností v boji proti těmto onemocněním je snížení aktivace enzymu a následné znevýhodnění parazita pomocí inhibitorů. 
Parazitičtí zástupci Trypanosoma brucei a Trypanosoma cruzi patří mezi nejzávažnější druhy z celého rodu trypanosoma. Přenašečem africké trypanosomy je bodalka Glossina spp., která infikuje hostitele sáním krve. Trypanosomy se dostávají ze slinných žláz přenašeče a dále se množí v krvi hostitele. Celý životní cyklus afrických trypanosom je reprezentován extracelulárními stádii. U amerických trypanosom je přenos uskutečněn pomocí krevsající ploštice, která infikuje hostitele saním krve a trypanosomy jsou vylučovány při kálení ploštic. Přijaté trypanosomy se množí v hostitelské buňce a bývají tak nazývány intracelulární parazité. T. brucei a T. cruzi jsou známy jako původci spavé a Chagasovy nemoci postihující člověka, a jsou známy i jako původci onemocnění domácích a volně žijících zvířat.
 Práce se zabývá charakteristikou nejvýznamnějších zástupců trypanosom, popisem jejich vývojových cyklů, výskytem proteinů a největší část práce se soustřeďuje na charakteristiku a využití proteolytických enzymů.
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ABSTRACT
Proteolytic enzymes represent the major virulence factors for a parasite. The play an important, role in the penetration of the parasite into the host and movement inside it, Theky are able to provide in nutrition of the parasite, to protect it from the host immune systém, and are important for its successful development cycle. The existence and recognition of these enzymes are not only important for the parasite itself, but also for the development of  new drugs against parasitic diseases. One of the possibilities in the fight against these diseases is the reduction of enzyme activation, and subsequent parasite disadvantage via inhibitors.

Parasitic representatives Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi belongs to the most serious types of the whole trypanosoma species. The vector of African trypanosomes is tsetse fly Glossina spp. that  infects the host by sucking its blood. Trypanosomas are dispersed from salivary glands of the vector and multiply in the blood of the host. Entire life cycle of African trypanosomes is represented by extracellular stages. The American trypanosomes transmission is provided by blood sucking bug that infects the host by sucking its blood and the are excreted in trypanosomes defecation bug. Received trypanosomes multiply in the host cell and are thus called intracellular parasites. T.brucei and T.cruzi are known to cause sleeping and Chagas sickness affecting humans, and are also known to cause disease it domestic and wild animals.

 
The work deals with the characteristics it the most important representatives of the trypanosomes, describing their development cycles, the occurrence of protein, and most of the work focuses on characterization and use of proteolytic enzymes.
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1 Úvod
Proteolytické enzymy jsou významnou skupinou enzymů katalyzujících  hydrolytické štěpení vazeb. Jsou nedílnou součástí důležitých fyziologických procesů a u parazitů hrají významnou roli v průniku parazita do hostitele, pohybu v něm, umí mu zajistit výživu, ochránit ho před imunitním systém hostitele a jsou důležité pro úspěšný vývojový cyklus.
 Ve své práci se zaměřuji na proteolytické enzymy, které se vyskytují u trypanosom. Z dostupných informačních zdrojů jsem se pokusila vytvořit přehled proteolytických enzymů u dvou nejvíce rozšířených druhů, Trypanosoma brucei a Trypanosoma cruzi. Zahrnuji zde i pohled na problematiku trypanozomiáz, vývoj životních cyklů trypanosom, výskyt proteinů a v neposlední řadě jsem se dotkla látek, které inhibují proteolytické enzymy. 
 Rod trypanosoma je charakteristický typickým strukturálním komplexem, zvaným  kinetoplastid, uloženým v mitochondrii a představující mimojadernou DNA. Dalším typickým znakem tohoto rodu je jeden bičík tvořící undulující membránu a několik forem modifikací pro různé fáze životního cyklu. Životní cyklus se odehrává mezi obratlovcem a krevsajícím členovcem. Vývoj prvoka v přenašeči je ukončen buď v přední části zažívacího traktu, a pak se do konečného hostitele dostává při bodání a sání krve, nebo v zadní části zažívacího traktu a přenáší se výkaly přenašeče. U hostitelů způsobují parazitální onemocnění-trypanosomiázu. Trypanosomy se hojně vyskytují v subtropických a tropických oblastech Afriky a Ameriky a v dnešní době jsou jedny z nejobávanějších pazitárních onemocnění, postihujících jak zvířata, tak i člověka.
Největší pozornost v této práci je věnována proteolytickým enzymům, kde nejhojnější výskyt mají cysteinové proteázy. U Trypanosoma brucei jsou významné katepsiny B a L, metakaspásy, trypanopain a u Trypanosoma cruzi je snad nejznámější cruzain. Dálšími enzymy jsou serinové proteázy, konkrétně u obou druhů vyskytující se oligopeptidáza B a metaloproteázy lokalizované na povrchu buňky. U T.cruzi jsou popsané i aspartátové protázy.
U trypanosom je dále v práci popisován důležitý bílkovinný komplex, proteasom a GPI struktura, kotvící membránové proteiny. Neméně důležitá je i kapitola věnována významu inhibitorů proteáz při léčbě, která dokáže zajistit jak léčbu, tak i prevenci a je ekonomicky výhodnější než jsou dosavadní léky.
2 Cíl

Cílem bakalářské práce bylo vypracovat aktuální literární přehled zabývající se proteolytickými enzymy parazitických prvoků, respektive trypanosom. U enzymů zjistit jejich charakteristiku a potenciální účinky na parazita a u trypanosom se zaměřit na nejvíce rozšířené druhy, Trypanosoma brucei a Trypanosoma cruzi.
3 Literární přehled

3.1 Klasifikace proteolytických enzymů
     
Proteolytické enzymy, proteázy nebo také peptidázy jsou vedle amyláz snad nejdůležitější, a také nejdéle známé hydrolytické enzymy.V systematické nomenklatuře se řadí do skupiny C-N hydroláz, neboť katalyzují štěpení peptidické vazby, tedy vazby C-N. Podle Mezinárodní unie pro biochemii a molekulární biologii (IUBMB) jsou proteázy klasifikovány ve 4 podskupinách, 3 skupin (hydroláz). Skupinový rozdíl je v tom, že kromě štěpení peptidové vazby, mohou hydrolázy štěpit i esterové a glykosidové vazby. Podskupinovým rozdílem pak bývá specifikace štěpné vazby a to vše za přítomnosti vody. Barrett, 1994; Rao et al., 1998 se shodují, že by proteázy mohly být klasifikovány na základě tří hlavních kritérií a to, jaký typ reakce katalyzují, jaká je chemická povaha aktivního místa a jaký je evoluční vztah s ohledem na aminokyselinovou sekvenci proteinové struktury.
Proteázy se člení do dvou velkých skupin v závislosti na jejich místě působení: exopeptidázy a endopeptidázy.

Exopeptidázy štěpí peptidickou vazbu v blízkosti amino (
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 konců. Ty, které působí na volném N- konci uvolňují jeden aminokyselinový zbytek (aminopeptidázy), dipeptid (dipeptidyl-peptidázy) nebo tripeptid (tripeptidyl-peptidázy). Exopeptidázy působící na C- konci odštěpují jeden zbytek aminokyseliny (karboxypeptidázy) nebo dipeptid (peptidyl-dipeptidázy). Karboxypetidázy mohou být dále rozdělovány do tří hlavních skupin podle funkční skupiny přítomné na aktivním místě enzymu a to na serinové, metalové a cysteinové karboxypeptidázy. Obdobně se také tak klasifikují endopeptidázy (Barrett et al. 2001).


Endopeptidázy štěpí peptidovou vazbu uvnitř polypeptidového řetězce. Nejlépe je můžeme klasifikovat na základě jejich aktivního místa a katalytického mechanismu a to na serinové, metalové, glutaminové, treoninové, cysteinové a aspartátové proteázy. Toto rozdělení ovšem neodpovídá substrátové specifitě. V aktivním místě serinových proteáz se vyskytuje katalyticky aktivní serin a histidin. Cysteinové proteázy obsahují ve svém aktivním místě cystein. Aspartátové proteázy mají v aktivním místě dva zbytky kyseliny asparágové. Metaloproteázy vyžadují v katalytickém procesu ionty kovů. Glutaminové a treoninové proteázy obsahují kyselinu glutamovou a treonin, tyto proteázy nebyly popisovány až do roku 2004. Existují i zde rozmanité proteázy, které nepřesně zapadají do standardní klasifikace (Barrett et al., 2001). Vyšší třída proteáz je běžně stanovena podle účelu proteolytických inhibitorů na aktivitě enzymů. Nejnovější klasifikace proteáz a jejich inhibitorů můžeme najít v MEROPS databázi. 
3.1.1 Význam peptidáz
Proteázy a proteolýza hrají životně důležitou roli v biologii všech žijících buněk. Vnitrobuněčné proteázy jsou důležité pro různé buněčné a metabolické procesy, jako je růst, rozlišení, smrt, protein obrat, zrání enzymů a udržení buněčného, společného proteinu. Mimobuněčné proteázy jsou důležité pro hydrolýzu proteinů v prostředí volné buňky a umožňují tak buňce absorbaci a využití hydrolytických produktů (Rao et al., 1998; Barrett et al., 2001).
 
Membránové proteázy mohou tvořit specifické signální převody pro vnitrobuněčné události po působení s cílovými molekulami Hrají také důležitou roli v přenosu mezi buňkami a ve vázání k mimobuněčné hmotě (Santos et al., 2006). Mohou využít autokrinní signalizace, kde proteáza zpětně ovlivňuje buňku samu, příkladem tak může být nádorové bujení, kdy buňka je takto stimulována a dochází k namnožení růstových faktorů. Tyto proteázy využívají i parakrinní signalizaci a dávají tak signál jiným buňkám v těsné blízkosti (Nadel, 1992).
Proteázy jsou také běžně využívány jako činidla v laboratoři, pro vědecké a výrobní postupy a dále pak, mohou být zahrnuty v životním cyklu onemocnění s cílem rozvíjení léčebných látek (Santos et al., 2006). 
V dnešní době mají tyto enzymy široké využití, zvlášť co se týče léčby-enzymoterapii, uplatňují se při úrazech, pooperačních stavech, kde mají fibrinolytický a trombolytický účinek a tlumí zánět. Svým podpůrným působením zvyšují účinky antibiotik (i chemoterapeutik) o zhruba 8 - 40%, čímž umožňují snížení dávek těchto léků (Anonym1, 2007).
 
