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Sammandrag

Human afrikansk trypanosomiasis (HAT) eller afrikansk somnsjuka &r en endemisk parasit-
sjukdom som forekommer i spridda omraden i Afrika séder om Sahara. Den sprids genom
bett fran infekterade tsetseflugor av slaktet Glossina, vektorn fér den patogena zooflagellaten
Trypanosoma brucei. T. brucei ar en obligat parasit som genomgar en komplicerad livscykel i
insektsvektorn och daggdjursvarden, dar sex utvecklingsstadier kan urskiljas. Tre av dessa
trypanosomformer forokar sig genom langsgaende fission, medan de andra tre utvecklings-
formerna av parasiten ar mitotiskt inaktiva. Trypanosomer undgar upptackt av véarddjurets
immunsystem genom antigenisk variation, vilket innebér att trypanosomerna, som uppehaller
sig extracellulart i blodet, periodiskt andrar en viss typ av glykoprotein, benamnt VSG, som
finns i ett stort antal pa parasitens cellyta. De VSG som uttrycks ar belagna intill telomererna
i s.k. expressionsséten (ES). En ndarmast obegrédnsad mangd olika VSG-typer kan uttryckas,
men en population trypanosomer (den langa smala formen) uttrycker kollektivt endast en
VSG-typ vid en given tidpunkt i blodet hos sin véard. Duplikativ- och segmental genkonvers-
ion, telomerutvaxling och ES-byte &r mekanismer parasiten anvander vid VSG-skifte. VSG-
molekylerna ar férankrade i trypanosomernas plasmamembraner genom s.k. GPl-ankare, vars
fettsyra ar myristinsyra (C14). Parasiten behdver stora mangder myristinsyra for sina GPI-
ankare. En betydande del av parasitens lipogenes star elongaserna (ELO)-1-3 for: ELO1
forlanger huvudsakligen C4 till C10, ELO2 forlanger huvudsakligen C10 till C14 och ELO3
forlanger C14 till C18. Kvéveoxid (NO) genererad av makrofager spelar en viktig roll vid
forsvaret mot en trypanosominfektion. Parasiten har dock lart sig att undvika de toxiska ef-
fekterna av molekylen. Genom att aktivera arginas minskar koncentrationen av arginin. Det
resulterar i sin tur i minskad NO-syntes och 6kad syntes av ornitin, prekursorn till savél poly-
aminer som trypanotion, vilka trypanosomerna anvander sig av for sin tillvaxt och for att
skydda sig mot fria radikaler (t.ex. NO). CTP anvands vid syntesen av nukleinsyror och
fosfolipider. Parasiten &r helt beroende av de novo CTP-syntes genom CTP-syntetas. Acivi-
cin, ett kant cytostatikum, inhiberar enzymet och har formaga att genomtranga blod-hjarn-
barridren. Lakemedlet skulle darfér kunna anvandas vid behandling av patienter som befinner
sig i ett senare skede av HAT, da parasiterna invaderat det centrala nervsystemet (CNS). An-
talet nya fall av HAT uppskattades ar 2012 till 30 000 fran att ha uppskattats till 50 000—

70 000 ar 2005. Fortsatta anstrangningar samt innovativa tillvagagangssatt kravs for att sjuk-
domen skall kunna anses vara eliminerad sasom ett allmant halsoproblem. For att na dit be-
hovs bl.a. effektivare och sékrare lakemedel.

Inledning

Human afrikansk trypanosomiasis (HAT) eller afrikansk somnsjuka &r en endemisk parasit-
sjukdom som férekommer i 6ver 250 spridda omraden i Afrika soder om Sahara (Malvy &
Chappuis 2011). Uppskattningsvis 70 miljoner manniskor lever i dessa riskomraden, dar fatt-
igdom och bristande sjukvard ocksa ar utbredd (Malvy & Chappuis 2011, WHO 2013). Den
sprids genom bett fran infekterade tsetseflugor av slaktet Glossina, vektorn for den patogena
zooflagellaten Trypanosoma brucei (Stich m.fl. 2002) (Figur 1).
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Figur 1. En tsetsefluga (Glossina spp) som suger blod fran manniska, Okavangodeltat, Botswana, Afrika.
(Encyclopadia Britannica Image Quest. Hamtad 2013-11-05, fran http://quest.eb.com/images/149 2050208).

Trypanosomer (T. brucei) 6verfors via tsetseflugan till manniskor huvudsakligen fran vilda
djur eller boskap (T. b. rhodesiense) och fran andra manniskor (T. b. gambiense). De lever
och forokar sig extracellulart i blodet, lymfan, interstitialvédtskan och, i ett senare skede av
HAT, i cerebrospinalvétskan hos dess vard (Malvy & Chappuis 2011, WHO 2013), samt i
mittarmen och i spottkortlarna hos tsetseflugan (Vickerman m.fl. 1988). Det finns flera arter
av afrikanska trypanosomer, men den som har storst betydelse for ménniskan ar T. brucei.
Den delas upp i tre morfologiskt identiska underarter, varav T.b. gambiense och T.b. rhodesi-
ense infekterar manniskor (EI-Sayed m.fl. 2000) (Figur 2). Den forra aterfinns i vastra och
centrala Afrika och orsakar vastafrikansk HAT (T.b.g. HAT), medan den senare aterfinns i
Ostra och sodra Afrika och orsakar ostafrikansk HAT (T.b.r. HAT) (WHO 1998). Infektion
med dessa tva har dodlig utgdng om inte den infekterade far behandling (EI-Sayed m.fl.
2000). Att sjukdomen &nnu &r, och har varit historiskt sett, svar att fa kontroll 6ver beror till
stor del pa att trypanosomerna har utvecklat olika strategier for att angripa sina vardar (dagg-
djursvardar), kringgd immunsystemet samt utnyttja vardarnas tillvaxtfaktorer. Exempelvis
undkommer parasiterna att bli attackerade av vardens immunsystem genom att kontinuerligt
andra molekylstrukturerna pa sina cellmembraner och hindrar darigenom varden fran att ut-
veckla immunitet (Malvy & Chappuis 2011). Denna egenskap hos trypanosomer &r orsaken
till att man inte har lyckats utveckla ett effektivt vaccin mot HAT (Fijolek m.fl. 2007).
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Figur 2. Trypanosomer bland erytrocyter. Bilden ar tagen med svepelektronmikroskop och ar digitalt farglagd.
Forstoring: x1750 vid 6x6cm storlek. (Encyclopaedia Britannica Image Quest. Hamtad 2013-11-05, fran
http://quest.eb.com/images/139_1917438).

