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ANOTACE

Bakalarska prace je vénovana onemocnéni malarie. Zabyva se pfenosem, pfiznaky,
diagnostikou, prevenci a Ié€bou onemocnéni. Jsou zde popsany glykoforiny, jejich
jednotlivé typy a je zde popsana také jejich role pfi invazi paraziti malarie do ¢ervenych
krvinek. Dale je uvedena patogeneze onemocnéni, ktera je zaméfena na proces
rozetovani a oxidacni stres. V neposledni fadé je popsana tézka malarie se
zameéfenim na malarickou anémii, mozkovou a placentarni malarii a poSkozeni organt

jako jsou plice, ledviny a jatra.
KLICOVA SLOVA

malarie, glykoforiny, erytrocyty, Plasmodium

TITLE
Malaria
ANNOTATION

The bachelor’s thesis is devoted to the disease of malaria. It deals with
the transmission, symptoms, diagnosis, prevention and treatment of the disease.
Glycophorins, their individual types, and their role in the invasion of malaria parasites
into red blood cells are described here. Furthermore, the pathogenesis of the disease
is presented, which is focused on the rosette process and oxidative stress. Last but
not least, severe malaria is described with a focus on malarial anemia, cerebral

and placental malaria and demage to organs such as lungs, kidneys and liver.
KEYWORDS

malaria, glycophorins, erythrocytes, Plasmodium
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ACT terapie zalozené na artemisininu
ALl akutni poskozeni plic

ARDS syndrom akutni respiracni tisné
ARF akutni selhani ledvin

Asn asparagin

ATP2B4 ATPaza 4 pfenasejici vapnik z plazmatické membrany
cDNA komplementarni DNA

CSP-A cirkumsporozoitovy protein

DAMP molekularni vzory asociované s vlastnim poskozenim bunék
EBA antigeny vazaijici erytrocyty

EBL protein vazajici erytrocyty

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
Fuc fukdza

Gal galaktéza

GalNAc N-acetylgalaktozamin

GIcNAc N-acetylglukozamin

GPA glykoforin A

GPB glykoforin B

GPC glykoforin C

GPD glykoforin D

GYPA gen pro glykoforin A

GYPB gen pro glykoforin B

GYPC gen pro glykoforin C

HMGB1 chromatinovy protein s vysokou mobilitou



HSP
HT/PEXEL
IGFBP7
IL1-B
IL6

IL8

Man
MRNA
MSP1
NeuAc
NeuGc
PAMP
PAS
PCR
PDZ doména
PfEMP1
PIGARP
PfHRP2
PfRh5
PMCA4
PRR
RBL
RDT

Rh

proteiny tepelného Soku

hostitelsky cil/exportni prvek Plasmodia

protein 7 vazajici rstovy faktor podobny inzulinu
interleukin-103

interleukin-6

interleukin-8

manoza

mediatorova RNA

merozoitovy povrchovy protein 1

kyselina N-acetylneuraminova

kyselina N-glykolylneuraminova

molekularni vzory asociované s patogeny
barveni kyselinou jodistou a Schiffovym Cinidlem
polymerazova fetézova reakce

modularni proteinova interakCni domeéna

P. falciparum erytrocytarni membranovy protein 1

P. falciparum protein bohaty na kyselinu glutamovou

P. falciparum histidin-bohaty protein 2

P. falciparum homolog proteinu 5 vazajiciho retikulocyty

kalciova pumpa plazmatické membrany erytrocytu typu 4

receptor rozpoznavani vzor(
protein vazajici retikulocyty
rychlé diagnostické testy

homolog proteinu vazajiciho retikulocyty



ROS

rRNA

TACT

Thr/Ser

TLR

TNF

TRAP

XO

reaktivni formy kysliku

ribozomalni RNA

trojita artemisininova kombinace terapii
threonin/serin

toll-like receptor

tumor nekrotizujici faktor

tryptofanem regulovany atenuacni protein

xantinoxidaza



uvoD

Malarie je parazitarni onemocnéni zpusobené prvoky rodu Plasmodium
a je prenaseno sami¢kami komaru rodu Anopheles. K pfenosu dochazi slinnymi
Zlazami komara obsahujici sporozoity, které se béhem sani dostanou
do krevniho fecCisté Clovéka. Mezi prvni pfiznaky malarie patfi horeCka, bolest
hlavy, zimnice a zvraceni. Dale se mohou rozvinout pfiznaky jako je tézka
anémie, respiraCni potize spojené s metabolickou acidézou nebo cerebralni
malarie. Mlze dojit i k poSkozeni Zivotné dulezitych organa.

Pfi invazi parazitG malarie do Cervenych krvinek hraji dulezitou roli
glykoforiny. Jsou to transmembranové glykoproteiny lidskych i zvifecich
erytrocytd. U lidi existuji 4 typy glykoforinu: A, B, C a D, z nichz glykoforin A je
nejvyznamnéjSim receptorem erytrocytu.