Proteolytické enzymy se přirozeně vyskytují ve všech živých organismech a hrají důležitou roli jak u eukaryotních buněk, tak u prokaryotních. U parazitů se tyto enzymy podílejí na průniku do hostitele a penetraci jeho tkání, výživě, úniku imunitního systému hostitele nebo umožňují svlékání kutikuly a přeměnu v další vývojové stádium (Tort et al., 1999).
Jednu z největších rolí hrají proteolytické enzymy při krytí nutričních potřeb parazita. Mezi dva nejlépe popsané systémy pro výživu parazita, patří parazitický prvok Plasmodim falciparum a krevní motolice Schistosoma mansoni, kteří se podílejí na prvotní degradaci hemoglobinu (Sajid and McKerrow, 2002). Využití proteáz pro výživu můžeme nalézt i u parazitických hlístic, které se také živí krví a dále pak i u hlístic, živící se gastrointestinálním hlenem.

Další významnou funkci, kterou plní proteolytické enzymy je usnadnění průniku parazita do hostitele a pohybu v něm. Cruzain je typický enzym vylučovaný Trypanosoma cruzi, který se takto podílí na tomto průniku a způsobuje onemocnění. Jedním z pozoruhodných příkladů migrace tkání jsou larvální stádia Strongyloides stercoralis, které díky histolytickým metaloproteázám mohou migrovat ve tkáni až rychlostí deset centimetrů za hodinu (McKerrow et al., 1990). Metaloproteázy mohou také uvolňovat infekční stádia škrkavek, a také paraziti pronikající do hostitele aktivně přes pokožku - Necator americanus (Kumar and Pritchard, 1992).
Pro úspěšný vývojový cyklus parazita, jsou proteázy velmi důležité. Pomáhají v klíčových bodech vývoje jako je excystace, encystace, svlékání kutikuly nebo líhnutí vajíčka. Aby se parazit vyhnul a odolal imunitnímu systému hostitele, využívá proteolytické enzymy tím, že degradují imunitní efektorové složky nebo upravují buněčnou imunitní odpověď. Existují i láky, které dokonce umí snížit aktivaci enzymu a tím znevýhodnit parazita, jsou to inhibitory. Princip inhibice proteáz přeměňujících tyto enzymy v neúčinné formy, přinesl myšlenku využití specifických inhibitorů i k léčbě parazitóz. Tento druh ekonomicky výhodných léčiv by mohl být velkou pomocí zejména pro chudé země třetího světa.
3.2 Charakteristika Trypanosomatidea

Třída Trypanosomatidea je zařazená do kmene Euglenozoa a podkmene Kinetoplastida s typickým charakteristickým kinetoplastem. Jedná se o prvoky žijící paraziticky. Mají jeden bičík a undulují membránu. Podle životního cyklu je můžeme rozdělit na rody jednohostitelské a dvouhostitelské. Základní součástí všech vývojových cyklů je přítomnost bezobratlého hostitele, který slouží buď jako jediný hostitel nebo jako přenašeč. Napadají teplokrevné i studenokrevné obratlovce, bezobratlé, ale i rostliny. Mezi nejvíce známé rody této třídy řadíme rod Trypanosoma. Tento prvok způsobuje řadu nemocí, u člověka spavou nemoc, Chagasovu nemoc a dále pak u zvířat je to onemocnění nagana, surra a dourina. Druhým rodem je rod Leishmania, kde vektorem je koutule (Phlebotomus spp.) a ta může způsobit kožní a útrobní leishmaniózu. V Asii způsobuje onemocnění zvané kala-azar (Hausmann a Hulsmann, 2003).
3.2.1 Strukturální organizace rodu Trypanosomatidea
Povrch trypanosom je tvořen silnou glykoproteinovou membránou-glykokalyx, která se během životního cyklu mnohokrát mění. Významem glykokalyxu je ochrana před mechanickým i chemickým poškozením, usnadňuje pohyb a jsou zde receptory pro přenos informací, popřípadě jejich zpracování. Například na glykoproteinové membráně je specificky vázán lektin konkanavalin A, který může různě buňku aktivovat. Tento protein je přednostně lokalizován v oblasti cytostomu epimastigotní formy T.cruzi (Souza, 2009).
Bičík těchto prvoků má uvnitř soustavu mikrotubulů a vyúsťuje z paraflagelární kapsy (PFR), která se skládá z velkého množství bílkovin. Proteiny známé jako PFR 1 a 2 jsou vysoce antigenní a představují cíle pro vakcinaci a diagnostiku. Z dostupných důkazů vyplývá, že PFR je základní struktura pro přežití parazita. Bičík pomáhá parazitovi při dělení. Byl proveden pokus zablokování genu PFR 2. Při tomto zablokování se trypanosomy  připravovaly na rozmnožování, ale s tím problémem, že tento proces dělení nemohly dotáhnout do konce . V buňce se jim hromadila buněčná jádra připravená pro dceřinné buňky a mateřská trypanosoma se tak sama rozdělit nemohla a uhynula (Petr, 2006).
Cytoskelet plní funkci opěrnou a pohybovou a použití konvenčních technik fixace je možné mikrotubuly nejen vidět, ale i zjistit konstantní vzdálenost mezi sebou (asi 44 nm) a vzdálenost od plazmatické membrány (asi 12 nm). Podobně jako mikrotubuly existují v cytoplazmě i mikrofilamenta, s tím rozdílem, že tato vlákna jsou tenčí a jsou tvořena dvěma řetězci aktinu. Vlákna aktinu nikdy nebyla zjištěna u T.cruzi (Souza, 2009). 
Další velice důležitou strukturou je kinetoplast. Má většinou tvar disku a je uložen při bázi bičíku v jediné velké mitochondrii. Kinetoplastová DNA (kDNA) je tvořena ohromnou sítí propojených kroužků dvojího typu - maxikroužků a minikroužků. Velikost a počet kroužků jsou závislé na druhu (Lukeš et al., 2002). V nedávné době byl identifikován protein p166, umístěný mezi kDNA a bazálním tělískem bičíku, který usnadňuje studium kDNA oddělení mechanismů na molekulární úrovni. Dále byla prokázána bílkovina H1 v kinetoplastu, která se podílí na kondenzaci kDNA v T. cruzi (Souza, 2009).
Ve spojení s mitochondrií se v energetickém metabolismu uplatňuje další jedinečná organela, tzv. glykosom. Jedná se o modifikovaný peroxisom, ve kterém jsou lokalizovány některé enzymy glykolytického řetězce. Nacházejí se zde však i jiné enzymy zodpovědné za fixaci oxidu uhličitého, biosyntézu pyrimidinů, β-oxidace mastných kyselin a syntézu etherových lipidů. V buňkách těchto prvoků byl poprvé objeven acidokalcisom (Vercesi et al., 1994). Je to organela bohatá na vápník a polyfosfát, pomocí níž se uskutečňuje homeostáza vápníku a osmoregulace. Dále slouží pro uskladnění hořčíku, sodíku, draslíku, zinku, železa a bazických aminokyselin (Decampo et al.,2005).
Do procesu osmoregulace jsou také zapojeny kontraktilní vakuoly, jsou tedy v úzké spolupráci s acidokalcisomem. Bylo prokázáno, že tyto dvě organely uskutečňují svůj proces pomocí vnitrobuněčného posla cAMP, který působí jako aktivátor proteinkináz a ty fosforylují další enzymy, a tím je aktivují nebo deaktivují.
Do sekrečního systému zařazujeme endoplazmatické retikulum (ER), Golgiho komplex a systém váčků. ER se nachází v blízkosti jádra a dochází zde k syntetizaci nejrůznějších látek. Golgiho komplex se nachází v blízkosti paraflagelární kapsy a navazuje funkčně i prostorově na ER (Souza, 2009).
U trypanosom rozeznáváme několik modifikací, forem, podle tvaru buňky a hlavně podle umístění komplexu kinetosom-kinetoplast-paraflagelární kapsa. Rozlišujeme tedy stádium amastigota, které má kulovitý tvar a velice krátký bičík, lehce vyčnívající z paraflagelární kapsy. Prodloužená buňka je typická pro promastigota, bičík volně vychází z paraflagelární kapsy a kinetoplast s kinetosomem je umístěn v přední části jádra. Tyto dvě stádia jsou typická pro rod Leishmania. Pokud je kinetosom a kinetoplast umístěn mezi jádrem a předním koncem buňky a tvoří se krátká undulující membrána, pak se toto stádium nazývá epimastigot. Trypomastigotní stádium je charakteristické undulující membránou. Ta probíhá po celé délce buňky a kinetosom s kinetoplastem leží u zadního konce (Vickerman, 2000).
Co se týče těchto forem, ukázalo se, že známý proces endocytóza je u T.cruzi objasněn pouze u epimastigotní formy (Souza, 2009).
Během cyklického vývoje trypanosom v savčím hostiteli a vektoru, podstupují tyto organismy řadu různých kroků a bývají doprovázeny značnými morfologickými změnami a změnami metabolismu. Dvě nejvíce rozsáhlé studie stupně trypanosom jsou trypomastigot v krevním řečišti savčího hostitele a procyklický trypomastigot ve středním střevě vektoru. Tyto transformační procesy mohou být dosažené i in vitro (Czichos et al., 1986).
3.3 Africké trypanosomy

