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Apicomplexan Protozoonlara Model Olarak Plasmoduum spp.’nin Eritrosit
Invazyonunun Molekiiler Temelleri

The Molecular Mechanisms of Erythrocyte Invasion of Plasmodium spp. as a Model

Organism of Apicomplexan Protozoa
g
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OZET

Apikompleksan protozoonlar tip ve tarim alaninda énemli patojenlerin bulundugu protozoon subesii¢inde yer almaktadirlar. Bu protozoonlarin
apeksinde hiicre invazyonu ve hiicre icinde gelismede dnemli olan rhoptiri, mikronem, conoid, apikal polar ring, dens grandller ve apikoplast-
tan ibaret tepe kompleksi organelleri bulunur. insan saghgini direkt ve indirekt olarak olumsuz etkileyen énemli apikompleksan parazitler
arasinda Plsamodium spp, Toxoplasma gondii, Cryptosporodium, Eimeria, Babesia ve Theileria sayilabilir. Apikompleksan parazitler substrata
bagli (substrat-dependent) kayma hareketi vasitasiyla hareket ederler ve konak hicreye aktif olarak girerler. Bu parazitlerde kayma hareketi ve
konak hticre invazyonu, aktomiyosin-based system (Glydeosome) vasitasiyla ortaya ¢ikar. Bu glici ortaya ¢ikaran motor (myosin-motor), ben-
zersiz bir ¢ift membran tabakasi olan plazma membrani (parazit plazma membrani, plazmalemma) ve ic membran kompleksi (inner membran
kompleks, IMC) arasina gémulmustlr. Benzersiz aktomyosin motor, hem konak hicre invazyonunu hemde apikompleksan invaziv dénemin
hareketini gli¢glendirir. Hiicre invazyonunda esas olan sitoplazmik motor, transmembran kdpriler ve ylzey ligantlar baslica apikompleksan
patojenler arasinda muhafazali (conserved) durumundadir. Bu derleme’de, apikopleksan parazitlere bir model organizma olarak plasmodial
merozoitlerin eritrositlere invazyonu ayrintili olarak gdzden gegirilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2010; 34: 203-6)
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ABSTRACT

Apicomplexan protozoa are a phylum of parazites that includes medically and agriculturally important pathogens. They are named for their
cell apex which contains a number of organelles (rhoptri, micronemes, conoid, apical polar ring, dense granules and apicoplast), impor-
tant for their invasion and development within host cells. Among important apicomplexan parasites that affect human health directly or
indirectly are Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, Cryptosporodium, Eimeria, Babesia, and Theileria. Apicomplexan parasites move and
actively enter host cells by substrate-dependent gliding motility. In these parasites, gliding motility and host cell invasion are driven by an
actomyosin-based system (Glydeosome). A gliding motor machinery is embeded between the plasma membrane and inner membrane
complex (IMC), a unique double membrane layer. A unique actomyosin motor powers both host cell invasion and locomotion of apicompl-
exan invasive stage. The cytoplasmic motor, a transmembrane bridge, and surface ligants essential for cell invasion are conserved among
the main apicomplexan pathogens. In this review, erythrocytet invasion of Plasmodial merozit, which is a model organism of apicomplexan
parasites, has been reviewed in detail. (Turkiye Parazitol Derg 2010; 34: 203-6)
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Apikomplexan protozoonlarin hepsi hayvanlarda parazit olarak
yasamakta, insan ve tarim hayvanlarinda hesaplanamayacak
kadar blyidk morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadirlar.

Apikomplexan parazitler arasinda;
e Malarya etkenleri Plasmodium spp.,

® |Immunokompramize bireylerde énemli oportunistik pato-
jen etken Toxoplasma gondii,

e Tavuk ve sigirlarda patojen olan Eimeria spp.,
e Afrika’da sigirlanin tick-borne paraziti Theileria spp.,

e Oportunistik zoonoz etkeni olan Cryptosporidium sayilabi-
lir (1-4).

Apikomplexan protozoonlar; konak hiicreye (hedef hiicre, target
cell) girme ve ¢ikma, biyolojik bariyerlerden gecme, konak dokula-
rindan go¢ etme, ylzey Uzerinde hareket ve konak hiicreyi sofistike
bicimde maniplle etme gibi mistesna biyolojik harikalar yaratan
olaganusti hicrelerdir. Apikomplexan parazitler, hiicre icine aktif
olarak girebilen ve yalnizca konak hiicre icinde gelisebilen ve coga-
labilen (zorunlu, obligator) intraselller parazitlerdir.