Proces invaze erytrocytll parazity je slozen z mnoha molekularnich déju,
béhem kterych se membranové proteiny erytrocytd a merozoitové proteiny
zapojuji do specifickych interakci receptor-ligand tak, aby se vytvarely jedinec¢né
invazni drahy. Hlavnimi determinanty invaze jsou proteiny patfici do dvou rodin
— protein vazajici erytrocyty (EBL) a protein vazajici retikulocyty (RBL).
K patogenezi onemocnéni navic pfispiva proces rozetovani, ktery ma vliv
na preziti a zdatnost parazita malarie. Rozety brani procesu fagocytdzy
a umoznuji sekvestraci parazitli, aby unikli slezinné filtraci. Dale k patogenezi
pfispivaji antioxidaCni enzymy parazita, které mu umozniuji pfezit uprostied

oxidac¢niho naporu hostitele.
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1 Malarie

Malarie je nejvyznamnéjSim parazitarnim onemocnénim Clovéka. Je
hlavni pfi¢inou anémie v tropickych oblastech a zpusobuje hemolyzu erytrocytl
a dyserytropoézu kostni dfené [White, 2018]. Malarie muze byt zptsobena Ctyfmi
hlavnimi zastupci rodu Plasmodium, a to Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium vivax a Plasmodium ovale. Zavazny pribé&h onemocnéni
nebo dokonce smrt jsou z velké Casti zpusobeny P. falciparum. Tento druh
prevlada v subsaharské Africe, Hispaniole a Papui Nové Guineji. P. vivax
previada v jizni Asii, vychodni Evropé, severni Asii a stfedni a jizni Americe.
P. ovale se vyskytuje v zapadni Africe a pfilezitostné v jihovychodni Asii a Papui
Nové Guineji. P. malariae se vyskytuje celosvétové s nizkou frekvenci [Griffith

a kol., 2007]. Oblasti vyskytu malarie jsou zobrazeny

L oF
.

o R

@ Nemalarické oblasti
Omezené riziko pfenosu malarie
Vysokeé riziko pfenosu malarie

na obr. 1.

Obr. 1: Oblasti vyskytu malarie ve svété v roce 2020. Upraveno dle [Centers for

Disease Control and Prevention, 2020].

Prvoci rodu Plasmodium patfi mezi vnitrobunécné parazity, ktefi se radi
do kmene vytrusovci (Apicomplexa) a tfidy krvinkovky (Haematozoea). Tito
parazité maji slozity Zivotni cyklus, ktery je zobrazen na obr. 2. Prvni fazi je vstup
sporozoitu, infekéniho stadia parazita, do krevniho fecisté. Sporozoity putuji
do jater a pronikaji do jaternich bunék. Zde zlstavaji po dobu 9-16 dnu
a podstoupi asexualni replikaci. Z kazdého sporozoitu vznikaji merozoity uvnitf
hepatocytu, které po uvolnéni z jater napadaji Cervené krvinky. Uvnitf erytrocytu

zaCina nepohlavni déleni, paraziti se v ném vyviji a vznika trofozoit. Vysoce
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aktivnim metabolismem dochazi ke zvétSovani trofozoitu a na konci tohoto stadia
dochazi k jadernému déleni a vzniku schizontu. Kazdy zraly schizont obsahuje
20 merozoitu. Ty se uvolfiuji po lyze erytrocytl, aby napadly dal$i neinfikované
erytrocyty. Toto uvolfovani se shoduje s prudkym zvySenim télesné teploty

béhem progrese onemocnéni [Tuteja, 2007].

Obr. 2: Plasmodium a jeho zivotni cyklus. A) gametocyty, B) asexualni déleni, C)
oocysta se sporozoity, D) sporozoity, E) merozoity. Upraveno dle [Siciliano a Alano,
2015].

1.1 Prfenos onemocnéni

Onemocnéni je prenaseno komary rodu Anopheles. Samicky tohoto
komara potrebuji krevni potravu pro produkci vajec, diky ¢emuz dojde ke spojeni
mezi vnimavym jedincem a hostitelem komara v zivotnim cyklu. Slinné Zlazy
komara obsahuji sporozoity, které se béhem sani krve dostanou do krevniho
feCisté vnimavého jedince. Samci komarl nestipou, takze nemohou prenaset

malarii [Centers for Disease Control and Prevention, 2020].

Samicky komara Anopheles se déli na antropofilni, zoofilni
a oportunistické. Zoofilni druhy se zivi krvi zvifat, jako je napf. dobytek.
Antropofilni samicky preferuji krev lidskou. Po nasati krve z infikované osoby
dochazi k pfenaseni parazit malarie z jedné osoby na druhou. Existuji i samicky

oportunistické, které se Zivi jakymkoli dostupnym hostitelem. Komafi druhu
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A. gambiae a A. funestus jsou primarnimi prenaseci malarie P. falciparum

[Centers for Disease Control and Prevention, 2020].