Trypanosoma spavičná (Trypanosoma brucei) je známa ve třech poddruzích (T.b.brucei, T.b.gambiense a T.b.rhodesiense), které jsou prakticky morfologicky stejné, ale liší se preferencí hostitele a symptomy onemocnění. Studie z poslední doby však ukazují na jejich bližší příbuznost, jedná se spíše o ekotypy v rámci jednoho druhu než o samostatné poddruhy. Tito parazité se nacházejí v centrální části afrického kontinentu, což odpovídá rozšíření přenašeče ,,bodalky‘‘,Glossina spp. Bodnutí této mouchy je bolestivé, srovnatelné s bodnutím vosy. Krev sají na rozdíl od ovádů a komárů samičky i samečci. Pro vývoj larev mouchy je důležité vlhké prostředí, kde samice klade jednu vyspělou larvu, která nepřijímá potravu a zahrabává se do země (Anonym2, 2006).
3.3.1 Trypanosomiáza zvířat 
Onemocnění nagana postihuje téměř 2/3 tropické a subtropické Afriky. Způsobuje ji poddruh T.brucei brucei. Hlavním hostitelem jsou domácí kopytníci (skot, ovce, kozy, velbloudi, koně, osli) i volně žijící savci (přežvýkavci-především antilopy, prasata a lichokopytníci). Zatímco u domácích zvířat probíhá parazitóza jako těžké, mnohdy smrtelné onemocnění, volně žijící savci, i když jsou hostiteli této trypanozómy, zpravidla klinicky neonemocní. Latentně nakažené antilopy jsou rezervoárem těchto trypanozóm. U člověka se tento poddruh trypanozómy nevyskytuje. Naganu mohou také způsobit druhy T.congolense a T.vivax. T.vivax se hojně vyskytuje v Jižní Americe (Brazílie, Bolívie). Přenašečem je tedy Glossina morsitans, G.swynnertoni, G.pallipides (Anonym2, 2006).
Hlavním příznakem nagany je anemie, edémy podkoží, které doprovází ascites, hydroperikard a hydrothorax, edémy mízních uzlin a zvětšení sleziny a jater. V srdeční svalovině a v ledvinách dochází k nekrózám. Postupně ochrnuje dýchací a srdeční činnost a dojde i k poškození CNS. Diagnostika je založena na průkazu trypanosom v krevních nátěrech po obarvení Giemsou. Jednou z metod tlumení nagany  je eradikace bodalek pomocí insekticidů. Takto byla nagana eradikována v Jihoafrické republice již v roce 1962 (Chroust a spol.,2003).
Další metodou v dnešní době velmi diskutabilní, je metoda sterilních samečků. Samičky bodalky se páří jen jednou v životě a tak spermie jsou v těle samičky udržovány v živém stavu po celý její život. Těmito spermiemi se pak oplodňují vajíčka při každé ovulaci, tedy každých 10 dní. Pro tuto metodu je třeba namnožit velké množství samečků a potom je gama zářením sterilizovat. Vypuštěním pak ve volné přírodě se spáří se samičkami a vzhledem k tomu, že se páří jen jednou, nepřivedou samičky na svět žádné potomstvo (Vališ, 2007).
Mezi další trypanosomy postihující zvířata v Africe a i jinde je Trypanosoma equiperdum, která u koní způsobuje pohlavní nákazu, tzv.durina. Jak už nákaza napovídá, jde o pohlavní přenos a mezi hlavní příznaky tohoto onemocnění řadíme zduření genitálií, anémie a nervové poruchy. Trypanosoma evensi  je dalším druhem těchto prvoků, který napadá především skot, osly, koně, psy a slony. Onemocnění způsobuje horečky, otoky, anémii a je také známé pod označením surra nebo murrina (Hausmann a Hulsmann, 2003).
3.3.2 Trypanosomiáza člověka 
Toto velmi vážné onemocnění zvané spavá nemoc způsobují dva poddruhy Trypanosoma brucei gambiense a Trypanosoma brucei rhodensiense. Kolem 20 000 případů se vyskytuje každý rok a asi 50 milionů Afričanů je ohroženo touto infekcí. Dostupné terapie afrických trypanosóm jsou nepřiměřené. Suramin, pentamidine, arsenicals a eflornithin ukazují více toxické účinky než samotnou účinnost (Rosenthal, 1999). První tři uvedené látky způsobují velmi nepříjemné účinky (zvracení, průjem, poškození ledvin, třes, vyrážky atd.) Nových preparátů proti této smrtelné chorobě je málo.  Výjimkou je již zmíněný eflornithin, který byl vyvinut v 70. letech a o deset let později prošel klinickými zkouškami. V roce 1990 byl schválen pro léčbu spavé nemoci. Producent léku ale v roce 1999 zastavil jeho výrobu, protože byla prodělečná. Nakonec se podařilo dosáhnout dohody a od roku 2001 se eflornithin opět vyrábí a používá k léčbě (Anonym2, 2006).
T. gambiense se vyskytuje v západní a centrální Africe. Infekce touto trypanosomou má chronický průběh s pomalými a mírnými příznaky. Smrt může nastat až po několika letech. Přenašečem jsou zde říční glossiny – G. palpalis, G. fuscipes, G. tachynoides. Jedná se o antroponózu, kdy cyklus probíhá: člověk-moucha-člověk. Rezervoárem bývá prase. Druhým zástupcem je poddruh T.rhodensiense , která se vyskytuje ve východní Africe v oblasti savan. Tato trypanosoma má akutní průběh, nástup je rychlý a smrt může nastat do několika měsíců. Přenašečem jsou zde savanové glossiny – G. morsitans, G. swynnertoni, G. pallipides. Jedná se o antropozoonózu, kdy cyklus probíhá: zvíře-moucha-zvíře. Rezervoárem bývají většinou antilopy a buvoli. U člověka se vyskytují v periferní krvi, lymfatických uzlinách a mozkomíšním moku. Nejprve vniknou do lymfatického oběhu a později do krve a tkání. Hlavním příznakem je zduření mízních uzlin na krku, šíji a v podpaží. Projevují se zde nepravidelné horečky, které nejsou provázeny zimnicí a jsou rezistentní k působení chininu. Dochází k výskytu edémů víček a končetin, anémii, průjmům až k nervovým poruchám a spavosti. Diagnostika se provádí z krevního preparátu, tkáňového moku a  punkátu z mízních uzlin po obarvení Giemsou. V začátcích onemocnění je možný průkaz RVK, případně imunofluorescenční metoda (Chroust a spol., 2003).
3.3.3 Vývojový cyklus afrických trypanosom
Trypanosomy svůj životní cyklus zprostředkovávají pomocí savčího hostitele a bodalky, jak je vidět z obrázku č.1. V krevním řečišti savčího hostitele se množí jako morfologicky štíhlé formy. Tyto buňky mají specifický VSG obal, díky kterému se vyhnou savčí imunitní odpovědi. Tato zvláštní antigenní proměnlivost je způsobená tím, že když se trypanosomy dělí, nový jedinec používá na vytvoření svého povrchu stejný gen, jako mateřská buňka. Avšak přibližně jednou za deset tisíc dělení vypne náhle trypanosoma tento gen (vyřízne jej z přepisované pozice v DNA) a sáhne do rezervy tisíců jiných genů, kde vybere jeden a vloží na místo starého. Tak vznikají jedinci s novým povrchem, které imunitní systém nerozpozná.
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Obr.1                    Životní cyklus trypanosom              (Matthews et al.,2004)
Jedinci s VSG obalem mají kinetoplast umístěn u zadního konce buňky a mitochondriální aktivita je relativně potlačovaná nebo skoro nevyužívána, to je vysvětleno tím, že prostředí krevního řečiště umožňuje trypanosomě dostatek tvorby ATP bez funkce její mitochondriální DNA. Opět plné nasazení mitochondriální aktivity se objeví až při dostání se trypanosomy do bodalky. Štíhlé formy zvětšují svůj počet a jsou dále nahrazeny zavalitější formou tzv.stumpy, které se poté už v krevním řečišti nedělí. Tím se prodlužuje hostitelské přežití s pravděpodobností přenosu a zároveň dochází k adaptaci těchto forem před vstupem do bodalky . Tato adaptace je velice důležitá pro úspěšné dokončení buněčného cyklu. Po absorpci bodalkou se v jejím středním střevě vytváří procyklická forma.
Tato forma ztratila svůj VSG obal a je nahrazena EP a GPEET procyklinem. Kinetoplast této formy je také přemístěný ke konci buňky. Po dalším dělení ve středním střevě se trypanosomy stěhují do slinných žláz, kde získají epimastigotní formu. Zde se rozmnožují a podrobně se zpracovává jejich bičík, případně se tvoří nemnožící metacyklické formy, které mají znovu získaný VSG obal pro přípravu přenosu k novému savčímu hostiteli (Matthews et al.,2004).

3.3.4 Proteiny a proteolytické enzymy afrických trypanosom

Celkově bylo pomocí hmotnostní spektrometrie identifikováno 444 proteinů. Funkční analýza těchto proteinů odhalila silnou zaujatost vůči skládacím a degradačním procesům a v menší míře tyto proteiny přispívají i k metabolickým změnám v nukleotidech. Proteiny jsou vylučovány v blízkosti paraflagelární kapsy, zde tedy dochází k exocytóze (Geiger et al.,2010).
Na degradaci intracelulárních proteinů v eukaryontních  buňkách se podílejí dvě hlavní dráhy. Extracelulární proteiny sdružené s buněčnou membránou a intracelulární proteiny s dlouhým poločasem  jsou degradovány pochody, které jsou nezávislé na ATP (ATP-independentní) a probíhají v buněčných organelách, lysosomech. Na druhé straně degradace proteinů s krátkým poločasem a abnormálních proteinů vyžaduje ATP a ubiquitin a probíhá v cytosolu (Murray et al., 2001).
V každé eukaryotní buňce najdeme bílkovinný komplex proteasom, ten také pochopitelně najdeme i u těchto prvoků. V tomto komplexu prostřednictvím ubiquitinu dochází k rozložení proteinů uvnitř buňky. Na rozdíl od enzymů je tento ubiquitin proteasom komplex (UPC) pozorovaný elektronovým mikroskopem. Celý proces proteolýzy začíná tím, že proteinová molekula určená k degradaci se kovalentně sváže s ubiquitinem. C- konec molekuly ubiquitinu se přitom aktivuje působením enzymu E1 konverzí na thiolový ester. Tato konjugace ubiquitinu se opakuje, až nakonec je na proteinový substrát navázán komplex alespoň pěti molekul ubiquitinu. Aktivovaný proteinový komplex se pak přenese na nosič zvaný E2, při čemž se aktivovaná karboxylová skupina ubiquitinu působením ubiquitin-protein ligázy (E3) naváže na ε-aminové skupiny lysinu proteinového substrátu, který má být degradován. Takto popsaný aktivovaný proteinový substrát je pak odtransportován do struktury zvané 26S proteasom. Tato struktura je sestavená ze dvou subkomlexů, 20S katalytického jádra a 19S regulační částice. 19S částice musí proteinový substrát rozpoznat a poté dochází k recyklaci ubiquitinu. Tento proces recyklace, deubiquitinace zajišťují specializované proteázy (DUB). Po následné recyklaci se v jádře 20S rozštěpuje protein na malé peptidy (Kotyza, 2000). Proteasom byl získán z krevního řečiště a z hmyzích stadií Trypanosomy brucei. Je to typický savčí proteasom, který předvádí chymotrypsinové, trypsinové  a jiné hydrolyzující aktivity proti syntetickým substrátům (Rosenthal, 1999).