Syfte

Syftet med den har sammanfattningsartikeln ar att, forutom att ge en allmén oversikt 6ver
patogenen och sjukdomen, beskriva nagra biologiska mekanismer som har stor betydelse for
trypanosomer: antigenisk variation, arginasinduktion och fettsyrasyntes. Med 6kad kunskap
om dessa skulle nya strategier for att t.ex. fa fram antitrypanosomala lakemedel kunna ut-
vecklas.

Sjukdomsbilden vid HAT

Kannetecknande for HAT ér att sjukdomen delas upp i tva distinkta stadier. Det hemolymfat-
iska stadiet ar det forsta i vilket trypanosomerna uppehaller sig i blodet och lymfsystemet,
medan det meningoencefaliska stadiet ar det andra i vilket de har passerat blod-hjarnbarriaren
och spritt sig i det centrala nervsystemet (CNS) (Malvy & Chappuis 2011). Det forsta stadiet
foregas av lokala symtom som ger sig till kdnna nagra dagar efter tsetseflugans bett. Vid bett-
stéllet kan en sméartsam skarpt avgransad och indurerad lesion, en s.k. trypanosomal schanker,
uppkomma (Figur 3). Den atfoljs vanligen av en regional lymfkortelforstoring. Dessa sym-
tom férekommer oftare vid infektion med T.b. rhodesiense &n med T.b. gambiense (Stich
m.fl. 2002). Ett av de vanligaste symtomen vid forsta stadiet av HAT ar kronisk och period-
iskt aterkommande feber. Febertopparna uppkommer i samband med att parasiterna forokar
sig i blodet. Dodligheten i T.b.r. HAT ar omkring 10 % redan vid forsta stadiet, savida inte
behandling satts in i ratt tid. For T.b.g. HAT intrader det andra stadiet av sjukdomen efter ett
antal manader, for T.b.r. HAT endast efter ett antal veckor (Stich m.fl. 2002). Det andra
stadiet resulterar i kronisk encefalopati, kdnnetecknad bl.a. av huvudvark, somnrubbningar
och olika neurologiska och psykiatriska stérningar (Malvy & Chappuis 2011, Stich m.fl.
2002). T.b.g. HAT star for 98 % av alla inrapporterade fall av HAT (WHO 2013).
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Figur 3. En trypanosomal schanker pa huden orsakad av bett fran infekterad tsetsefluga. (Encyclopadia
Britannica Image Quest. Hamtad 2013-11-05, fran http://quest.eb.com/images/132_1261463).

Livscykel

T. brucei &r en obligat parasit som genomgar en komplicerad livscykel i insektsvektorn
(tsetseflugan) och daggdjursvarden (manniskan), dar flera morfologiskt distinkta utvecklings-
stadier av parasiten kan urskiljas (Vickerman m.fl. 1988). Tre av dessa trypanosomformer
forokar sig genom langsgaende fission: den Ianga smala trypomastigoten som finns i blodet
hos daggdjursvarden, samt den procykliska trypomastigoten och epimastigoten som bada
finns inuti tsetseflugan.! Tre utvecklingsformer av parasiten dr mitotiskt inaktiva: den meso-
cykliska trypomastigoten och den metacykliska trypomastigoten som bada finns inuti tsetse-
flugan, samt den korta trubbiga trypomastigoten som finns i blodet hos daggdjursvérden. Den
metacykliska formen &r det sista utvecklingsstadiet i tsetseflugan och ar den form som infekt-
erar manniskan, medan den korta trubbiga formen ar det sista utvecklingsstadiet i daggdjurs-
varden och &r den form som infekterar tsetseflugan (Vickerman m.fl. 1988). Dessa tva infekt-
i6sa stadier befinner sig i GO-fasen av cellcykeln och har en begrénsad livslangd savida inte
de dverfors till sina respektive varddjur (manniskan eller tsetseflugan), dar de kan vidareut-
vecklas till nasta stadie (Barry & McCulloch 2001).

Tsetseflugan infekteras av blodtrypomastigoter (Ianga smala och korta trubbiga trypomastig-
oter) nar den suger blod fran en smittad daggdjursvard. Endast den korta trubbiga trypo-
mastigotformen Overlever inuti tsetseflugan, eftersom den &r féranpassad till att klara 6ver-
gangen fran en anaerob miljo i blodet hos daggdjursvarden till en aerob miljo inuti tsetse-
flugan. Det infekterade blodet tas upp av tsetseflugan via labium och fors darifran till kravan
varifran det fors vidare genom proventriculus (tuggmagen) till mittarmens lumen. | bakre
delen av mittarmen omvandlas den korta trubbiga formen till den procykliska formen, som
har gar igenom en aktiv celldelning. De procykliska trypomastigoterna tranger sedan igenom
det peritrofiska membranet som omsluter lumen och nar da det ektoperitrofiska utrymmet.

1. mastig- eller mastigo- harrér fran grekiskan; mastix: *gissel’, *piska’ (stam: mastig), dvs. flagell.
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Harifran forflyttar de sig sedan framat mot proventriculus, medan de omvandlas till meso-
cykliska trypomastigoter. De mesocykliska trypomastigoterna penetrerar sedan det ekto-
peritrofiska membranet vid proventriculus och fortsétter darefter att rora sig igenom pro-
ventriculus och vidare via esofagus, proboscis och hypofarynx till tsetseflugans spottkortlar
(Vickerman m.fl. 1988).

Bade trypanosomformerna i vektorns mittarm (de procykliska och mesocykliska trypomastig-
oterna) och blodtrypomastigoterna ar fritt simmande. Men nér de mesocykliska trypomastig-
oterna nar spottkortlarna har de omvandlats till epimastigoter, vilka satter sig fast i spottkortl-
arnas mikrovilli med hjalp av forgrenade utvéxter fran flagellen. Fastsittande i spottkortlarna
omvandlas sedan epimastigoterna till metacykliska trypomastigoter, vilka lossnar fran mikro-
villi och blir ater fritt simmande. Denna utvecklingscykel inuti tsetseflugan tar 3-5 veckor
(Vickerman m.fl. 1988). Nar tsetseflugan sedan biter en manniska Gverfors dessa infektitsa
metacykliska trypomastigoter via tsetseflugans saliv till lymfan (Barry & McCulloch 2001),
varifran de tar sig in i blodet, dar de omvandlas till langa smala trypomastigoter (EI-Sayed
m.fl. 2000). Darefter sprider sig dessa forst ater till lymfan och till interstitialvatskan, och i ett
senare skede av infektionen till CNS (El-Sayed m.fl. 2000). Den langa smala trypomastigoten
omvandlas s& smaningom till den korta trubbiga formen (Mathieu-Daudé m.fl. 1997), vilken
har kapacitet att infektera en ny tsetsefluga.