1.2 Pfiznaky

Pfiznaky malarie se objevuji nejdfive po sedmi dnech od nakazy a bez
léEby mlze onemocnéni vést ke smrti. Mezi prvni pfiznaky patfi horeCka, bolest
hlavy, zimnice a zvraceni. U déti s tézkou malarii se mohou rozvinout pfiznaky
jako je tézka anémie, respiracni potize spojené s metabolickou acidézou nebo
cerebralni malarie. U dospélych maze dojit i k poSkozeni Zivotné dulezitych
organu. V endemickych oblastech malarie si lidé mohou vyvinout ¢aste¢nou
imunitu, coz umoznuje vznik asymptomatickych infekci [Talapko a kol., 2019;
Milner, 2018].

1.3 Diagnostika

Rychla a pfesna diagnostika je zasadni pro efektivni 1éCbu malarie.
Diagnostika zahrnuje identifikaci parazitl malarie nebo jejich antigend v krvi
pacienta [Tangpukdee a kol., 2009]. V endemickych oblastech ma diagnostika
ur€itda omezeni, ktera jsou zpusobena nedostatkem pfistroji a nedostateCnymi
kontrolami kvality. DalSim problémem je moznost chybné diagnézy kvdli nizké
parazitémii nebo smiSenym infekcim. V mnoha oblastech se proto jako primarni
nastroj pro parazitologickou diagnostiku nebo potvrzeni malarie pouzivaji rychlé

diagnostickeé testy [Berzosa a kol., 2018].

1.3.1 Odbeér krve

Krevni vzorky by mély byt odebirany pfed zahajenim antimalarickeé 1€Cby.
Odebira se kapilarni krev z prstu nebo vendzni krev. VyhodnéjSi je vSak krev
kapilarni, nebot je v ni pfitomno vétsi procento parazit. Pfi odbéru vendzni krve
muze byt zménéna morfologie bunék a dale maze byt morfologie zménéna také
dlouhym intervalem mezi odbérem a vySetfenim vzorku. V oblastech, kde malarie
neni endemicka, je Castéji krev ziskavana venepunkci. Vhodnym
antikoagulantem je napf. kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) [Mathison

a kol., 2017].
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1.3.2 Zhotoveni krevniho natéru

Krevni natéry by mély byt zhotoveny co nejdfive po vlastnim odbéru krve.
Vzdy by mély byt vytvoreny tlusté i tenké krevni natéry. Tlusty natér poskytuje
nejvétsi citlivost pro screening malarie a tenky natér umoznuje pozorovani
morfologie pro identifikaci druht parazitd [Mathison a kol., 2017].

Tlusty natér se zhotovuje ze 2-3 kapek krve kapnutych na podlozni sklicko
a rohem roztiraciho skli¢ka se rozprostfou do kruhu o priméru az 2 cm. Konec¢ny
natér ma tloustku pfiblizné 20 az 30 bunécnych vrstev. Po zaschnuti by mél mit
jen takovou tloustku, pres kterou lze jen stézi precCist text. Tento typ natéru se
nefixuje methanolem a zasycha déle. Existuje metoda Skrabani, ktera urychluje
dobu zasychani. Okrajem roztiraciho sklicka je vyvijen silny tlak tak, aby se
na podloznim sklicku pfi roztirani krve vytvofily malé Skrabance. Ty umoziuji
lepsSi pfilnuti krevniho filmu ke sklicku, a to bez ovlivnéni morfologie erytrocytu
[Mathison a kol., 2017].

Tenky natér se pripravuje pomoci jedné kapky krve rozetfené roztiracim
sklickem. Natér se fixuje methanolem a pfed barvenim se necha upiné
zaschnout, takze erytrocyty zUstanou nedotéené. Poté se barvi dle Giemsy,
kdy se doporucuje pro identifikaci druhu pouZzit barvivo s pH okolo 7,2 [Mathison
a kol., 2017]. Na obr. 3 je mozné vidét tenky krevni natér s pfitomnosti

malarického parazita.

L : '
@ «— infikovany erytrocyt
. A
Obr. 3: Tenky krevni natér obarveny dle Giemsy. Malarii infikovany erytrocyt je

oznacen Sipkou. Upraveno dle [Tek a kol., 2009].
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1.3.3 Mikroskopicky prikaz

Pro ovéreni pfitomnosti parazita se pouziva mikroskopie krevnich natéra,
konkrétné se vyuZzivaji suché krevni natéry obarvené dle Giemsa-Romanowski.
Principem tohoto barveni je absorpce barviva organickymi strukturami. Jadra
bunék jsou poté zbarvena modie az fialové a cytoplazma rlzové. Mnoho
asymptomatickych infekci je vSak submikroskopickych a detekuji se pouze
molekularnimi metodami, jako je napfiklad polymerazova rfetézova reakce (PCR)
[Tangpukdee a kol., 2009].

Metoda mikroskopie je levna, umoznuje identifikaci druhl a zjisténi hustoty
parazitu. Pramérné mikroskopy detekuji 50-100 parazitd/pl krve. Prukaz se
provadi pomoci svételného mikroskopu za pouziti imerzniho oleje a objektivu se

zvétSenim 100x. K detekci se pozoruje vice zornych poli [Mbanefo a kol., 2020].