Mezi hlavní proteázy těchto parazitů patří cysteinové proteázy. Je rozpoznáno 10 kmenů cysteinových proteáz (CA, CD, CE, CF, CH, CL, CM, CN, CO a C- rody cysteinových proteáz nepřiřazených k specifickému kmenu). Cysteinové proteázy jsou důležité virulentní faktory a jsou základem pro přežití určené chemickými a genetickými prostředky. Přispívají k chorobné patogenezi, zahrnující invazi, stěhování, výživu a napomáhají prvoku k odolnosti před imunitní odpovědí. Nejlépe studované cysteinové proteázy parazitů kinetoplastid patří do rodu C1 uvnitř kmene CA. Tento rod obsahuje typicky rostlinnou cystein peptidázu, papain a savčí katepsiny B, C, K, L a S. Katalyticky aktivní zbytky C1 jsou aminokyseliny cysteinu a histidinu, který tvoří tzv. katalytickou dvojici. Další dvě aminokyseliny glutamin a asparagin jsou také nalezeni v aktivním místě. Glutaminu předchází katalytický cystein a pomáhá tvořit tzv.oxyaniovou díru, zatímco asparagin následuje katalytický histidin k tomu, aby vhodně orientoval pozdější imidazolium prsten. U trypanosom jsou základní katepsiny  B a L. Bylo jim navrhnuto jednodušší zařazení, katepsiny tedy dostaly název CATB a CATL, podle pořadí. Dále jim podle působnosti v organismu byla přidělena další písmena a vzniklý název například TbrCATL působil v T.brucei rhodesiense  jako enzym rhodesain nebo TbbCATL, který působí v T.brucei brucei jako enzym brucipain (Caffrey and Steverding, 2009).
Lokalizace CATL je vývojově regulovaná a v T.b.brucei a T.b.rhodesiense byli identifikovány ve všech životních cyklech s největší aktivitou ve formách v krevním řečišti, kde byly nalezeny v lysozomech. Ve hmyzích formách jsou tyto enzymy lokalizovány subcelulárně. CATB je také identifikován ve všech stádiích trypanosomy a i zde jeho lokalizaci najdeme v lysozomech. V T.brucei jsou obě peptidázy CATL i CATB spojené s degradací hostitelských proteinů a jsou tedy základem pro přežití. Bylo zjištěno, že CATB degraduje hostitelský transferin k tomu, aby získal železo. Aby vůbec docházelo k uvolnění železa z transferinu, musí být k tomu přípustné pH, přibližně 5,0 jako je tomu v kyselých endosomech. Výsledné volné železo transferinu oddělené z transferin receptoru je transportováno do lysozomů, kde probíhá degradace. Neobsazený receptor je zpátky recyklován do paraflagelární kapsy.
 TbbCATL může usnadnit trans-endoteliální parazitární migraci do mozku. In vitro T.brucei přešla lidskou hematoencefalidní bariéru a byla blokována inhibitorem K11777. Také u T.congolense byly objeveny tyto proteiny a peptidázová aktivita v plazmě infikovaného skotu, s předpokladem, že protilátky proti TcoCATL mohou zmírnit onemocnění a přispět k trypanotoleranci. Ačkoli imunizace s rekombinantem TcoCATL proteinem byla neefektivní na organizaci T.congelence infekci a vývoj akutní anémie ve vnímaném dobytku, imunizovaný dobytek si ale i tak udržoval nebo přibýval na váze a byl méně vystaven kruté anémii během chronické fáze nemoci. TcoCATL se zdá být ukazatelem trypanotolerance v dobytku. Vysoké hodnoty anti-TcoCATL protilátek jsou nalezeny u tolerantního, ale ne u vnímavého skotu. Tento antigen je vhodný pro rozvoj specifických diagnostických testů (Caffrey and Steverding, 2009).
U T.brucei  byl popsán enzym pojmenovaný trypanopain, patří do rodu C1 stejně jako papain a je lokalizován v lysozomech. Genom T.brucei obsahuje více než 20 kopií genu tohoto enzymu uspořádaných v dlouhé řadě za sebou. Funkce trypanopainu není zcela známa. Na rozdíl od příbuzných trypanosomatid Leishmania a T.cruzi, T.brucei kopíruje extracelulárně a nenapádá tak hostitelské buňky. Trypanopain může hrát roli v rozvoji trypanosomy v krevním řečišti, pokud trypanopain zvýší svoji aktivitu, parazité dokáží rozlišit tenké formy od zavalitějších forem. Proteáza může také inhibovat proces opsonizace, která degraduje navázané protilátky na antigenu trypanosomy. Cysteinový inhibitor proteáz, cystatin může způsobit neaktivitu enzymu trypanopain. Tyto inhibitory jsou také vhodnými novými léky proti africké trypanosomiáze (Rosenthal, 1999).
V cytoskeletu T.brucei byly identifikovány kalpainy, které jsou schopné degradovat cytoskeletální proteiny, které jsou součástí filament a mikrotubulů. Významě se podílejí na cytodiferenciaci a na programové smrti buňek (apoptóze). Kalpainy souvisí hlavně s aktivací vápenatých iontových kanálů. Jsou to cysteinové proteázy zařazené do rodu C2 uvnitř kmene CA. Protein pojmenovaný CAP5.5 nebo také TbCALP1 byl lokalizován v cytoskeletu, v mikrotubulu procyklické formy. Může být zapojen k upevnění plazmatické membrány (Klemba and Goldberg, 2002).
Jiné cysteinové proteázy popsané u kinetoplastid jsou z rodu C13 (GPI:protein transamidasa), C14 (metacaspase) a C50 (separace) kmenu CD (Caffrey and Steverding, 2009).

Trypanosomy a i spousta jiných prvoků mají ve své plazmatické membráně strukturu nazývanou glykosylfosfatidylinositol (GPI),  pomocí této struktury dochází k zachycení proteinů a tak dochází k přenosu signálu dovnitř buňky. GPI:protein transamidasa komplex obsahuje nejméně čtyři proteiny, z nichž jeden, GPI8 byl identifikovaný u T.brucei. Díky tomuto komplexu dojde k zakotvení a přenosu procyklinu, který můžeme najít v procyklické formě trypanosomy (Mottram et al., 2003).
Pět  metakaspás bylo identifikovano v T.brucei, TbMCA1-TbMCA5. Proteiny obsahují zachovaný histidin a zbytky cysteinu, tím je  tvořena katalytická dvojice charakteristická pro kmen CD. Metakaspásy byly nejlépe popsané u kvasinek. Tyto metakaspásy jsou svým způsobem podobné savčím kaspásám. U kvasinek při jejich buněčné smrti dochází k aktivaci těchto peptidáz a u trypanosomy mají vliv na buňěčné množení spojené s mitochondriální funkcí. MCA2 a MCA3 jsou vyjádřeny jen v savčí formě v krevním řečišti, zatímco MCA5 je vyjádřený také ve hmyzu procyklické formy. 
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Obr.2                       MCA rody T.brucei                (Mottram et al., 2003)                   

Rod MCA2 a MCA3 mají 89% shodnost v pořadí, pouze s odlišností N-konce, jak ukazuje obr.2. Z toho obrázku je také patrná katalytická dvojice H a C, tedy zbytek cysteinu a histidinu. U rodu MCA1 a MCA4 je místo cysteinu zakódovaný serin. To by mohlo značit neaktivitu těchto proteinů. Funkce ale takových neaktivních proteinů nebyla potvrzena a tak tyto proteiny mohou zastávat funkci vazby přírodních peptidázových inhibitorů. MCA5 má rozšířen C-konec.