Overgangen fran den korta trubbiga trypomastigoten till den metacykliska trypomastigoten
innebar bade strukturella och biokemiska forandringar relaterade till parasitens metabolism
(Vickerman m.fl. 1988). Glykosomer &r trypanosomspecifika organeller som innehaller de
enzymer som verkar i glykolysen. Vid 6vergangen fran den korta trubbiga formen i blodet
hos manniskan till den procykliska formen i tsetseflugan andrar glykosomerna form fran att
vara sfériska till att bli stavformiga. Samtidigt expanderar parasitens enda mitokondrie och
utvecklar da ett forgrenat natverk med diskoida cristae. Nér sedan parasiten omvandlas fran
epimastigot till metacyklisk trypomastigot i spottkortlarna, s atergar glykosomerna till sin
sfariska form, medan mitokondrien antar en enklare oférgrenad struktur. Dessa strukturella
forandringar &r intimt forknippade med parasitens energiutvinning. | tsetseflugans mittarm
(aerob milj6) anvander de procykliska och mesocykliska trypomastigoterna sig i huvudsak av
citronsyracykeln och andningskedjan i mitokondrien fér utvinning av energi, medan de langa
smala och de korta trubbiga trypomastigoterna i blodet (anaerob miljo) anvander sig av glyk-
olysen i cytosolen samtidigt som mitokondriens funktion ar avstangd (Vickerman m.fl. 1988).

Antigenisk variation

Nar trypanosomer (T. brucei) uppehaller sig i blodet ar de i standig kontakt med immunsyst-
emet och de anvander darfor olika strategier for att undslippa den immunologiska responsen,
daribland antigenisk variation. Antigenisk variation innebar att de extracelluldra trypanosom-
erna andrar en viss typ av glykoprotein (agerande som ett antigen), ett s.k. VSG (eng. variant
surface glycoprotein), som finns pa cellytan inkluderat flagellen, till en annan, vilkens epitop
skiljer sig fran den forra (EI-Sayed m.fl. 2000). Periodisk antigenisk variation forkommer



endast hos den langa smala reproducerande trypomastigoten (Mathieu-Daudé m.fl. 1997).
Nar denna omvandlats till den korta trubbiga formen kan den inte langre genomga VSG-
skifte, utan uttrycker endast det VVSG som den langa smala formen senast uttryckte fore dif-
fererentieringen till den korta trubbiga formen.

Omkring tio miljoner identiska VSG-molekyler (fem miljoner VSG-homodimerer) uttrycks
pa den metacykliska trypomastigotens och blodtrypomastigoternas (den langa smala formen
och den korta trubbiga formen) cellyta, som darigenom técks av ett homogent glykoprotein-
lager (EI-Sayed m.fl. 2000, Stockdale m.fl. 2008). Den enda kanda funktionen som detta
VSG-lager har hos blodtrypomastigoterna &r att fungera som en skyddsbarriar mot angrepp
fran immunforsvaret pa andra antigener (fungerande som t.ex. jonkanaler, receptorer och
transportproteiner), som ar icke-variabla och sasom VSG-molekylerna ar inkorporerade i
cellmembranet (EI-Sayed m.fl. 2000). VSG-homodimerlagret skyddar mot komplementfor-
medlad lysis av cellen (Taylor & Rudenko 2006). Pa cellytan hos de procykliska och meso-
cykliska trypomastigoterna samt epimastigoterna finns ett ungefar lika stort antal icke-vari-
abla molekyler av typen procykliner. Detta procyklinlager byts ut mot ett VSG-lager da epi-
mastigoten dvergar till en metacyklisk trypomastigot i tsetseflugans spottkortlar (EI-Sayed
m.fl. 2000).

De icke-variabla molekylerna finns dver hela cellytan hos blodtrypomastigoterna men &r som
talrikast i en l6kformad invagination, eller ficka, igenom vilken trypanosomens flagell strack-
er sig ut fran cellkroppen (Rudenko 2011). Har fungerar dessa molekyler som receptorer och
transportorer for naringsamnen som parasiten genom pinocytos tar upp fran sin omgivning.
En sarskild struktur vid flagellens mynning hindrar varddjurets antikroppar fran att ta sig in i
flagellfickan i vilken de icke-variabla molekylerna, i motsats till de som finns pa den yttre
cellytan, inte ar skyddade av ett tatt VSG-lager. Denna flagellficka ar ocksa platsen for ater-
vinning av VSG-molekyler. Atervinningen av VSG-molekyler sker i mycket snabb takt. Man
har uppskattat att hela arsenalen av VSG-molekyler pa cellytan kan endocyteras och aterforas
till cellytan under loppet av tolv minuter. Att detta ar mojligt beror pa att VSG-lagret har en
fluiditet, trots att VSG-molekylerna &r tatt packade i plasmamembranet. VSG-molekylerna
kan harigenom forflytta sig dver cellytan (Rudenko 2011). Férmagan att endocytera partiklar
fran flagellfickan upphor nér den korta trubbiga trypomastigoten omvandlas till en procyklisk
trypomastigot i tsetseflugans mittarm (Vickerman m.fl. 1988).

Blodtrypomastigoternas simférmaga ar nédvandig for parasiternas dverlevnad i blodet, dar
parasiterna ar utsatta for angrepp fran vardens immunférsvar (Rudenko 2011). Nar de simmar
i blodet med hjalp av flagellen uppstar hydrodynamiska krafter som verkar pa VSG-anti-
kroppkomplexen. Nar en trypanosom simmar framat far dessa krafter komplexen att fosas
bakat mot flagellfickan, i vilken komplexen internaliseras. Antikropparna i komplexen pa
cellytan fungerar hér analogt som segel, vilket gor att internaliseringen av VSG-antikropp-
komplexen blir mer effektiv jamfort med om parasiten inte hade rort sig i blodet medels
flagellen. Vesiklarna innehallande komplexen fuserar sedan med lysosomer, vari antikropp-
arna avskiljs fran VSG-molekylerna, vilka ater transporteras till cellytan.