Mikroskopie ma pomérné nizkou citlivost, pokud je provadéna Spatné
vySkolenym personalem. To muze vést k nedostateCné nebo nespravné
diagnéze a dale pak k nedbalé [éEbé nebo nadmérnému uzivani Iéku proti malarii,

coz vede k rozvoji rezistence [Berzosa a kol., 2018].

1.3.4 Rychlé diagnostické testy a protein PfHRP-2

Rychlé diagnostické testy (RDT) slouzi pro diagnostiku malarie jako testy
pomocné. Nemaji schopnost identifikovat jednotlivé druhy malarie a neposkytuji
informace o vyvojovych stadiich. Proto se soucasné provadi i odbér nesrazlivé
krve a zhotoveni krevniho natéru. V oblastech s mensim laboratornim zazemim
maji pro kontrolu malarie nejvéts§i vyznam kvili své nizké cené a nevyzaduji
vySkoleny personal [Clinton a kol., 2008; Zimmerman a kol., 2015].

RDT jsou zaloZeny na detekci P. falciparum histidin-bohatého proteinu 2
(PfHRP-2). Protein PfHRP-2 je jedine¢ny pro P. falciparum. Je to pfirozené se
vyskytujici protein bohaty na histidin. Je lokalizovan v cytoplazmé parazita
a na membrané parazitovanych erytrocytd. Ve znacném mnozstvi je vylu¢ovan
parazitem do krve hostitele. Je exprimovan ve vysokych hladinach ¢asné béhem
asexualniho cyklu, srychlym narlstem koncentrace v kruhovém stadiu

a pomalejsi akumulaci ve stadiu trofozoitu [Clinton a kol., 2008; Poti a kol., 2020].

Plazmaticky PfHRP-2 potladuje proliferaci B a T lymfocytll a inhibuje

uvolfovani interferonu-y T lymfocyty, ¢imz parazit mize unikat imunitnimu
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systému hostitele. MUzZe se podilet na zménach cytoskeletu erytrocytll, dale
narusit hematoencefalickou bariéru, ¢imz muize zpuUsobit zvySenou expresi
cytoadherencnich molekul na endotelialnim povrchu. To nasledné podporuje

adherenci parazita k endotelu a tim se vyhne filtraci slezinou [Poti a kol., 2020].

Béhem infekce malarie se nejvétsi koncentrace tohoto proteinu nachazeji
v Cervenych krvinkach a plazmé. PfHRP-2 Ize také méfit v mozkomisnim moku,
moci a slinach, ale dosud tato méfeni nenalezla klinické uplatnéni [Poti a kol.,
2020].

Soucasné testy vyuzivaji imunochromatografickou technologii s lateralnim
tokem, kde vzorek migruje jako kapalina pfes povrch nitrocelul6zové membrany
pomoci kapilarniho pusobeni. Pro prikaz antigenu se vyuZivaji 2 typy protilatek,
protilatka zachytna a detekéni. Zachytné protilatky jsou zabudované jako prouzek
na nitrocelulézovou membranu. Takto fixované protilatky slouzi k extrakci
a navazani parazitarniho antigenu z migrujicino kapalného vzorku. Detekeni
protilatky jsou konjugovany se zlatymi Casticemi, které slouzi jako indikator
v mobilni fazi. Komplex indikator-protilatka se vaze na antigen parazita, ktery byl
na membrané zachycen zachytnou protilatkou a v pfipadé pozitivity, tj. v pfipadé
pritomnosti antigenu ve vzorku, dochazi ke vzniku viditelného prouzku. Potfebny
objem vzorku pro analyzu pomoci RDT je 5 pl krve [Clinton a kol., 2008;
Zimmerman a kol., 2015].

Existuji faleSné pozitivni i faleSné negativni vysledky. FaleSné pozitivni
vysledky jsou spojeny s perzistenci PfHRP-2 v periferni krvi, zkfiZzenou
reaktivitou proti lidskému revmatoidnimu faktoru a dalSimi infekénimi
onemocnénimi. FaleSné negativni vysledky mohou byt zpusobeny pfirozenymi
delecemi gend PfHRP-2 a PfHRP-3 [Clinton a kol., 2008].

1.3.5 Polymerazova retézova reakce

Metody zaloZzené na PCR identifikuji pfitomnost cilovych gentd malarie
ve vzorku krve. Pro amplifikaci a detekci je nejCastéji pouzivanym cilem 18S
podjednotka ribozomalniho RNA (rRNA) genu. Existuji rGzné modifikace tohoto
testu — multiplexni PCR, kvantitativni PCR, vnofena PCR, PCR s reverzni
transkriptazou. Tyto testy lze pouzit pro pocCateCni testovani pfi podezieni

na malarii a jsou uziteCné Kk identifikaci asymptomatickych pacientd. Limit
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detekce je 0,5-5 parazitd/pl krve, citlivost a specificita se pohybuji okolo 98 %
[Mbanefo a kol., 2020].