Apikomplexan parazitlerin zoitleri, konak dokusundan gé¢ eder-
ken ve konak hiicreye aktif olarak internalize (invaze) olurken hare-
kete ihtiyac duyarlar. Bu amacla “glydeosome” (actinomyosin-
powered gliding motility) sistemini kullanirlar (5, é).

Glideosome'un yapisal ve fonksiyonel komponentleri arasinda;

e Motor kompleks; motor kompleks aktin ve myoA+MTIP
(myosin-tail-domain interacting protein) + GAP/50 (glyding
ascociated protein 45/50) olmak Uzere iki komponentten
ibarettir.

e Motor komplekse direkt (eritrosit binding protein -175,
(EBA-175)) veya bir baglayici protein (ankir) ile indirekt
(trombospondin-related adhesive protein, (TRAP) olarak
baglanan transmembran adhezin kompleksler,

e F-aktin,

e Kopri molekiller [aldolase, myosin-tail-domain interacting
protein (MTIP), inner membrane complex proteinleri
(IMCPs)...gibi] ve

e Proteazlar vardir (Sekil 1).

Parazit, kayma hareketi ("gliding motility”) denilen bir tarzda
hareket eder ve bunun benzersiz mekanizmasi; dis plazma
membrani ve inner membrane komplex (IMC) arasinda yerlesen
ve IMC'ye percinlenen apikomplexan-spesifik motor komplex
(aktino-miyozin motor) ile glglendirilir ve saglanir. Motilite ve
host cell invazyonda; sitoplazmik motor, transmembran képriler ve
yuzey ligantlar temel rol oynamaktadir (7-9).

Apikomplexan parazitlerin konak hiicre invazyonunda, parazit ve
konak hicre arasinda interaksiyonu saglayan apikal kompleks
denilen benzersiz bir yapi bulunmaktadir. Konak hiicreye invaz-
yon (=host-cell invasion) ve konak hicre modifikasyonunda
(host-cell modification) kritik &neme sahip olan bu organeller;

e Rhoptri,
e Mikronem,

e Conoid,

e Apikal polar ring (APR),
e Apikoplast,
e Exonem’den ibarettir (7, 10) (Sekil 2).

e Apikal organellerden rhoptry ve micronemler sekratuar
organellerdir; motilite, konak hicreye yapisma (host cell
adhesion), konak hicreye invazyon (host cell invasion) ve
parazitoforoz vakuol'in tesis edilmesinde gerekli Griinleri
ihtiva ederler (11-14).

e Conoid; kiguk, huni seklinde yapilardir ve konak hicreye
invazyonda mekanik rol oynadidi farzedilmektedir.

e Apicomplexanlar icin benzersiz olan apical polar ring
(APR), bu hiicrelerde mikrotibul organizasyon merkezi ola-
rak gorev yapar.

Apicomplexan protozoonlar icinde mistesna bir yeri olan Plasmodium
parazitlerinin Ug farkli invaziv dénemi identifiye edilmistir.
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Bunlarin yasam déngi dénemleri ve hedef olarak sectikleri hiicre
tipleri farkli olsa da (6rn. merozoitler eritrositleri, sporozoitler
hepatositleri ve ookinetler vektér anopheles orta bagirsak epitel
hicrelerini) her bir zoit benzer temel hiicre morfolojisi ve biyolo-
jisi 6zelliklerine sahiptir.

Bu temel benzerlik, apikal kompleks ve onunla ilgili benzersiz
sekretuar organeller olan mikronem, rhoptri ve dens grandller ile
belirginlesir.

Apicomplexan parazitlerde hareket ve invazyon sirasinda sekre-
tuar organellerin exositosisi (discharge) gerceklesir; tam kompo-
nent takimina sahip zoitler icin sekretuar organellerin sirali salin-
masinin 4 kademesi vardir:

e Zoitin ¢ikisa hazirlanmasi icin ekzonem salinmasi,

e Motilite ve invazyon igin mikronem salinmasi (reoryantas-
yon ve tigt junction formasyonu esnasinda),

e PV (Parazitoforoz vakuol) formasyonu ve hiicre enfeksiyo-
nunun insasl icin rhoptrilerin salinmasi,

e Post-invazyon déneminde PV ve konak hiicrenin yeniden
ingasl icin dens grandl salinmasi.