Egenskapen hos T. brucei att pa en kort tid kunna endocytera stora mangder VSG-molekyler
och VSG-antikroppkomplex samt egenskapen att VSG-antikroppkomplexen kan dras till
flagellfickan genom de hydrodynamiska krafterna, medfor att parasiten kan dverleva lange i
blodet hos sin vérd, trots att denne har producerat en viss mangd anti-VSG-antikroppar. Till
slut 6kar dock koncentrationen av anti-VSG-antikroppar i blodet till den grad att trypanosom-
erna inte langre formar att endocytera alla antikropp-VSG-molekylkomplex. Vid det skedet
overlever endast de trypanosomer som har genomgatt \VSG-skifte (Rudenko 2011).

Det afrikanska trypanosomgenomet innehaller mer dn 1 500 olika VSG-gener, av vilka en be-
tydande del &r pseudogener, men hos blodformparasiten (den langa smala trypomastigoten) ar
det endast en VSG-gen i taget som transkriberas fran en av manga telomeriska VSG-express-
ionssaten (Rudenko 2011). I likhet med blodtrypomastigoterna har varje enskild metacyklisk
trypomastigot endast en sorts VSG pa cellytan, men i tsetseflugan kan en metacyklisk trypo-
mastigotpopulation pa tiotals tusen till hundra tusen individer i sin helhet uttrycka upp till 27
olika VSG (Barry & McCulloch 2001). Néar en heterogen population av metacykliska trypo-
mastigoter har 6verforts till blodet hos en manniska, omvandlas de efter nagra dagar till langa
smala trypomastigoter som kollektivt endast uttrycker en VSG-typ (El-Sayed m.fl. 2000).
Transkriptionen av en viss VSG-gen fortsétter i snabb takt hos de snabbt reproducerande
langa smala trypomastigoterna. Den upphor endast hos den korta trubbiga icke-reproduc-
erande formen, till vilken vissa langa smala trypomastigoter omvandlas da koncentrationen
av trypanosomer i blodet blir tillrackligt hog (Taylor & Rudenko 2006).

VVSG-molekyler aktiverar effektivt immunsystemet, vilket gor att en adaptiv immunologisk
respons riktad mot ett visst VSG avdddar (genom antikroppformedlad lysis) de trypanosomer
som uttrycker just detta VSG (El-Sayed m.fl. 2000). Vid varje celldelning finns dock mojlig-
heten att en dottercell kommer att uttrycka ett annat VSG &n det som modercellen uttrycker.
Sannolikheten for ett sddant VSG-skifte uppskattas vara ungefér en procent hos T. b. rhodes-
iense (Turner & Barry 1989). Detta nya VVSG (VSGP®) kommer emellertid inte att kannas igen
av de antikroppar som genererades som svar pa det tidigare uttryckta VSG:t (VSG?). Att ut-
veckla en immunologisk respons pa ett visst VSG tar flera dagar och under den tiden hinner
de trypanosomer som gick igenom VSG-skifte (fran VSG? till VSGP) snabbt att reproducera
sig och en fraktion av dem ga igenom annu ett VSG-skifte (fran VSGP® till VSG®) innan im-
munsystemet hunnit detektera den andra generationens VSG (VSGP). Upprepning av denna
cykel gor ett utslackande av den infekterande trypanosompopulationen oméjlig och moéjliggor
istéllet kronisk forekomst av parasiter i extracellularvatskan hos daggdjursvarden. Resultatet
av denna process ar pa varandra foljande vagor av trypanosomer i blodet. In vitro-experiment
med trypanosomer visar att VSG-skifte sker spontant i franvaro av antikroppar (Barry &
McCullock 2001).

T. bruceis nukledra genom (dvs. ordknat kinetoplast-DNA:t i mitokondrien) uppskattas inne-
halla nagot fler an 100 kromosomer: 11 par megakromosomer (1-6 Mb) och ett obestamt an-
tal intermedidra kromosomer (200-900 kb) och minikromosomer (50-150 kb) av okand plo-
iditet (n, 2n etc.). Eftersom de nukle&ra kromosomerna hos organismen inte kondenserar
under mitosen &r det inte mojligt att rdkna dem (EI-Sayed m.fl. 2000). De cirka 1 500 icke-
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uttryckta (tysta) VSG-generna och VSG-pseudogenerna ar utspridda bland de tre olika kromo-
somtyperna, medan de VSG-gener som uttrycks alltid ar belégna intill vissa av megabas- och
intermedidrkromosomernas telomerer i s.k. expressionsséten (ES) (El-Sayed m.fl. 2000,
Stockdale m.fl. 2008). Antalet blodforms-ES i T. bruceis genom har inte fastlagts, men kan
uppga till omkring 20 (Stockdale m.fl. 2008).2 Ett ES bestar av de DNA-sekvenser som
stracker sig mellan VSG-promotorn och telomerrepetitionssekvenserna, (TTAGGG),: en
VSG-gen intill telomeren, ett antal ES-associerade gener (ESAG) och en serie av 70 bp-upp-
repningssekvenser uppstroms fran VSG-genen (EI-Sayed m.fl. 2000, Stockdale m.fl. 2008)
(Figur 4). Antalet olika ESAG i ett ES &r vanligen mellan fem och tio, dér vissa av dem ar
pseudo-ESAG (Berriman m.fl. 2005). ES:t foregas vanligen av en 10-40 kb lang serie av 50
bp-upprepningssekvenser (EI-Sayed m.fl. 2000).
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Figur 4. En schematisk illustration av ett expressionsséte (ES) hos blodformen av T. brucei. Promotorn i ena
&nden av kromosomen, som representeras av den horisontella linjen, illustreras med en liten ifylld cirkel. Telo-
merupprepningssekvenserna, (TTAGGG),, illustreras med tva sma trianglar. Det polycistroniska ES:t bestar av
ett flertal olika ESAG (ES-associerade gener), har illustrerade med ofdrgade rektanglar, samt en VSG-gen (bla
rektangel) intill telomeren. Vissa ESAG &r pseudogener, vilka illustreras med ¥ (psi). Karakteristiska upprep-
ningssekvenser uppstroms fran promotorn (50 bp-upprepningar) och uppstréms fran VSG-genen (70 bp-upprep-
ningar) illustreras med lodratt streckade rektanglar. Transkriptionen (polycistronisk) indikeras med en pil, som
utgar fran promotorn. (Omarbetad efter Rudenko & Taylor 2006.)