V eukaryotních buňkách během mitózy, zůstává replikovaná DNA fyzicky spojena až do své segregace v období anafáze. Tato sesterská soudržnost je zprostředkovaná multiproteinovým komplexem. Tento komplex APC je ubiquitin lipáza, která kontroluje destrukci některých mitotických regulačních protenů. Jedním z těchto regulačních proteinů je securin, který inhibuje aktivitu cysteinové peptidázy z rodu CD, separázu. Tato peptidáza je pevně regulovaná a katalyticky činná na velmi krátkou dobu. Separáza hydrolyticky rozštěpí komplex na C-konci, jen s málo substráty přítomnými v buňce. Tyto peptidázy jsou pravděpodobně základem pro dělení buňek u parazitárních prvoků (Mottram et al.,2003).
K dalším proteázám identifikovatelné v T.brucei jsou serinové proteázy, uváděné jako serin oligopeptidázy. K serinovým proteázám patří hlavně trypsin a chymotrypsin, které se liší svou substrátovou specifikou. Trypsiny hydrolyzují vazbu zahrnující karboxylovou skupinu bazických aminokyselin arginu nebo lysinu. Chymotrypsiny hydrolyzují vazby, které obsahují karboxylovou skupinu tyrosinu, tryptofanu, fenylalaninu, nebo leucinu (Voet a Voetová, 1995). Serin oligopeptidázy mohou extracelulárně štěpit obíhající peptidové hormony, a také mohou zprostředkovávat klinické vlastnosti africké trypanosomy (Rosenthal, 1999).
Oligopeptidáza B (OPB) je členem rodu prolyl oligopetidáz S9 a kmenu SC serinových peptidáz. OPB jsou přítomny v gramnegativních bakterií, spirochet a jednobuněčných eukaryot jako například v trypanosomě. Nenalezneme je u vyšších eukaryot, s výjimkou rostlin. Enzymy prolyl oligopeptidázy mají katalytickou trojici zahrnující Asp-His-Ser. Hydrolyzují poměrně krátké peptid substráty, zatímco velké strukturované peptidy obvykle nejsou rozštípnuty. Ačkoli tyto enzymy řídí fyziologické vlastnosti peptidů a peptidických hormonů, mohou být zapletené do různých nemocí, jako třeba ztráta paměti, deprese, cukrovka a spavé nemoci. Odštěpují peptidickou vazbu na C-konci straně prolinu v peptidech přibližně až do 30 zbytků. OPB je cytosolický enzym, který katalyzuje hydrolýzu oligopeptidů výhradně na karboxyl straně argininu nebo lysinu. OPB je spojená s virulencí u T.brucei, kde během infekce je do hostinského krevního řečiště uvolněn OPB, který rozštěpuje regulační peptidy přítomné v hostitelském séru. U živé trypanosomy in vitro se takový enzym neumí uvolnit (Rea and Fülöp, 2006).
Metaloproteázy jsou další početnou skupinou enzymů přítomných u těchto prvoků. V aktivním místě pro štěpení proteinů obsahují iont kovu. U T.brucei jsou nalezeny tři skupiny zinkových metaloproteáz, z nich každá obsahuje kolem 30 % aminokyselin identických s významnější povrchovou proteázou (MSP nebo také GP63) Leishmanie. Jedna z těchto proteáz, TbMSP-B je zakódována do čtyř téměř identických genů, jdoucími za sebou přepsaných jak v krevním řečišti, tak i v procyklické trypanosomě. Tato proteáza spolu s fosfolipázou C (GPI-PLC) společně odstraňují přirozený VSG glykoprotein během rozlišování trypanosom v krevním řečišti a procyklické formě. Když byly všechny geny TbMSP-B a GPI-PLC zrušeny, docházelo k tomu, že trypanosomy v krevním řečišti se přestali množit a VSG glykoprotein zůstával z 60 % na povrchu buňky (Grandgenett, 2007).
3.4 Americké trypanosomy
Mezi americké trypanosomy napadající zvířata můžeme zařadit již už zmíněné trypanosomy T.equiperdum a také T.evensi, které se vyskytují v oblasti Střední a Jižní Ameriky. T.evensi způsobuje onemocnění tzv.mal de caderas a může napadat i největšího hlodavce kapybaru. Největší zastoupení má však Trypanosoma cruzi, která postihuje jak zvířata, tak i člověka. Tento prvok způsobuje onemocnění zvané Chagasova nemoc. Nemoc byla pojmenována podle svého objevitele, brazilského lékaře Carlose Chagase, který v roce 1910 našel trypanosomy ve střevě ploštic a experimentálně jimi nakazil morčata a kosmany. Později je prokázal v člověku a dodnes tato nemoc postihuje 15-18 milión lidí a zabíjí kolem 50 tisíc lidí ročně. Nemoc se převážně vyskytuje v chudších oblastech, na venkově, kde jsou špatné hygienické podmínky. Podle zdravotnické organizace (PAHO) se Chagasova nemoc nejvíce vyskytuje v zemích Bolívie, Argentiny a Ekvádoru. Způsob přenosu je zde odlišný od afrických trypanosom. Vektorem přenosu jsou noční, krev sající ploštice rodu Triatoma a Rhodnius z čeledi zákeřnicovitých (Reduviidae). U člověka z hlediska přenosu těchto trypanosom jsou nejdůležitější tyto tři druhy, Triatoma infestans, Rhodnius prolixus a Triatoma dimidiata. Dospělci létají, žijí v lidských obydlích i v hnízdech a norách zvířat. Trypanosomy se vyvíjejí v zadní části trávicího traktu a odchází z těla ven při kálení ploštic, nejčastěji právě při sání krve. Rezervoárem původce americké trypanosomy, která vykazuje typickou přírodní ohniskovost, jsou pásovci, vačice, hlodavci, mývalové, opice, kojoti a mnoho jiných. Chagasova nemoc se může také přenášet transfuzí krve, transplantací orgánu, transplacentárně z matky na plod a sáním mléka. Psi, kočky se mohou nakazit ulovením a pozřením jiného infikovaného hostitele, např. hlodavce. Trypanosomy napadají buňky retikuloendoteliálního systému a nacházejí se hlavně v srdci, kosterní svalovině, nervové soustavě, slezině. Parazitózou je poškozen kardiovaskulární systém a centrální nervová soustava. Mizní uzliny jsou zduřelé, játra bývají zvětšená stejně jako slezina, zažívací trakt je poškozený, na kůži jsou patrné chorobné změny různého druhu, např. skvrny, pupínky apod. Zjišťuje se anémie, horečky, v podkoží vznikají otoky, v břišní dutině se tvoří ascites a střídají se průjmy se zácpou. Nemoc se může objevit jak v akutní, tak i v chronické podobě. Chronická podoba je častější, s výskytem 10-30% případů. Tento chronický stav způsobuje úmrtnost, díky přetrvávajícím parazitům v srdci. Akutní fáze se vyskytuje ihned po infekci, trvá několik týdnů a měsíců a parazity  můžeme najít v cirkulující krvi. Infekce bývá mírná nebo i bezpříznaková s horečkou a otokem v místě vstupu parazita. Málokdy, tato infekce zasáhne srdeční sval nebo mozek. V chronické fázi nenalezneme trypanosomy v krvi a proto také diagnostika v této fázi musí být prováděna serologicky. Léčba je prováděna pomocí dvou existujících léků, benznidazolu a nifurtimoxu, které byly vyvinuty před více než 35 lety při výzkumu, který se nezaměřoval přímo na Chagasovu nemoc. Léky jsou více účinné u mladších jedinců než u starších. Tyto látky mají vedlejší účinky, ale schopnost vyléčit je 60 -70 % (Kirchhoff, 2009).
3.4.1 Vývojový cyklus Trypanosoma cruzi
Vývojový cyklus u této trypanosomy je jasně odlišný od afrických trypanosom. Jejich přenos se také uskutečňuje prostřednictvím bezobratlého hostitele, ale trypanosomy neputují do slinných žláz, jako tomu bylo u předchozích trypanosom, ale do zadní části trávicího traktu a infekce proběhne kontaminací výkalů. Infikovaný vektor, saje krev a uvolňuje trypomastigoty ve svých výkalech v místě způsobené kousnutím. Trypomastigoti vstoupí do hostitele přes kousnutou ránu a nebo přes neporušenou sliznici, jako je spojivka. Po vniknutí do savčího hostitele napadne buňky během 10 - 15 minut (obr.3). 
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                    Obr.3          Buněčná invaze s pomocí lysozomů T.cruzi       (Burleigh, 2005)
Napadnutí buňky trypomastigotem je spojené se zvýšenou koncentrací vápníku, toto zvýšení je zapříčiněné cAMP, který zvyšuje permeabilitu buněčné membrány pro Ca ionty. Poté dojde k připojení a obklopení hostitelským buněčným lysozomem nebo plazmatickou membránou, která se rychle spojí s hostitelskými buněčnými lysozomy a dojde tak ke 100%  uložení parazita uvnitř buňky během 60 minut. Ve vakuole se trypomastigot začíná transformovat do bezbičíkaté formy za 2 - 8 hodin, z vakuoly postupně odchází a stává se lokalizovaný v cytoplazmě za 8 - 16 hodin. Bezbičíkatá buňka se začne po 24 hodin od invaze dělit a stále se dělí každých 12 hodin na 4 - 5 dnů, než dojde zpátky ne formu trypomastigota, který poté protrhne hostitelskou buňku a vstupuje do krevního oběhu, kde se dále šíří. Byly identifikovány cesty signalizující biologické procesy, které jsou spojené se vstupem parazita do buňky a nebo jeho růstem uvnitř hostitelské buňky. Fosfatidylinositol (PI) 3-kináza dokáže regulovat invazi a biogenezi vakuoly (Burleigh, 2005).
Trypomastigot v krevním oběhu napadá tedy další buňky, ale nerozmnožuje se zde jako je tomu u afrických trypanosom, k replikaci dochází v již už zmíněné hostitelské buňce a nebo pak také po přijetí dalším vektorem. Trypomastigoti se v periferní krvi objevují jako štíhlé formy (slendry) a nebo jako zavalitější formy (stumpy). Jejich poměr se v krvi mění. Ploštice se nakazí sáním krve člověka nebo zvířete, která je infikována trypanosomy. Přijatí amastigoti, kteří mají obecně 3 - 5 mikrometrů se zdvojují a diferencují v epimastigotní formu, které jsou také schopné se replikovat. Zpočátku se amastigot zvětšuje, zdvojnásobí se v průměru a prodlouží svůj bičík, který postupně začíná být viditelný. V tomto stupni se formy někdy nazývají spheromastigoti. Tato forma se dále prodlužuje dává základ klasické epimastigotní formě, která má rozmanitou morfologii a která může být dlouhá více než 30 mikrometrů. Přetvoření amastigota v epimastigota se zdá být reverzibilní a zavislé na koncentraci volných monosacharidů v prostředí. Amastigot, spheromastigot a epimastigot jsou všechny formy, které přechází z jedné formy na druhou spíše nepřetržitě, než po jednotlivých krocích. Ve středním střevě vektora se epimastigot množí díky výživnému prostředí, které obsahuje i nasátou krev, zvětšuje svoji velikost a díky stráveným živinám, a nyní už i chudšímu prostředí, se začíná prodlužovat. Nakonec epimastigot postoupí do zadního střeva, kde se drží voskové kutikuly svými bičíky a podstoupí tzv. metacyklogenesi, začne se morfologicky měnit na metacyklického trypomastigota. Tato utvářená forma se oddělí od voskové kutikuly a je vylučována. Ploštice svými výkaly infikuje savčího hostitele a tím je životní cyklus dokončen. Metacyklogenese může být popisována nadvakrát a to tak, že první část umožní druhou. Nejprve trypanosoma ztrácí sacharid ze svého prostředí a to odpovídá zvýšené mitochondriální aktivitě a prodlužování buněčného těla a bičíku. Bičíkatá membrána je více hydrofobní a tělesnou membránu trypanosomy tak prodlužuje. Za druhé, toto bičíkaté prodloužení dovolí trypanosomě držet se hydrofobního povrchu a toto vzájemné ovlivňování spustí metacyklogenesi. Sacharidové omezení a hydrofobní spojení s bičíkem se zdá být nezbytné pro metacyklogenesi. Spuštění metacyklogenese znamená, že se zprostředkovala cAMP a ta reguluje proteinkinázu (PKA). Nitrobuněčný adenosintrifosfát (ATP) se tedy přemění na cyklický 3,5-adenosinmonofosfát (cAMP). Úlohou cAMP je rozlišení epimastigota na metacyklickou formu. cAMP má častého antagonistu a tím jsou inositol metabolity, které umí podpořit množení trypanosom a skrz fosfolipázu C jsou také zapojené v rozlišení trypomastigota na amastigota. Rozdílné formy trypanosom, které se postupně ve svém vývojovém cyklu mění jsou znázorněné na obrázku 4.
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Obr.4                          Životní cyklus T.cruzi                          (Tyler et al., 2003)
Trypanosomy můžeme najít v krvi a cytoplazmě v rozdílných pH prostředích. V kyselém prostředí vakuoly cytoplazmě buňky, je diferenciace rychlejší a buněčné tělo se zkracuje rychleji než bičík. Ve více neutrálním pH, v krvi, je diferenciace pomalejší a jsou zde pozorované zavalitější formy (stumpy). T.cruzi používá buněčné rozlišení jako strategii přizpůsobení se různým prostředím v hostiteli nebo vektoru. Je známo několik klíčových oblastí buněčné biologie během životních přechodů T.cruzi:
1) buněčný povrch – dovolí parazitovi produktivně působit s okolím