Plasmodium spp.'nin kan dolasiminda invaze oldugu hicre tipi
sadece eritrositlerle sinirlidir. Bu invazyon; parazitin invaziv formu
olan merozoitler Gzerinde bulunan ylzey proteinleri (=ligantlar,
parazit reseptorleri) ve konak eritrosit ylzeyindeki ayni kdkten
gelen (cognate) reseptorler arasinda olan spesifik ligant-reseptér
interaksiyonu vasitasiyla belirlenmekte ve gerceklesmektedir (15).

Eritrosit reseptorlerini spesifik olarak taniyan ve baglanan mero-
zoit ylzey adhezinleri (adheziv ligantlar) arasinda en énemlileri:

e Eritrocyte binding protein -175 (EBA-175)

e Duffy-binding protein (DBP)

e Reticulocyte-binding protein (RBP)

¢ Reticulocyte - binding homolog protein (Rh)

e Trombospondin-ralated adhesive protein (TRAP), merozoi-
te trombospondin- related adhesive protein (MTRAP),
Plasmodium trombospondin - related apical protein
(PTRAMP) vardir.

Plasmodium parazitlerinin eritrositlere girebilmesi i¢in, merozoi-
tin eritrosit ylzey komponentlerini (=eritrosit reseptorleri) tani-
masi ve yapismasi gereklidir.

Opsiyonel reseptérler arasinda;
Glycophorinler (GlyA, GlyB...gibi)

(Bir multipass integral membran proteini ve anyon transportudur
ve eritrositlerin spectrin-aktin submembran cytoskeletonu igin
yapisma fonksiyonuna sahiptir).

Band 3,
Retikllosit spesifik reseptér,
Sialik asit bulunur (15).

Deneysel calismalar, canli video ve EM calismalari ile invazyon
strecinde 4 farkli adimin bulundugu ortaya konulmustur.

e Baslangi¢c merozoit baglanmasi (initial merozoite binding)

e Reoryantasyon ve mikronem ekzositozisisi

e Siki baglanma formasyonu (tayt janksiyon formation)
¢ Girig ve transformasyon (entry and transformation) (Sekil 3).

1. ADIM; Konak eritrositlerinden cikisi takiben serbest merozoit-
ler ile yeni eritrositler arasinda merozoit yizeyinin herhangi bir
noktasinda reversibl olarak distk afiniteli baslangic temasi ve
baglanmasi gerceklesir; ylizeyden apekse bir sinyal génderilir. Bu
baglanmada, ylzlercesi icinde en iyi tanimlanan GPI- anchored
protein de denilen merozoit ylzey proteini-1 (MSP-1) dnemlidir
ve eritrosit reseptorlerinden Band 3 ile baglanir (15, 16).

2. ADIM; Parazit eritrosite baglandiktan sonra kendisini, apikal
ucunu eritrosit membranina sikica baglayarak (juxtapose) reor-
yante eder. Merozoitin apikal ucuna lokalize olan Apikal memb-
ran antijen-1 (AMA-1) olarak bilinen bir transmembran protein ve
High Molecular Weight Rhoptri (RHOPH) kompleksi bu reoryan-
tasyona istirak eder. Bu sirada hareketli baglanma (moving junc-
tion) olusturmada ve dolayisiyla invazyonda énemli adimlardan
birisi olan, konak hiicreye mikronemin apikal baglanmasi ve mik-
ronem salinimi gerceklesir (17, 18).

3. ADIM; Merozoit reoryantasyonu ve mikronem salinimini taki-
ben parazit plazma membraninda (PPM)'de bulunan multipe
parazit ligantlar ve konak hicre plazma membraninda (CPM)'de
bulunan eritrosit reseptorleri arasinda siki baglanma (tight junc-
tion, moving junction) olarak bilinen, yakin (membran-to-
membran) temasi ile gerceklesen ylksek afiniteli irreversible
temas ve baglanti saglanir. Ekzosite mikronemal materyal zoit
ylzeyine yayilir ve hareketli baglanmanin arkasindan zoit memb-
rani Uzerine kaplanir (capped). Tayt janksiyon, giren zoitin etrafin-
daki yuzik seklindeki zondur; konak hicre invazyonu esnasinda
motor kompleks aktivitesinin fokal noktasidir (19-21).