De molekyldara mekanismer i en given blodformparasit som inducerar transkription vid ett
visst ES och forhindrar genuttryck vid de andra ES:na ar inte kdnda (EI-Sayed 2000). Det ar
dock mycket troligt att epigenetiska processer som t.ex. kromatinremodellering och histon-
modifiering fyller viktiga funktioner vid ES-kontroll. Man har exempelvis pavisat att ett
aktivt ES ar associerat med betydligt farre nukleosomer jamfort med tysta (inaktiva) ES
(Rudenko 2011). ESAG-generna kodar for proteiner som maojliggor for parasiten att verleva
i blodet hos olika arter av ddggdjur. Exempelvis kodar ESAG6—7 for polymorfiska trans-
ferrinreceptorsubenheter, vilka fyller en funktion vid upptag av transferrin fran daggdjurs-
vardens blod (Rudenko 2011).

Transkriptionen av ES:t utférs av RNA polymeras I, som annars transkriberar pre-RNA-gener
i eukaryota celler (Stockdale m.fl. 2008). Da transkriptionen av ESAG-generna och VSG-
genen i ES:t styrs av endast en promotor, resulterar transkriptionen av ES:t i ett polycistron-
iskt transkript — ett pre-mRNA fran vilket individuella mRNA (fem till tio ESAG-mRNA och
ett VSG-RNA) sedan produceras genom trans-splitsning och polyadenylering (Stockdale
m.fl. 2008). Vid trans-splitsningen fogas 5 -dnden av ett snRNA ihop med 5°-dnden av varje
enskilt mMRNA (Giinzl 2010). 5’-anden av snRNA:t &r 29 nukleotider lang och innehaller en

2. Den metacykliska formen av parasiten har sarskilda ES.
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7-metylguanosincap (m’G cap). Genom trans-splitsningen férses sdledes de omogna mRNA-
molekylerna med 5°-cappar (Michaeli 2011).

Det finns flera olika mekanismer for hur T. brucei byter sitt aktiva VSG mot ett annat (Figur
5). Duplikativ genkonversion, segmental genkonversion och telomerutvaxling ar mekanismer
som baseras pa homolog rekombination, medan ES-byte baseras pa transkriptionsreglering
(Rudenko 2011). Vid duplikativ genkonversion kopieras en tyst VSG-gen fran ett subtelomer-
iskt kluster av VSG-gener och fors in i det aktiva ES:et, medan den foregaende VSG-genen
dari avlagsnas.® Segmental genkonversion &r en snarlik process, med den skillnaden att seg-
ment fran flera VSG-gener — inte sallan pseudo-VSG-gener — kopieras och infogas i ES:et,
som da kommer att innehalla en aktiv mosaik-VSG-gen (chiméar-VSG-gen). Segmenten fran
olika VSG-gener kan kombineras pa manga olika satt. Det gor det mojligt for parasiten att
generera en narmast oandlig méngd VSG-lagervarianter. Vid telomerutvéxling sker reciprok
rekombination mellan tva telomerer (och narliggande sekvenser). VSG-skifte kan ocksa ske
genom ES-byte, dér det aktiva ES:et tystas ned samtidigt som ett annat ES aktiveras.

Rekombination mojliggors av att det finns en homolog sekvens dels uppstréms fran varje tyst
VSG-gen, dels i ett speciellt bevarat segment langst ut i 3"-4nden av varje VSG-gen. Den
homologa sekvensen uppstroms fran varje tyst VSG-gen utgors av ett varierat antal 70 bp-
repetitionssekvenser av samma typ som finns i ett ES (se Figur 4). Antalet 70 bp-repetitions-
sekvenser i ett ES ar dock storre &n det som finns uppstroms fran varje tyst VSG-gen i VSG-
arkivet.

3. Med subtelomerisk avses sekvensen mellan telomeren och den forsta hushéllningsgenen (eng. housekeeping
gene).
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Figur 5. Mekanismer for VSG-skifte vid antigenisk variation hos T. brucei. T. brucei-genomet innehaller om-
kring 1 500 VSG-gener (inkl. VSG-pseudogener). | figuren visas sex olika VSG-gener representerade av sex rekt-
anglar i olika farger (gul, gron, rod, bla, lila och brun). Cirklarna indikerar vilken VSG-gen som en blodform-
trypanosom eller en blodformtrypanosompopulation uttrycker vid ett visst skede. Den VSG-gen som uttrycks
fore ett VSG-skifte illustreras med en bl rektangel och transkriberas fran ett expressionssate (ES) belédget intill
telomeren. Pilarna mellan cirklarna representerar VSG-skifte. Vid duplikativ genkonversion kopieras en tyst
VSG-gen fran en subtelomerisk serie av VSG-gener och infogas i ett ES samtidigt som den VSG-gen som befann
sig dér tidigare raderas ut. Mekanismen for segmental genkonversion &r densamma som for duplikativ genkon-
version med den skillnaden att segment fran flera VSG-gener (ofta pseudo-VSG-gener) kopieras in i ett ES och
pé sa vis ger upphov till en fungerande mosaik-VSG-gen (chimar-VSG-gen). Vid telomerutvaxling sker cross-
ing-over mellan tva kromosoméandar. VSG-gendonatorn finns da antingen intill en minikromosomtelomer eller i
ett inaktivt ES. | det hér fallet kan utbytet stracka sig antingen fran 70 bp-repetitionssekvenserna eller, om don-
atorgenen befinner sig i ett inaktivt ES, fran ESAG-klustrets borjan, och i bada fallen vidare till telomerrepetit-
ionssekvenserna. | figuren visas DNA-utvaxling mellan en minikromosomande och ett aktivt expressionsséte i
ena anden av en megakromosom eller en intermedidar kromosom (minikromosomer saknar ES). Vid ES-byte
forekommer inte rekombination, utan istallet aktiveras ett nytt ES medan det tidigare ES:t tystas ned. For ytter-
ligare beskrivning av anvénda symboler, se Figur 4. (Omarbetad efter Rudenko 2011 och Rudenko & Taylor
2006.)