2) cytoskelet – ovlivňuje morfologii a hybnost parazita

3) příjem živin a metabolismus – význam pro mitochondriální strukturu a aktivitu, pro přítomnost nebo nepřítomnost cytosomu a regulace některých  glykosomal proteinů a cytosolických enzymů

4) buněčný cyklus – invazní forma, která se nerozrůstá vstoupí znovu do buněčného cyklu na dosažení stabilního prostředí
5) obrana – přežití parazita v savčím hostiteli a hmyzím vektoru, tím, že odolá imunitní odpovědi (Tyler et al, 2003).
3.4.2 Proteiny a proteolytické enzymy Trypanosoma cruzi
Stejně jako u afrických trypanosom, tak i u americké trypanosomy je výskyt proteasomu jednoznačný. Dalšími možnými proteiny, které se vyskytují u těchto parazitů jsou membránové proteiny, ukotvené v již už zmíněné GPI struktuře. Tyto GPI kotvené proteiny se účastní důležitých biologických procesů, jako vzájemného ovlivňování jiných buněk, signální transdukce, endocytóze, doplňkové regulace a představení antigenů buňce. U parazitických prvoků tyto proteiny usnadňují přilnutí a invazi v hostitelské buňce, dokáží zmírnit a nebo se úplně vyhnout imunitní odpovědi, ale snad největší význam mají v rozvoji nových léčiv proti parazitárním onemocněním. U T.cruzi se GPI proteiny vyskytují ve všech vývojových stupních a jsou zakódované u mnoha členů multigenních rodin jako například trans-sialidase (TS)/gp85 glykoprotein, mucin-spojený povrchový protein (MASP) a metaloproteináza gp63. Některé z těchto proteinů (TS/gp85, muciny) jsou základní pro přenos parazita nebo napomáhají úniku před imunitní odpovědí (Nakayasu, 2009).

 
Muciny jsou glykoproteiny, které obsahují velkou různorodost spojených oligosacharidů. Hlavní povrchový glykoprotein T.cruzi je mucin-like. Hlavní polypeptidy z těchto glykoproteinů jsou jen z 50 - 200 aminokyselin na délku a jejich pořadí je bohaté na serin a treonin zbytky, na které se napojují oligosacharidy. Molekula mucinu obsahuje až 60 % sacharidů a má tak silný hydrofilní charakter. Jejich specifická velikost a nedostatek cysteinu je řadí do vyšších tříd savčích mudínů, a proto také trypanosomě usnadňují interakci s hostitelskou buňkou. Byl rozpoznán 45kD povrchový mucin vyjádřený jen v útočném trypomastigotovi, který se drží v srdečních myoblastech. T.cruzi muciny (TcMUC) jsou obecně různorodé a jsou zakódované složitými rody mucin geny. TcMUC II geny jsou spojené v geonomu s TS geny a MAPS geny. Další genový rod, který byl popsán je mucin-like (TcSMUG). Muciny bývají rozděleny na dvě skupiny, jedna skupina je  přítomná ve hmyzím vektoru a druhá je přítomná v savčím hostiteli. Muciny od epimastigota a metacyklického trypomastigota dosahující 35 - 50 kDa a mají pododnou aminokyselinu a sacharid. GPI struktura je ale v těchto dvou formách jiná a to může být důležité v regulaci ztrácení mucinu a počáteční hostitelské buněčné infekce. Skupina mucinů chrání epimastigoty před proteázami přítomnými ve vnitřním ústrojí  hmyzího vektora. Muciny u metacyklických forem mají navíc ještě další role v připojení a invazi hostitelské buňky. Mohou také spustit mobilizaci vápenatých iontů spojenou s časnou invazí T.cruzi. Odstranění kyseliny sialové, která zakončuje glykoproteinový receptor nebo odstranění jiných cukerných zbytků z mucinů zabraňuje invazi parazita. Dalšími přítomnými glykoproteiny jsou trans-sialidase (TS) a TS-like. TS přenáší zbytky kyseliny sialové parazitním mucinům a jejich samotná aktivace je unikátní v tom, že tuto kyseliny nepoužívají jako monosacharidový donor. Jejich další aktivitou je vazba a vstup trypanosomy do savčích buněk a odolnost před hostitelskými obranými mechanismy. Po rozštěpení GPI struktury fosfolipázou C se TS a TS-like prolijí do krevního řečiště a zvýší tak časnou infekci. Ve všech trypomastigotech je využíván gp83 ligand, který se naváže na hostitelský povrch buňky a tím pronikne dovnitř. Tento ligand se nachází pouze u invazních trypomastigotů. Uvolnění gp83 pomocí PLC se připojí na srdeční myoblasty, fibroblasty a makrofágy. Gp83 ligand je jeden z kandidátů na rozvoj vakcíny proti infekci (Villalta et al, 2009).
Papain vyskytující se v nezralém ovoci, papáji, byl jeden z prvních známých proteolytických enzymů využíván jako prostředek podporující trávení už v 19. století. Tento enzym je zakládající člen velkého C1 rodu cysteinových proteáz. Asi 12 savčích cysteinových proteáz jsou vývojově blízce příbuzné s papainem a z tohoto důvodu patří do této skupiny. Enzymy C1 rodu obecně fungují v každé buňce, jako součást lysozomů. C1 proteázy jsou evolučně staré, jsou nalezeny v mnoho prokaryotických a eukaryotických organismů a v mnoho případech se ukazují jako nezbytně nutné pro organismy. Jednobuněčný parazit T.cruzi je toho příkladem (Redzynia et al., 2008).  Jeho nejznámějším proteolytickým enzymem je cruzain (také znám jako cruzipain a GP57/51). Patří mezi cysteinové proteázy a vykazuje tak nejvýznamnější proteolytickou aktivitu v trypanosomě. Enzym je zařazen  v CA kmenu papainC1 rodu a je exprimován v každém stupni parazitického životního cyklu. V epimastigotní formě je cruzain lokalizován v lysozomech, které slouží k degradaci živin. V trypomastigotní formě, která volně pluje v infikovaném lidském hostiteli je enzym lokalizován v paraflagelární kapse. V amastigotu se přesídlí na povrch buňky a pravděpodobně zastává funkci v cytoplazmě hostitelské buňky (Mckerrow et al.,2005). Tento enzym může tedy fungovat ve dvou chemických prostředích, v 5,5 pH uvnitř lysozomu a v neutrálním pH 7,4 na povrchu amastigota v cytoplazmě hostitelské buňky. Toto je důležité pro proteázy inhibitorů, které mohou mít pH závislou změnu ve struktuře (McKerrow et al., 2009). Cruzain je zprostředkovatelem invaze do hostitelské buňky, kdy trypomastigot využívá dvou odlišných cest napadení. Jedna cesta zahrnuje spouštění B2 kinin receptoru (B2R), zatímco druhá cesta je nezávislá na kininových receptorech. U chronických pacientů s Chagasovou nemocí a stejně tak jako na pokusných zvířecích modelech, je cruzain silným imunologickým antigenem (Mckerrow et al.,2005).
Enzym cruzain, glykoprotein je syntetizovaný jako zymogen, který je aktivovaný rozštěpem N-konce k vytvoření zralé proteázy. Zralý enzym se skládá z katalytické poloviny umístěné na N-konci rozšíření, které je vysoce shodné katepsinu L a C-konec rozšíření ukazuje 36% totožnost s typem CPs  jiných prvoků. Cruzipain má dlouhý a vysoce glykosalický C-konec rozšíření, který chybí v savčích katepsinech (Gea et al., 2006).
Cruzain má neobvyklý C-konec rozšíření (CTE), přibližně ze 100 aminokyselin, které jsou nalezené pouze v cysteinových proteázách. Funkce CTE je v současné době neznámá, ale zřejmě nehraje roli v katalýze, inhibici enzymu, bílkovinné pevnosti nebo ovlivňování lysozomu. Silný cruzain inhibitor (Mu Phe-Hphe-VSPh) účině blokuje růst epimastigota. Ošetřením epimastigota s tímto inhibitorem vede k různým morfologickým odchylkám: periferní roztažení Golgiho komplexu, membránový otok endoplazmatického retikula a jádra, objevení cytoplazmatických měchýřků a zvětšení mitochondrie. Průvodním jevem s těmito změnami bylo objevení cruzainu v roztažených Golgiho cisternách a s patrným sníženým množství cruzainu v lysozomech. Podobné změny díky tomuto inhibitoru byly objevené i u  vnitrobuněčného amastigota ve snížení cruzainu na jeho povrchu. Vysvětlením je, že autokatalytická výroba koncem Golgiho epimastigotů a amastigotů přeruší bílkovinné obchodování a dojde tak k morfologickým změnám a nakonec k buněčné smrti. Nemůže být tedy vyloučen sekundární efekt inhibitoru, a tím je schopnost cruzainu se hromadit v golgiho komplexu. Může také docházet ke značné rezistenci k inhibitorům, postupným zvyšováním jejich koncentrace nebo jednorázovým zvýšením, kde například díky inhibitoru diazometyl ketonu dochází ke značně zmenšené metacyklogenesi a snížené invaze. Snížení cruzainu bylo doprovázené zvýšením nového katepsinu B proteázy, která má sníženou citlivost na diazometyl keton inhibitor a byla lokalizovaná v lysozomech, kde se předpokládá, že mohla převzít funkci cruzainu (Klemba and Goldberg, 2002).
Dalšími protázami, které se vyskytují u T.cruzi jsou serinové proteázy, ke kterým je zařazen rod prolyl oligopeptidáz S9 z kmenu SC. Mnoho proteáz tohoto rodu rozštěpují prolyl vazbu, je zde však výjimka a to u oligopeptidázy B, která rozštěpuje arginin a lyzin vazbu (MEROPS, 2010). Tato proteáza byla identifikována v bezbuněčných extraktech trypomastigotů, amastigotů a epimastigotů. 80 kDa enzym, pojmenovaný POP Tc80 hydrolyzuje fibronektin a je zapletený do hostitelské buněčné invaze. Byl nalezen výběrový a nevratný inhibitor POP Tc80, který blokuje trypomastigota při vstupu do savčí buňky. Hydrolytická aktivita a schopnost několika trypomastigot molekul k vazbě lamininu, fibronektinu, kolagenu, heparinu a heparan sulfátu může být důležitá pro průchod cizopasníka přes extracelulární formu směrem k cílové buňce (Villalta et al., 2009).
Oligopeptidáza B je blízce příbuzná se členy prolyl oligopeptydáz a byla zjištěna v nakažlivé formě trypomastigotů jako cytosyl enzym. Tato důležitá proteáza je potřebná k invazi hostitelské buňky a to prostřednictvím vyloučení vápenatých iontů. Sama proteáza neumožňuje mobilizaci vápníku, jen zpracovává prekurzora (pre-agonistu) v cytoplazmě  trypanomastigota k vytvoření aktivního vápenatého iontu.  Po vyplavení vápenatého agonisty z trypanomastigota dojde k navázání na receptor savčí buňky, aktivuje se fosfolipáza C (PLC) a vytvoří se inositol 1,4,5-trifosfát (
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 se naváže na receptor endoplazmatického retikula (ER) a podporuje vytékání vápenatých iontů, jak je vidět z obrázku 5.
[image: image9.emf]
  Obr.5       Role T.cruzi a její oligopeptidázy B v signalizaci a invazi      (Caler et al., 1998)
 Hostitelská buňka pak může sloučit lysozomy s plazmatickou membránou v místě připojení parazita a může dojít k regulaci vápenatými ionty spuštěné přechodně v hostitelských buňkách vytvořené oligopeptidázou B vápenatých iont agonistů (Caler et al., 1998).