4. ADIM; Janksiyon bdlgesinde olusan ve konak membrani ve
parazit komponentlerinden olusan parazitoforoz vakuol memb-
rani (PVM) ile kusatilmis olan parazitoforoz vakuol gittikce genis-

1 ﬁ;}% 2

Sekil 3. Apikomplexan protozoonlarin invazyon basamaklar: (1)
Zoit konak hiicre ylzeyi ile temas eder; sinyal ylzeyden tepeye
iletili. (2) sinyal reoryantasyona sebep olur (reoryantasyonu
indikler), konak hicreye mikronem baglanmasi olur, moving
Junction (hareketli baglanma) formasyonu gerceklesir. (3) moving
Junction arkaya dogru kayarken Rhoptri salinimi olur ve PV
genislemeye baslar. Rhoptri materyali PVM ile entegre olur.
Ekzosite olan micronemal materyal zoit ylizeyine yayilir ve “moving
junction” arkasina yayilir. (4) Vakuol geniglemeye devam eder,
bunun lipidlerinin cogu konak hicre plazmalemmasindan temin
edilir. Janksiyon parazitin arka ucuna ulagir ve sonunda vakuol
kapanir. Dens granlller vakuol ylzeyine salinir (22).
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leyerek, janksiyon parazitin arka ucuna ulastiginda kapanir (23).
Gliding motility ve invazyon slrecinde, motor kompleksin akti-
vasyonu ve fonksiyonel olabilmesinin (gliding motilite ve invaz-
yonun gerceklesebilmesinin) 6n kosulu; bu tayt janksiyon formas-
yonunun ve tayt janksiyon koprilerinin olugmasi ve glg Ureten ve
hiicre invazyonunu gergeklestiren miyozinin stirict gliclini para-
zit hareketine transfer edebilmesi icin motor kompleksin IMC
membranlarina glvenli olarak baglanmasi gerekir. Motor komp-
leksin miyozin komponenti (MyoA, MTIP, GAP/50) dis IMC
membranlarina baglanmaktadir. Baglanma, burada bulunan
baglayici (anchoring) proteinler (IMPs, IMCPs) vasitasiyla pergin-
lenen GAP/50 yoluyla saglanmaktadir. Myozin motorun MyoA-
GAP/50 baglantisi MTIP aracilidiyla saglanmaktadir. Motor
kompleksin (aktino-miyozin motor) temel fonksiyonlarini gérebil-
mesi icin parazit sitoskeletonuna baglanmasinin yaninda, hedef
hicre (target cell, host cell) ile de baglanti kurmasi gerekir. Bu
baglanti; plazma membrani ve IMC arasinda yer alan aktin fla-
mentleri (IMC'de lokalize olan ve aktin polimerizasyonu ile olu-
san) ve ektodomainleri ile subsrat ve konak hicrelere baglanan
plazma-membran adhesiv proteinlerin (TRAP ve diger adhesinle-
rin) C-terminal kuyruklarinin aldolase yardimiyla temasi (aldolase-
mediated kontact) ile saglanmaktadir (16, 24, 25).

SONUC

Transmembran adhezin -aktin filament kompleksinin, PPM'nin
sivi lipid tabakalarinin (inner doubl membran, fosfolipid bilayer)
intermembran alani icinden miyozin motor yardimiyla ¢ekilmek
suretiyle gerceklesen posterior lokasyonu parazitin ileriye dogru
(eritrosit icine dogru) slrllerek ilerlemesini saglar. Bu islem 5-20
saniyede gerceklesir ve invazyon tamamlanir.

Anlasildigi Uzere parazitin ilerlemesi icin, baglayici proteinlerle
olusan komplekslerin baglantilarinin proeolitik proseslerle kopa-
rlmasi gerekmektedir. Burada, AMA-1, MSP-1 ile olusan ylzey
OrtUsl (surface coat) “sheddase” vasitasiyle koparilmakta; micro-
nemal adhesive proteinlerin proteolitik olarak uzaklastirilmasi da,
membran ¢dzilmesini kolaylastiran bir yerlesik protease (cogun-
lukla bir rhamboid proteaz) vasitasiyle saglanmaktadir (26-28).
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