Telomerutvaxling ES-byte

Fettsyrasyntes

Varje VSG-molekyl &r forankrad i blodtrypomastigoternas plasmamembran genom ett s.k.
glykosylfosfatidylinositol (GPI)-ankare, vars fettsyra alltid & myristinsyra (C14;
CH3(CH3)12COOH). Via myristyl-CoA inkorporeras myristinsyran i GPI-prekursorn genom
en mikrosomal fettsyraomstruktureringsreaktion, vilken byter ut en lang fettsyra mot myrist-
insyra i ER-membranet (myristylering). | motsats till blodtrypomastigoterna myristylerar inte
den procykliska trypomastigoten GPI-ankarna till sina glykoproteiner (Lee m.fl. 2006).

Blodtrypomastigoter behdver stora mangder myristinsyra for sina GPl-ankare (Lee m.fl.
2006). Man har lange antagit att de var ofdrmdgna att syntetisera fettsyror de novo och att de
istallet tog tillvara samtliga typer av fettsyror fran det omgivande blodet. De kan forvisso pa
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ett effektivt sétt tillvarata redan befintliga fettsyror i blodet, men myristinsyrahalten ar inte
tillrackligt hog dar for att cellmembranets alla GPI-ankare skall kunna vara myristylerade da
blodet innehaller stora mangder trypanosomer. Senare studier visar emellertid att T. brucei
anvénder en tidigare okdnd mekanism for att syntetisera fettsyror, inklusive myristinsyra (Lee
m.fl. 2006).

Alla organismer, saval prokaryota som eukaryota, formodas anvanda typ I- eller typ 11-fett-
syrasyntas (FSS) for de novo lipogenes (Lee m.fl. 2006). Eukaryota celler anvander dessutom
mikrosomala elongaser (ELO), som finns i det endoplasmatiska nétverket (ER), for att syntet-
isera fettsyror utifran redan befintliga fettsyror. T. brucei saknar genen som kodar for typ |
FSS, varfor ingen fettsyrasyntes ager rum i cytosolen, dér lipogenes genom typ | FSS sker.
Visserligen kan organismen syntetisera fettsyror i mitokondriematrixen genom typ Il FSS,
men dar ar produktionen av fettsyror inte tillrackligt stor for att tillgodose parasitens behov.
In vitro-studier av T. brucei visar att huvuddelen av lipogenesen istéllet sker med hjalp av
olika mikrosomala elongaser: ELO1 forlanger huvudsakligen C4 (fettsyror innehallande fyra
kolatomer) till C10, ELO2 forlanger huvudsakligen C10 till C14 och ELO3 forlanger C14 till
C18. En jamforelse mellan procykliska trypomastigoter och blodtrypomastigoter har visat att
de langsta fettsyrorna i cellmembranen hos de forra ar stearinsyra (C18), medan de hos de
senare merendels &r myristinsyra (C14), som foljaktligen kan anvandas i GPIl-ankare. En for-
del med att syntetisera fettsyror via ELO1-3 &r att syntesen sker i narheten av det stélle dar
fettsyrorna nyttjas, namligen i ER-membranet, varifran fettsyrorna enkelt kan transporteras
till plasmamembranet. Exempelvis kan GPI-myristylering hos blodtrypomastigoter ske i ndra
anslutning till myristinsyrasyntesen, som utfors av ELO2. En ytterligare fordel &r att den
stegvisa syntesen av fettsyror till C10, C14 och C18 gor det mojligt att pa ett enkelt satt regl-
era hur mycket av varje fettsyra som skall tillverkas beroende pa vilken miljo trypanosomen
befinner sig i, t.ex. inuti spottkértlarna hos vektorn eller i blodet hos daggdjursvérden (Lee
m.fl. 2006).

Att lipogenes genom ELO kan regleras beroende pa omgivande miljo understodjs av experi-
ment som utforts pa bl.a. procykliska trypanosomer (Lee m.fl. 2006). Resultat fran dem visar
att lipogenesen uppregleras nar trypanosomerna odlas i ett medium med lag fettsyrakoncentr-
ation. N&r exempelvis blodtrypomastigoter invaderar cerebrospinalvétskan, dér fettsyrahalten
ar betydligt lagre an i blodet, torde darfor en uppreglering av lipogenesen (inklusive myristin-
syra for GPI-ankarna) genom ELO ske hos trypanosomerna. Att ELO dr essentiella for pro-
cykliska trypomastigoter ar tydligt. Det &r dock annu oklart huruvida ELO-tillvagagangséttet
att syntetisera fettsyror ar nédvandigt for blodtrypomastigoternas tillvédxt. Men om framtida
studier skulle visa att det har betydelse for tillvaxten hos dem, skulle eventuellt 1akemedel
kunna utvecklas med avsikt att stora ELO-mekanismen hos blodtrypomastigoterna som uppe-
haller sig i daggdjursvarden (Lee m.fl. 2006).
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Arginasinduktion

Forskning under senare halften av 1980-talet och bérjan av 1990-talet har visat att kvéveoxid
(NO), som genereras i celler hos vitt skilda djurarter, spelar en viktig roll i flera biokemiska
system. Exempelvis fungerar molekylen bade som neurotransmittor och vasodilator samt har
hammande verkan pa blodkoagulation (Bredt & Snyder 1994). NO fyller ocksa en funktion
vid eliminering av tumdrceller och patogener (Daintith 2008) och det har visat sig att NO
genererad av cytokinaktiverade makrofager spelar en viktig roll vid férsvaret mot en trypano-
sominfektion (Vincendeau & Bouteille 2006). Trypanosomer anvander sig dock av en mek-
anism for att delvis undvika de toxiska effekterna av NO. Genom att hos makrofager aktivera
arginas minskar halten arginin, som behdvs for deras produktion av NO. Det resulterar i
minskad NO-syntes och 6kad syntes av bl.a. polyaminer, vilka &r nédvéndiga for parasitens
tillvaxt.