Metaloproteázy vyskytující se u T.cruzi jsou lokalizovány na buněčném povrchu. Jsou závislé na zinku a známe je také jako GP63 proteiny, hlavní povrchové proteázy nebo leishmanolysiny. V leishmanii slouží jako ligandy pro hostitelské buněčné připojení a chrání cizopasníka před intrafagolysosomální degradací. V T.brucei se vyskytují u savčí formy v krevním řečišti a fungují k uvolnění různého povrchového glykoproteidu z buněčného povrchu během střídání antigennosti a dále nefungují při vstupu trypanosomy do hmyzího vektoru. Geny kódované T.cruzi GP63 shodné skupiny (TcGP63) jsou odlišně vyjádřené stupněm specifity, kde nejvíce hojné jsou v amastigotech. Anti-peptidické protilátky proti epitopu představený v podskupině TcGP63 proteiny (označený TcGP63 I), rozponaly protein ve všech životních stupních a bylo ukázané, že dokáží inhibovat infekci hostitelských buněk. TcGP63 izoforma vyjádřená v metacyklickém trypomastigotovi má menší molekulovou hmotnost (55 kDa), postrádá glykosylaci a je umístěn vnitrobuněčně. V ostatních vývojových stupních bylo odhaleno, že TcGP63 je 61 kDa (Kulkarni et al., 2009). Villalta et al., 2009 uvádí, že blízký vztah čištěných protilátek k povrchovým antigenům překáží hostitelské buněčné invazi do 50 %. Dále uvádí, že molekulová charakterizace, strukturální analýza a přesná role povrchových metaloproteáz na začátku průběhu infekce jsou neznámé.
Aspartátové proteázy neboli kyselé proteázy jsou proteiny dvoulaločnaté struktury. Na každém laloku mají aktivní místo se zbytkem kyseliny asparagové. Mezi ně se váže substrát nebo inhibitor. Inhibitorem této skupiny je pentapeptid pepstatin. Tyto proteiny jsou vytvořené jako větší inaktivní pro-enzymy (zymogeny), které jsou následně převedené do aktivních enzymů na základě okyselení. Aspartátové protázy jsou relativně malé skupiny proteinů, které obdržely obrovský zájem kvůli jejich významným rolím v humánní medicíně. Byly úspěšně zaměřené například v terapii HIV a hypertenzi. V T.cruzi byly identifikovány a izolovány z epimastigota dvě aspartátové proteázy cruzipsin-I (CZP-I) a cruzipsin-II (CZP-II). Molekulová hmotnost obou proteáz byla odhadnuta na 120 kDa gelovou filtrací a aktivita enzymů byla objevená ve dvojici skupin (56 a 48 kDa) substrátovým sodíkovým dodecyl sulfátovým-polyakryl amidem-želatinovou gelovou elektroforézou. Fyziologická funkce těchto enzymů je ve stádiu vyšetřování (Pinho et al., 2009).
3.4.3 Význam inhibitorů při léčbě
Inhibitory proteáz jsou využívány v léčbě parazitárních nemocí stejně jako v prevenci. Mohou inhibovat množení parazita, dokáží zabránit parazitovi vstup do hostitelské buňky a to vše prostřednictvím inhibované aktivity jejich využívaných proteáz. Existují přirozeně se vyskytující inhibitory proteolytických enzymů (antiproteázy), které je možné rozčlenit na dvě kategorie na základě spektra jejich aktivity: inhibitory skupinově specifické (specifické vůči aktivnímu místu enzymů) a inhibitory skupinově nespecifické. Existuje mnoho enzymů jejichž katalytický mechanismus byl objasněn až na základě vyřešení 3D struktury. Charakterizace těchto krystalových struktur enzymů a jejich navázání k inhibitorům je prioritní pro objevení nových léků proti parazitárním nemocem. Byl krystalizován komplex chagasin, proteinový inhibitor T.cruzi a papain, již už zmíněná cysteinová proteáza z rodu C1. Kinetická studie odhalila velmi rychlou inaktivaci papainu chagasinem. Vysoká rozlišovací schopnost krystalové struktury ukazuje jakési inhibiční zaklínění zahrnující tři smyčky, které tvoří několik kontaktů zodpovědné za vysoce příbuzné vázání. Srovnání  se strukturou papainu v komplexu s lidským cystatinem B odhalí, že navzdory úplně jinému složení, oba inhibitory využívají velmi podobné interakce atomů vedoucí k nezbytně stejným blízkým vztahům pro enzym. Srovnání chagasin-papain komplexu s vysokou rozlišovací schopností struktury chagasinu v komplexech katepsinu L, katepsinu B a falcipainu, dovolí vytvořit konzervativní plán ze strukturálních detailů, které jsou důležité pro účinnou inhibici papain enzymů. Papain vykazuje vysokou strukturální podobnost ke katalytické oblasti T.cruzi enzymu cruzipainu, přítomný chagasin-papain komplex poskytuje spolehlivý model chagasin-cruzipainových vztahů. Takové informace o těchto vztazích jsou důležité pro rozvoj léků.
C1 rod cysteinových proteáz jsou v rovnováze s bílkovinnými inhibitory patřícími k cystatin rodu. Většina cystatinů jako lidský cystatin B jsou proteiny z 100 - 120 zbytky s charakteristickým epitopem, skládající se N-konce a dvou β vlásenkových smyček, která blokují aktivní místo rozštěpu cílového enzymu, tím brání aktivitě v obratitelném způsobu. Cystatiny ukazují blízký vztah ke svým cílovým enzymům a to kvůli velké vazebné oblasti s odloučenými konstanty.Třída Trypanosomatidea, jako různé druhy trypanosom a leishmanií produkují inhibitory z vlastního rodu C1 proteáz. Chagasin, pevně vázaný inhibitor cruzainu, neukazuje žádnou sekvenční podobnost s cystatiny, navzdory jeho podobné velikosti (100 - 110 zbytků). Nedávno byly určené krystalické struktury chagasinu v komplexu s lidskými katepsiny L a B, a dodatečně s falcipainem z malarického cizopasníka. Komplexní struktury ukazují, že enzym vazba epitop chagasin se stává ze tří smyček (L4, L2, L6), které společné tvoří enzymovou vazbu epitopu. Detailní znalost strukturovaných a inhibičních metod chagasinu by mělo být cenné ve vývoji léků a v prevenci proti Chagasově nemoci (Redzynia et al., 2009).                                
Dalším takovým inhibitorem cruzainu, který je smrtící pro cizopasníka je K11777. Je to inhibitor, který chemicky ničí bílkovinné funkce spíše, než by ničil geny. V současné době je tato molekula testována jako lék při léčbě Chagasovi nemoci (Caffrey and Steverding, 2009).