Multiplexni PCR se vyuZziva pro souasnou amplifikaci vice sekvenci
v jediné reakci. Vyzaduje, aby primery vedly k amplifikaci jedineénych oblasti
DNA za stejnych reakénich podminek. Pro uspésSnost jsou dulezité relativni
koncentrace primeru, koncentrace pufru, teplota, mnozstvi templatové DNA
a DNA polymerazy, rovnovaha mezi koncentracemi chloridu hofeCnatého
a deoxynukleotidd [Markoulatos a kol.,, 2002]. Kvantitativni PCR umozriuje
citlivou, specifickou a reprodukovatelnou kvantifikaci DNA a RNA prostfednictvim
specifickych sad primer(. Je zde minimalizovano riziko pfenosu kontaminace
diky postupum, které umoznuji stanoveni bez otevieni zkumavky. K detekci
produktd se vyuzZivaji nespecifické fluorofory vazajici nukleové kyseliny
a specifické fluoroforem znacené oligonukleotidové sondy [Mackay, 2004].

Vnofena PCR se vyuziva v pfipadech, kdy je potfeba zvysit senzitivitu
nebo specifitu reakce. Tato metoda zahrnuje dvé sekvenéni amplifikacni reakce,
z nichz kazda pouziva jinou sadu primeru. Senzitivita je zvySena vyS$Sim poctem
cykld reakce diky pouziti dvou para oligonukleotidi. Produkt prvni reakce se
pouziva jako templat pro druhou amplifikacni reakci, ktera je aktivovana
oligonukleotidy, které jsou umistény uvnitf prvniho paru primerd. Zvyseni
specifity se docili vazbou dvou samostatnych sad primerd na stejny cilovy

templat [Green a Sambrook, 2019].

Metoda PCR sreverzni transkriptdzou vyuziva jako vychozi material
mediatorovou RNA (mRNA) pro in vitro amplifikaci nukleové kyseliny. PCR
sreverzni transkriptazou vyuziva RNA-dependentni DNA polymerazu,
ktera katalyzuje syntézu DNA pomoci RNA jako templatu. Produktem je
komplementarni DNA (cDNA), ktera nepodléhda degradaci reverzni
transkriptazou a je tudiz stabilnéjSi. Poté nasleduje pfeména jednofetézcové

cDNA na dvouretézcovou a bézna PCR [Carter a kol., 2022].
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2 Glykoforiny

Glykoforiny jsou transmembranové glykoproteiny lidskych i zvifecich
erytrocytl a hraji dllezitou roli pfi invazi parazitd malarie do Eervenych krvinek.
Skladaji se primérné ze 131 aminokyselin a 16 oligosacharidovych Fetézcu.
15 oligosacharidd je navazano na zbytky threoninu &i serinu prostfednictvim
O-glykosidickych vazeb. Tyto proteiny jsou organizovany do tfi domén podle
umisténi glykosylovanych aminokyselin a shlukovani zbytkd. Schématické
znazornéni poradi peptidu v glykoforinu lidskych erytrocytld je znazornéno
na obr. 4.

Struktura glykoforini obsahuje glykosylovany segment slozeny pfiblizné
z 64 zbytkl a NH2-konce, hydrofobni segment se 32 nepolarnimi zbytky a dale
COOH-terminalni segment slozeny z pfiblizné 35 zbytkl aminokyselin, z nichz
urcita ¢ast je hydrofilni. Tento segment je vhodny pro vazby kationtl, pfedevsim
Ca?*, nebo elektrostatickou interakci se zakladnimi peptidy ¢i s aminoskupinami

fosfolipidu lipidové dvojvrstvy [Tomita a kol., 1975].

Glykosylovana cast Bz
Hydrofobni ¢ast COOH-konec

D000 .
0T

R R R
E/ Lipid. ;
Vnéjsi matrix cytoplazma

Obr. 4: Schématické znazornéni poradi peptidl v glykoforinu lidskych erytrocyta.

Upraveno dle [Tomita a kol., 1975].

Glykoforiny maji relativn€ nizkou molekulovou hmotnost okolo
20-30 kDa. U lidi existuji 4 typy glykoforinG: A, B, C a D. Glykoforiny A a B nejsou
spojeny s cytoskeletem, coz umoznuje jejich snadné uvolnéni z membrany,
zatimco glykoforiny C a D jsou ukotveny cytoskeletem k membrané erytrocytu.
Kromé malarickych parazitl interaguji i s jinymi infek&nimi patogeny, v€etné vira.
Glykoforiny také urcuji polymorfni systém krevnich skupin [Jaskiewicz a kol.,
2019]. Glykoforiny A a B urcuji krevni skupiny MNSs antigenniho systému
a nékolik dalSich krevnich skupin je zpusobeno variaci glykoforind. Dale

glykoforiny slouzi jako substrat pro glykosylaci, coz dava erytrocytim zaporné
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nabity komplexni glykanovy plast a umozni tak cirkulaci bez pfilnuti k jinym
burikdm nebo sténam krevnich cév [Hollox a Louzada, 2022].