NO ('NO) &r en fri radikal som med hjélp av kvaveoxidsyntas (NOS) produceras endogent
genom oxidation av arginin. Bade syrgas och NADPH ar nodvandiga for NO-syntes (Wang
m.fl. 1993, Bredt & Snyder 1994):

arginin + 1% NADPH + 20, — citrullin + 1% NADP" + 2H,0 + 'NO

Det finns tva typer av NOS; kalciumberoende konstitutiv NOS producerar sma mangder
(pikomol) NO under en kortare period, medan kalciumoberoende inducerande NOS produc-
erar stora mangder (nanomol) NO under en langre tid (Vincendeaud & Bouteille 2006). NO
diffunderar obehindrat genom biologiska membraner. Molekylen &r dessutom mycket reaktiv,
vilket begransar dess diffusionsrackvidd till omkring 1 mm fran det stalle dar den produceras.
Det ar en instabil molekyl som darfor inte kan lagras (Nelson & Cox 2008). NO kan dock
omvandlas till nitrosylerade foreningar som kan transportera och frigéra NO i omraden som
ligger langt bort fran de NO-producerande cellerna (Vincendeau & Bouteille 2006). Vid in-
fektion uttrycker makrofager NOS samtidigt som dess membranbundna enzym NAD(P)H-
oxidas aktiveras (Gregus & Klaassen 2001). Det senare enzymet ger upphov till superoxid-
radikalen (O;7) (O;") frdn syrgas (Wang m.fl. 1993):

NAD(P)H + 20, — NAD(P)" + H" + 20,

Under normala forhallanden halls den intracelluldra koncentrationen av O,™ lag genom super-
oxiddismutas, som omvandlar radikalen till vateperoxid (H,0O,). O, kan dock dven reagera
med NO och bilda peroxynitrit (ONOQO™), som i sin tur kan ge upphov till tva andra fria
radikaler, namligen kvévedioxid (NO,) (‘NO,) och karbonatjonen (CO3") (COs") (Wang m.fl.
1993, Bredt & Snyder 1994):

0, + 'NO — ONOO~
ONOO™+ CO, — ONOOCO,”

ONOOCO,” — ‘NO,+ CO3"
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Utover dessa radikaler och anjoner kan ocksa hydroxylradikalen (HO) (HO") bildas genom att
O, reagerar med vatejoner (H") och bildar H,O,, som i sin tur reagerar med tvavért jarn
(Fe?") (fentonreaktionen):

20," + 2H" — 0, + HOOH

HOOH + Fe*" — Fe®" + HO™ + HO'

Fria radikaler och superoxider har antimikrobiell effekt, men de kan ocksa skada frisk omgiv-
ande vavnad. Proteiner, lipider och nukleinsyror kan samtliga ta skada av t.ex. ONOO™
(Gregus & Klaassen 2001). Ett flertal parasiter, daribland trypanosomer tillhérande T. brucei-
gruppen, ar ytterst kansliga for NO och dess derivat (Vincendeau m.fl. 2003).

Arginin ar dock inte enbart ett substrat for NOS utan ocksa for arginas (Vincendeau &
Bouteille 2006):

arginin + H,O — ornitin + urindémne

Ornitin, som bildas i cytosolen, transporteras vanligen till mitokondriematrixen for att dar
inleda en ny rond av urindmnescykeln (Berg m.fl. 2007). Trypanosomer har dock lart sig att
utnyttja vardcellernas immunologiska mekanismer till sin egen fordel genom att via cytokiner
inducera arginasaktivitet (Malvy & Chappuis 2011). Ornitin ar ndmligen en for parasiten ess-
entiell aminosyra. Av trypanosominducerad arginasaktivitet foljer emellertid en férbrukning
av arginin, substratet for NOS, vilket leder till minskade halter cytotoxisk NO och 6kad pro-
duktion av ornitin, prekursorn till sdval polyaminer som trypanotion (en ovanlig form av
tripeptiden tillika antioxidanten glutation), vilka parasiten anvander sig av for sin tillvaxt
(Vincendeau m.fl. 2003) respektive for att skydda sig mot fria radikaler (Malvy & Chappuis
2011). Genom att inducera arginasaktivitet kringgar trypanosomer saledes NO-syntes och
drar istéllet nytta av ornitinsyntes.

Vid den immunologiska responsen pa en trypanosominfektion inducerar antigener fran para-
siten bade NOS- och arginasaktivitet (Vincendeau m.fl. 2003). Parasitantigener inducerar
hjéalpar-T-lymfocyter typ 1 och typ 2 (Th1 och Th2) att frige olika typer av cytokiner, dari-
bland interferon (IFN)-y fran Th1 och interleukin (IL)-10 fran Th2, vilka har en avgérande
betydelse for vilken respons som ger sig till uttryck. Hos makrofager leder en Thl-respons till
produktion av saval NO som tumdrnekrosfaktor (TNF)-a, vilka bada ér trypanocida faktorer.
En Th2-respons leder daremot till ornitinsyntes, vilken ju &r nddvandig for parasitens fortlev-
nad och tillvéxt. Vidare inhiberar Th1l-cytokiner arginasaktivitet, medan Th2-cytokiner inhib-
erar NOS-aktivitet (den kalciumoberoende inducerande typen). Arginas inhiberas dessutom
av N-o-Hydroxyarginin (NOHA). NOHA bildas av NOS fran arginin innan enzymet vidare
ger upphov till citrullin och NO (ej visad i reaktionen pa s. 13) (Vincendeau m.fl. 2003). Gen-
om att uppratta en balans mellan Th1- och Th2-cytokiner reglerar och begréansar saledes im-
munfdrsvaret NO-syntesen, men de substanser som trypanosomerna utsondrar vid infektion
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forskjuter jamvikten mot en parasitbeframjande Th2-respons snarare &n mot en parasitocid
Thl-respons (Figur 6).

Figur 6. Jamvikten mellan kvéaveoxidsyntas (NOS) och arginas och paverkan av makrofager pa trypanosomer.
Rdda pilar indikerar makrofagers kvaveoxid (NO)-beroende parasitocida verkan genom NOS (och Thl), medan
svarta pilar indikerar deras parasitbefrdmjande verkan genom arginas (och Th2). Minustecknen till vénster i
figuren indikerar hammande paverkan av Thl-cytokiner pa arginasinduktion och Th2-cytokiner pa NOS-
induktion. En nedreglering av Th2-responsen ar nédvandig for att forhindra arginasaktivering och for att upp-
ratthalla tillrackligt hog intracellular argininkoncentration for NOS-aktivitet (kalciumoberoende inducerande
NOS). Trypanosomer paverkar jamvikten genom att forskjuta den mot 6kad arginasaktivitet. (Omarbetad efter
Vincendeau m.fl. 2003.)

Att producera NO ar nddvandigt under speciella betingelser, men som redan ndmnts kan
molekylen vara skadlig inte bara for parasiten utan ocksa for den infekterade vardorgan-
ismen. Vid en infektion innebérande en stegring av bade Th1 och Th2 i kombination med
parasitens skydd mot NO genom trypanotion, leder det sd smaningom till skadliga halter av
inflammatoriska substanser (t.ex. ornitin, NO och TNF-a) som slutligen ger upphov till svar
utmargling (kakexi) och déd (Malvy & Chappuis 2011). En framtida identifiering av de para-
sitsubstanser som orsakar arginasaktivering, de membranreceptorer som de verkar pa, samt
de second messengers som dr inblandade, skulle kunna méjliggora behandling av sjukdomen
genom framstallning av inhibitorer mot vissa av dem. Arginasinhibering kan darfor visa sig
vara anvandbart i vissa vavnadstyper dar NO-produktion ar nédvandig men bor undvikas i
andra dar NO-produktionen maste hallas nere (Vincendeau m.fl. 2003).