Pevná vazba velmi výběrového reverzibilního inhibitoru by bylo ideální vedení léku. Vývoj HIV proteáz inhibitorů, které se setkávají s těmito kritérii poskytují standard. Byly provedeny práce na parazitních cysteinových proteáz inhibitorů, které zahrnovaly analýzu diazometan inhibitoru, fluorometyl ketonů a v nedávné době kyselinu obsahující heterocykly a vinyl sulfonát. Ve všech případech těchto inhibitorů tvoří cysteinová proteáza kovalentní sloučeninu, která vyřadí enzym. Takové nevratné inhibitory byly velmi ignorované hlavními farmaceutickými zájmy, kvůli účasti autoimunitních reakcí. Peptid či pseudopeptid, kovalentně vázaný na aktivní místo proteázy, byl předvídán jako potenciální epitop, který by mohl vyvolat autoimunitní reakci v ošetřených jedincích. Problém by mohl být naskytnut, pokud by vícenásobné epitopy byly spojené s proteinovým nosičem. Přidání jednotlivých proteáz inhibitorů jako epitopu cílového enzymu by nemělo vyvolat imunitní odpověď. Mimoto, zájmy o vývoj autoimunity byly hlavně založené na plánovaných léčebných protokolech pro chronická onemocnění. V takových situacích, kde terapie by mohla být nepřerušeně spravovaná po několik let, se stává záležitostí většího zájmu. V případě parazitních či jiných infekčních onemocnění, kde je relativně krátký průběh léčby jsou zájmy méně účinné. Vinyl sulfát inhibitor nyní vstoupil do preklinického bezpečnostního vyhodnocení a údaje z kompletních toxikologických studií u myších, krysách a předběžně i krátkodobá studie u psů navrhuje, že tam nejsou žádné laboratorní odchylky, histologické odchylky či autoimunitní úkazy. Zatímco více výběrové reverzibilní inhibitory zůstanou ideálním lékem, ireverzibilní inhibitory pravděpodobně budou ohodnocené v klinických pokusech. Zatímco bezpečnostní studia doposud ukazují malou toxicitu, dokonce i v dávkách značně nad léčebnými úrovněmi, zájmy zůstanou kolem odlišujících účinků z aktuálně testovaných inhibitorů proti shodným hostitelským cysteinovým proteázám. Hlavní lysozomální proteázy, katepsin L a B jsou zapletené do prohormonálního zpracování a hlavního histokompatibilního komplexu (MHC) nakládání. Katepsin S je další enzym, který hraje roli v peptidickém zpracování pro prezentaci antigennosti. Některé vinyl sulfátové inhibitory katepsinu L, B a S jsou velmi efektivní k zadržení infekce. Otázkou je, proč není viděna žádná toxicita u myší, krys a dokonce i u psů. Vysvětlením může být, že koncentrace proteáz katepsinů v savčích buňkách je podstatně vyšší než v parazitech. Studie na T.cruzi naznačuje, že vnitrobuněční parazité selektivně vyberou inhibitory, které vstoupí do hostitelsky buněčné cytoplazmy. Protože vnitrobuněční parazité musejí vyvíjet velmi efektivní prostředky uklízení malých molekul k zajištění zásob živin, tak také by mohli nahromadit koncentrované inhibitory příbuzné s hostitelskou buňkou. Další možný hostitelský enzymový systém, který by mohl vést k toxickému účinku, je pokud by byl potlačen proteasom. Jedna z výhod cílených cysteinových proteáz (oproti serinovým proteázám), je vysoce reaktivní thiol skupina. Z tohoto důvodu jsou mnohé irreverzibilní inhibitory vybírány z cysteinových proteáz. Treonin proteáza v proteasomu může být také reaktivní jako thiol skupina cysteinu. Některé vinyl sulfáty, které nereagují se serinovými proteázami, jsou velmi efektivní inhibitory proteasomu. Inhibice proteasomu je smrtící pro savčí buňku. Toxicita nebyla viděna u myší ošetřené vinyl sulfát inhibitorem. Nejvíce pravděpodobné vysvětlení je to, že inhibitory užívané pro léčení parazitních nemocí jsou dipeptidy. Proteasom inhibitor požaduje tři hydrofobní aminokyseliny pro optimální vázání a aktivitu. Při zacházení s T.cruzi infekcí, bylo vypozorováno dokonalé rozlišení mezi dipeptidem obsahující například fenylalanin nebo homofenylalanin proti tripeptidu, ve kterém je navíc leucin či valin. Zatímco dipeptidy selektivně odstraní parazity z hostitelské buňky, tripeptidy jsou toxičtí. Nedávno tato trojrozměrná struktura proteasom subjednotky byla vyřešená. Důležité pozorování je to, že aktivní místo obsahuje přesně stanovené (a hydrofobní) S-1 a S-3 kapsu, ale ne S-2 kapsu. To by znamenalo, že hydrofobní tripeptid by byl těsně vázán s P-1 aa postranním řetězcem v S-1 a P-3 aa postranním řetězcem v S-3. Dipeptid by však neposkytoval další volnou energii z druhého aa postranního řetězce vázání. Parazitní cystein proteázy měly přesně stanovené S-1 a S-2 kapsy. Toto pozorování zaostřilo vývoj cysteinových proteáz inhibitorů k omezení délkou. Tripeptid substráty jsou optimální pro T.cruzi cysteinové proteázy, ale bohužel odpovídající inhibitor analogie, jsou toxické kvůli proteasom inhibici. Nejvíce dostupných informací přichází ze studií irreverzibilních inhibitorů, jako vinyl sulfonát a fluorometyl keton. Dřívější práce ujasnila, že zahrnutí nepřírodního aa postranního řetězce mělo pozitivní efekt na poločas rozpadu, stabilitu a toxicitu. Fluorometyl keton klesl ve vývoji léčiv kvůli potenciální toxicitě z fluorizovaných aminokyselin. Problém by mohl nastat, pokud by byl rozštěpen flurometyl keton dipeptid. Může dojít k inhibici Krebsova cyklu, uzavírající sníženou celulární ATP produkci. Účinek takové toxicity se u pokusných myší projevoval jako svalový třes a hypotermie. Přesto však ještě během fluorometyl keton řady, zahrnutí nepřírodního postranního řetězce jako část dipeptidu, významně snižovalo tyto toxické účinky. Novodobá analýza vinyl sulfátu a podobných inhibitorů navrhuje, aby peptidomimeticy měly významnou stabilitu v plazmě, tak aby léčebná plazmová úroveň mohla být udržována u různých druhů zvířecích modelů. Nepeptidové reverzibilní inhibitory by měly být teoreticky ještě více optimální ve vývoji (McKerrow, 1999). 
Hepatotoxicita není významná záležitost pro každou proteázu inhibitoru aktuálně užívaných v léčbě. Zvýšená transamináza ALT stupně uvedená ve vysokých léčivých dávkách by neměla být interpretována jako hepatotoxicita. ALT je cytoplazmatický enzym hepatocytů, který prosakuje do krevního řečiště a je doprovázen reverzibilním jaterním poškozením. Žádné zvýšení ALT a žádné histologické důkazy o hepatotoxicitě nebyly viděny v léčebných dávkách menších než 100 mg/kg. Pokusy byly prováděné in vitro na kultivovaných lidských hepatocytech a na zvířecích modelech, psech. Celý tento výzkum je podporován institutem  (NIAID) (McKerrow et al., 2009).
4 Závěr
Parazitární onemocnění představují jeden z hlavních globálních problémů světa. Spavá nemoc a Chagasova nemoc jsou toho důkazem. Vyhlídky na nové účinné léky proti těmto chorobám, výrazně stouply díky objevům proteolytických enzymů a proteinů. Studium těchto látek je spojeno i s objevem jejich inhibitorů, které jsou důležitým přínosem jak v terapii, tak i v prevenci parazitárních nemocích. Nově vyvinuté preparáty mají vysokou léčebnou účinnost s mizivým rizikem nežádoucích vedlejších účinků. 

Tato práce byla věnována proteolytickým enzymům se zaměřením na rod trypanosoma. Soustředění na tento rod jsem si vybrala právě proto, že současná léčba a  celkové pochopení těchto parazitických prvoků je značně problémová. Trypanosomy jsou jedinečné v tom, že se dokáží vyhnout imunitní odpovědi hostitele a současně si tak vytvořit rezistenci vůči podaným lékům. Jsou uzpůsobené v neustále se měnící se formy, které je těžké zneškodnit. 

. Byl vypracován přehled proteolytických enzymů, které se vyskytují u trypanosom a  cíl, který byl stanoven na začátku samotné práce byl splněn. Myslím si, že tato práce a spousta dalších prací spojená s tímto tématem by měla být dále rozvíjena např. k nalezení dalších proteolytických enzymů, jejich inhibitorů a zajistit tak potenciální léčbu parazitických nemocí. 
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6 Seznam použitých zkratek

ALT – alanin transamináza
ATP – adenosintrifosfát
APC (Anaphase-promoting complex) - komplex enzymů podporující anafázy

cAMP - cyklický adenosinmonofosfát

CATB - katepsin B

CATL - katepsin L
CPs - skupina cysteinových proteáz

CTE (C-terminal extension) - C-konec rozšíření
CUB - deubiquitinační enzymy

EP -  procyklin dipeptid složený z kyseliny glutamové a prolinu
ER - endoplazmatické retikulum

GPEET  - procyklin pentapeptid složený z glycinu, prolinu, dvou glutamových kyselin a treoninu
GPI - glykosylfosfatidylinositol

HIV (human imunodeficiency virus) - virus lidské imunity

IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) - Mezinárodní unie pro biochemii a molekulární biologii
K11777 (N-methyl-piperazine-Phe-homoPhe-vinylsulfone-phenyl) – irreverzibilní cysteinový inhibitor
kDNA - kinetoplastová DNA - (deoxyribonukleová kyselina)

MCA – metakaspásy

MHC (major histocompatibility komplex) -  hlavní histokompatibilní komplex

NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases) - Národní institut pro alergii a infekční choroby

OPB - oligopeptidáza B

GPI- PLC - glykosylfosfatidylinositol – fosfolipáza C
PAHO (Pan American Health Organization) - Panamerická zdravotnická organizace
PFR (paraflagellar rod) - paraflagelární kapsa

PKA - protein kináza A 
PLC - fosfolipáza C

POP Tc80 - prolil oligopeptidáza T.cruzi

RVK - sérologický test, který slouží k průkazu protilátek
TS (trans-sialidase) - glykoprotein 
UPC - ubiquitin proteasom komplex
VSG - variantní specifický glykoproteid
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