Antigenni systém MNSs je zaloZzen na dvou genech, a to na genu
pro glykoforin A (GYPA) a genu pro glykoforin B (GYPB). Tyto homologni geny
GYPA a GYPB jsou umistény na chromozomu 4 a jsou nachylné k delecim,
konverzim a kfiZzeni. Diky této nachylnosti vznikla komplexni strukturni
genomicka varianta DUP4. Ta nese kopie fuzniho genu GYPB-A a chrani proti
tézké malarii, kdy homozygoti vykazuji az 74% ochranu. DUP4 je spojen
s vys8imi hladinami hemoglobinu, coz souvisi s ochranou proti malarické anémii.
Ochrana pfed malarii je zprostfedkovana hlavné zvySenim povrchového napéti
erytrocytl, které brani invazi parazita [Hollox a Louzada, 2022]. V nejvysSich
frekvencich se tento polymorfismus vyskytuje v Africe. DalSimi ochrannymi
faktory jsou napfiklad talasémie a hemoglobin S, které jsou zpusobeny mutacemi

v genech a a 3 globinu [Kariuki a Williams, 2020].

2.1 Glykoforin A

v s

NejhojnéjSim lidskym erytrocytarnim glykoforinem je glykoforin A (GPA).
Odpovida 16 % vSech proteind lidskych erytrocytl. Obsahuje
16 O-glykosidickych vazeb a 1 N-glykosidickou. N-koncova c¢ast je
na extracelularnim povrchu a C-koncova €ast se sklada z alfa-helixu — hydrofobni
transmembranové domény a hydrofilni cytoplazmatické domény. GPA je
obklopen asi 34 fosfolipidy a obsahuje kyselinu sialovou v pfiblizném mnozstvi
75 % z celkového mnozstvi kyseliny sialové v membrané erytrocytd. Zakladni
struktura O-navazaného oligosacharidu, zobrazena na obr. 5, se sklada ze dvou
kyselin N-acetylneuraminovych (NeuAc), galaktozy (Gal)
a N-acetylgalaktozaminu (GalNAc) a tvofi tetrasacharid. Koncovy zbytek GalNAc
je pfipojen k threoninu/serinu (Thr/Ser) polypeptidového fetézce.
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NeuGca2 — 3Galpl — 3GalNAc — Thr/Ser

NeuAca2 — 3Galpl
N
GalNAc — Thr/Ser

7
NeuAca?2

Obr. 5: Zakladni struktura O-vazanych oligosacharidu glykoforinu A. NeuGca —
a vazana kyselina N-glykolylneuraminova, GalB — B vazana galaktéza, GalNAc —
N-acetylgalaktozamin, Thr/Ser — threonin/serin, NeuAca — a vazana kyselina
N-acetylneuraminova. Upraveno dle [Aoki, 2017].

Zakladni struktura N-vazaného oligosacharidu, zobrazena na obr. 6,
obsahuje kyselinu N-glykolylneuraminovou (NeuGc), galaktézu, manézu (Man),
fukézu (Fuc) a N-acetylglukozamin (GIcNAc), jehoz koncovy zbytek je pfipojen

k asparaginu 26 (Asn26) glykoforinového polypeptidu [Aoki, 2017].

NeuAca2 — 6Galf1l — 4GlcNAcf1 — 2Manal Fucal
N !
Galp1l — 4GlcNAcf1 — 2Manal — Manfil — 4GIcNAcf1 — 4GIcNAc
7 N
GIcNAcs1 Asn
NeuAca2 — 6Galp1l — 4GIlcNAcf1 — 2Manal Fucal
N !
NeuAca2 — 6Galfl — 4GlcNAcf1 — 2Manal — Manf1 — 4GIcNAcf1 — 4GlcNAc
7 \
GIcNAcps1 Asn

Obr. 6: Zakladni struktura N-vazanych oligosacharidii glykoforinu A. NeuAca —
a vazana kyselina N-acetylneuraminova, Galf — B vazana galaktéza, GIcNAcB —
B vazany N-acetylglukozamin, Mana — a vazana mandza, Manf3 — 3 vazana mandza,

Fuca — a vazana fukdza, Asn — asparagin. Upraveno dle [Aoki, 2017].

Antigeny krevnich skupin jsou umistény na O-vazanych oligosacharidech
a jejich blizkych aminokyselinovych sekvencich vazebného mista. GPA
exprimuje antigeny M a N, urCené aminokyselinovou sekvenci ve zbytku
1. a 5. polypeptidu. Pro M je to Serl/Gly5 a pro N Leul/Glu5. GPA také zasobuje
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bufiku silnymi negativnimi naboji, coz brani adhezi mezi krevnimi bunkami
a povrchy vaskularniho endotelu [Aoki, 2017].