Behandling

Vilken typ av behandling som sétts in mot HAT beror pa vilket sjukdomsstadium patienten
befinner sig i. Lakemedlen som anvénds vid det forsta sjukdomsstadiet & mindre toxiska och
enklare att ge an de som ges vid det andra stadiet, dar lakemedlet maste ta sig igenom blod-
hjarnbarridren for att kunna na och ha verkan pa parasiten. Ju tidigare sjukdomen upptécks
desto storre &r sannolikheten att patienten kommer att tillfriskna (WHO 2013). Antitrypano-
somala lakemedel kan fas kostnadsfritt fran WHO (Malvy & Chappuis 2011).
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Vid behandling av det forsta stadiet av T.b.g. HAT och T.b.r. HAT ges pentamidin respektive
suramin. Oftast férekommande biverkningar av pentamidin &r smarta som uppkommer efter
injektion, hypoglykemi och hypotoni (Malvy & Chappuis 2011). Allergiska reaktioner och
problem relaterade till urinvagarna kan uppsta vid medicinering med suramin (WHO 2013).
Vid behandling av det andra stadiet av HAT anvéands melarsopol och eflornitin. Eflornitin &r
dock verksamt endast mot T.b.g. HAT, da T. b. rhodesiense ar inherent resistent mot lake-
medlet. Melarsopol innehaller arsenik och &r férenat med manga allvarliga biverkningar, t.ex.
encefalopati, hepatopati, neuropati och flebit (Malvy & Chappuis 2011). Lakemedlet har en
dadlighet pa 4-12 % (Stich m.fl. 2002). Vidare har en ¢kad resistens mot melarsoprol not-
erats fran flera omraden (WHO 2013). Eflornitin ar mindre toxiskt an melarsoprol (WHO
2013), men behandlingen av patienter med lakemedlet ar besvarlig att utféra (Malvy &
Chappuis 2011). Eflornitin kan dock (sedan 2009) kombineras med nifurtimox, vilket for-
enklar behandlingen (WHO 2013).

Studier som gjorts av Fijolek m.fl. (2007) vid Umea universitet visar att acivicin, ett cytostat-
ikum som kan penetrera blod-hjarnbarriéaren, skulle kunna anvandas vid behandling av andra
stadiet av HAT utan att lakemedlet far toxisk effekt paA CNS. Experiment med trypanosomer
odlade i laboratorium har visat att acivicin har trypanocid verkan vid en koncentration av

1 uM under minst fyra dygn (Fijolek m.fl. 2007). Acivicin &r en glutaminanalog som irre-
versibelt inhiberar CTP-syntetas (Fijolek m.fl. 2007). Enzymet, som tillhér gruppen glut-
aminamidotransferaser, omvandlar UTP till CTP med hjélp av ATP genom att 6verfora en
aminogrupp fran glutamin till UTP (Berg m.fl. 2007):

UTP + glutamin + ATP + H,O — CTP + glutaminsyra + ADP + P;

Acivicin verkar genom att alkylera ett nukleofilt cysteinresiduum i aktiva séatet hos enzymet
(Fijolek m.fl. 2007). CTP behdovs for syntesen av nukleinsyror och fosfolipider. In vitro-
studier av T. brucei indikerar att CTP-koncentrationen i trypanosomer &r betydligt lagre an i
andra typer av eukaryota celler. Orsaken till det &r dels att UTP-koncentrationen ar lagre
(0,28 mM i T. brucei, 0,6 mM i fibroblastceller hos daggdjur), dels att CTP-syntetas har ett
hogre Ky-varde for UTP hos T. brucei &n hos andra cellodlade eukaryota celler. Trypanosom-
enzymets Ky-varde for UTP ar mer an tva ganger hogre an det som uppmatts for motsvarande
enzym i kalvleverceller (0,16 respektive 0,07 mM). En annan viktig egenskap hos trypano-
somer ar att de, till skillnad fran daggdjursceller, saknar formaga att aterskapa CTP fran cyti-
din och cytosin. De ar saledes helt beroende av de novo CTP-syntes genom CTP syntetas.
Mot bakgrund av detta skulle enligt Fijolek m.fl. (2007) en inhibering av just detta enzym —
medels acivicin — kunna vara ett sétt att doda parasiten. En fordel med acivicin jamfért med
melarsoprol och eflornitin &r att lakemedlet kan ges i tablettform, vilket skulle géra behandl-
ingen enklare att utféra an vid behandling med melarsoprol eller eflornitin (Fijolek m.fl.
2007).
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Diskussion

Tack vare okade insatser for att fa HAT under kontroll har antalet nya rapporterade fall av
sjukdomen de senaste aren minskat fran 37 991 (ar 2005) till 7 197 (ar 2012). Det verkliga
antalet fall uppskattas for narvarande till 30 000, fran att ha uppskattats till 50 00070 000 ar
2005 (WHO 2013). Att det verkliga antalet arligen insjuknade i HAT &r oként beror pa att
majoriteten av de infekterade lever i omraden dar méjligheten att komma under lakarvard &r
liten eller obefintlig (EI-Sayed m.fl. 2000). Fortsatta anstrangningar samt innovativa tillvaga-
gangsatt kravs dock for att HAT skall kunna anses vara eliminerad sasom ett allméant halso-
problem. Det bor noteras att man med begreppet eliminera inte avser utrota. Med eliminering
avses en tidpunkt i bekdmpningen av sjukdomen vid vilken insatserna mot den inte langre ar
kostnadseffektiv (Simarro m.fl. 2011). For att na dit behdvs nya diagnostiska metoder, effekt-
ivare och sakrare laékemedel samt nya verktyg for vektorkontroll (Malvy & Chappuis 2011).

Tack

Jag vill tacka min handledare doc. Jan Orberg vid Institutionen for organismbiologi, Uppsala
universitet, samt Frida Lov och Emma Vianden for de synpunkter de bidragit med pa de olika
manusversionerna av uppsatsen.
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