GPA je nejvyznamnéjSim receptorem erytrocytd, ktery se vaze s antigeny
vazajici erytrocyty (EBA) EBA-175 prostfednictvim jeho polypeptidového slozeni.
Lidské erytrocyty postradajici GPA a maiji tedy ¢asteCnou rezistenci vuci invazi
P. falciparum [Baldwin a kol., 2015; Hollox a Louzada, 2022].

Kvazbé ligandu na receptor erytrocytu dochazi dvoustupriovym
procesem. Nejprve dochazi k navazani fragmentu oblasti Il na kyselinu sialovou
GPA, coz vyvola konformacni zménu v EBA-175. Ten nasledné vystavi peptid
pro vazbu s erytrocytem. Byla potvrzena i schopnost EBA-175 vazat
nesialylovany = GPA. Vazba EBA-175 sGPA zplGsobuje zmény
v deformovatelnosti Cervenych krvinek. Aktivuje fosforylaci cytoskeletu,
ktera méni vlastnosti membrany erytrocytl a je nezbytna pro uspésnou invazi.
Interakce podporuje shlukovani erytrocyti antigenem EBA-175, poskytuje
merozoitim snadny pfistup k neinfikovanym krvinkam a chrani pfed imunitnim

rozpoznanim [Jaskiewicz a kol., 2019].

Bylo prokazano, Ze cukerna slozka, kyselina 2,3-didehydro-2-deoxy-N-
acetylneuraminova, strukturni analog N-acetylneuraminyl-N-acetat-laktozaminu,
je dobrym inhibitorem EBA-175 a je schopna vyznamné inhibovat invazi
erytrocytd. Do budoucna by ji Slo vyuzit jako soucast |éku ke snizeni zavaznosti

onemocnéni malarie [Jaskiewicz a kol., 2019].

2.1.1 Komplex MSP1-GPA-prouzek 3

Béhem pocatecni faze adheze pfi invazi parazitd malarie do Cervenych
krvinek ma zasadni roli komplex MSP1-GPA-prouzek 3. Merozoitovy povrchovy
protein 1 (MSP1) je vysoce hojny ligand pokryvajici povrch merozoitl u vdech
druhd parazitd malarie a je nezbytny pro napadeni erytrocytd. Lidé Zijici
v endemickych oblastech nesou ve své krvi specifické protilatky proti MSP1
[Baldwin a kol., 2015]. Protilatky anti-MSP1, od jedincu, ktefi jsou klinicky imunni
vuci malarii, inhibuji invazi merozoitd do erytrocytd in vitro. Téchto protilatek by
se dalo vyuzit pro vyvoj vakciny proti malarii [Singh a kol., 2006]. Bylo prokazano,
Ze interakce MSP112 a MSP119 s lidskymi erytrocyty je nezavisla na kyseliné
sialové. Tyto ligandy interaguji s receptorem prouzku 3 hostitele

a zprostfedkovavaji invazi parazitt do erytrocytl prostfednictvim cesty nezavislé

24



na kyseliné sialové. Prouzek 3 je membranovy protein v erytrocytech, tvofi tésny
komplex s GPA a zajistuje vysokou aktivitu aniontového transportu. Pfevadi CO:2
z lidskych tkani do plic vyménou za ClI, kdy COz2 je transportovano ve formé
hydrogenuhli¢itanového aniontu a podili se na regulaci pH v bunkach. MSP112
zahrnuje sekvenci, ktera vaze GPA a mohla by fungovat jako inhibitor invaze
paraziti malarie, kdy tato vazba méni vlastnosti membrany erytrocytu. Dale
i genetické abnormality prouzku 3 poskytuji odolnost vuci infekci. Pfikladem je
mutace prouzku 3 u ovalocytozy, kdy dochazi k CasteCné rezistenci k infekci
malarie [Baldwin a kol., 2015; Aoki, 2017].

2.2 Glykoforin B

Glykoforin B (GPB) také znamy jako SS-aktivni sialoglykoprotein je
protein, ktery je u lidi kddovan genem GYPB. Jeho molekulova hmotnost je
pfiblizné 20 kDa a sekvence N-terminalni domény je identicka se sekvenci GPA.
GPB obsahuje 11 O-vazanych oligosacharidi a zadny N-vazany oligosacharid.
GPB exprimuje pouze antigeny N MNSs krevniho systému a sekvence
aminokyselin methionin 29 a threonin 29 exprimuji antigeny S a s [Aoki, 2017].
GPB je receptorem pro protein vazajici erytrocyty 1 (EBL-1), ktery je exprimovan
pouze ve schizontnim stadiu intraerytrocytarniho Zivotniho cyklu a jeho
predpokladana velikost je 300 kDa. Na erytrocyty oSetfené trypsinem se vaze
EBL-1, coz dokazuje vazbu s GPB. Erytrocyty oSetfené neuraminidazou nebo
chymotrypsinem vSak eliminuji schopnost EBL-1 vazat lidské erytrocyty. GPB-
nulova varianta EBL-1 nevaze. Hlavni vazebné misto pro GPB bylo
identifikovano v jeho 69-aminokyselinovém segmentu domény F2. Nékolik
peptidd umisténych v doménach F1 a F2 ligandu se vazi na lidské erytrocyty,
ale existuje zde jeden peptid, ktery vykazuje schopnost inhibovat rlst parazitd,
tudiz tohoto peptidu by se mohlo vyuzit pfi vyvoji vicepodjednotkové vakciny proti
malarii [Mayer a kol., 2009; Jaskiewicz a kol., 2019].

Nékteré kmeny maji bud deleci genu EBL-1, inzerci thymidinu
nebo pred€asny stop kodon, coz vede ke zkracenému produktu EBL-1.
To znamena, Ze existuje dalSi parazitni ligand, ktery se vaze na GPB.
Tento ligand mOze mit vlastnosti spoleéné s jinymi invaznimi ligandy

P. falciparum, které vazou glykoforiny [Dankwa a kol., 2017].
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2.3 Glykoforiny CaD
Glykoforiny C (GPC) a D (GPD) se podileji na mechanickych vlastnostech

membran erytrocytl. Jsou kdédovany stejnym genem pro glykoforin C (GYPC)
a lisi se v dusledku rlznych mist startu translace. GPC je specificky pouze
pro Clovéka, ale GPD nalezneme u vSech lidoopl. Na rozdil od GPA a GPB neni
GPC omezeno pouze na erytroidni fadu a nachazi se také na B a T lymfocytech,
monocytech i myeloidnich prekurzorech. GPC mRNA byla také detekovana
v mnoha nehematopoetickych tkanich jako jsou napfiklad Zaludek a brzlik. GPC
hraje roli i v zivotnim cyklu parazita P. vivax, jelikoz protilatky rozpoznavajici
N-terminalni oblast tohoto glykoforinu vyznamné inhibuji tvorbu rozet [Rydzak
a kol., 2015; Jaskiewicz a kol., 2018].

Tyto glykoforiny jsou antigenné odliSné od GPA a GPB. Na GPC a GPD
jsou exprimovany antigeny systému krevnich skupin Gerbich, které plsobi jako
receptory pro malarického parazita [Hollox a Louzada, 2022]. Antigeny Ge4, Wb,
Dha, GEAT jsou exprimovany pouze na GPC, zatimco na GPD to jsou Ge2
a Ana. Na obou glykoforinech jsou pak exprimovany antigeny Ge3, Lsa, GEIS,
GEPL, GETI. Ge3 je exprimovan jako vnitfni epitop umistény blizko lipidové
dvojvrstvy [Jaskiewicz a kol., 2018].

GPC ma vliv na udrzovani stability, deformability a tvaru membrany
erytrocytu prostfednictvim své interakce s proteinem 4.1 a se silné
palmitoylovanym perifernim membranovym proteinem p55. Tvofi ternarni
komplex, zobrazeny na obr. 7. Tento komplex je propojen spektrin-aktinovym

spojenim s lipidovou dvojvrstvou.

GPC interaguje s proteinem 4.1 prostfednictvim aminokyselinovych
zbytklli 86-88 a s proteinem p55 prostfednictvim aminokyselinovych zbytkl
126-128. GPC se sklada ze 128 aminokyselinovych zbytkd, je kddovan 4 exony
a jeho molekulova hmotnost je 35-40 kDa. Je sestaven z extracelularni
(aminokyselinové zbytky 1-57), transmembranové (aminokyselinové zbytky
58-81) a cytoplazmatické (aminokyselinové zbytky 82-128) domény. Obsahuje
mnoho sialylovanych oligosacharidovych fetézcl, 12 O-glykosidickych vazeb
a 1 N-glykosidickou vazbu, kterou je navazany na asparagin 8 (Asn8) a je to
vazba, ktera ma zasadni roli pfi interakci s ligandem EBA-140. N-glykosidickou

vazbou jsou pfipojovany sacharidy na NH2 skupinu asparaginu pomoci
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N-acetylglukozaminu a je zde jeSté navic pfitomno malé mnozstvi terminalni
fukozy. Sialoglykan GPC se pfimo ucastni interakce s EBA-140 [Ashline a kol.,
2015; Rydzak a kol., 2015].

Obr. 7: GPC ternarni komplex s proteinem 4.1 a p55 spojeny s cytoskeletem
erytrocytu. PDZ doména — modularni proteinova interakéni doména. Upraveno dle
[Jaskiewicz a kol., 2018].

Receptorem pro ligand EBA-140 je tedy konformacné uspofadany shluk
zbytk( kyseliny sialové pfipojenych k N- a O-vazanym oligosacharidovym
fetézcim na molekule GPC. Tento ligand obsahuje dvé domény F1 a F2 a pouze
doména F1 je pfimo zapojena do interakce s receptorem. Studie ukazaly,
Ze tento ligand nevaze lidské erytrocyty oSetfené neuraminidazou. Vyrazné
snizenou vazbu vykazuji GPC sdeleci aminokyselinovych zbytkl
17-35, respektive 36-63 a Cervené krvinky postradajici GPC (GPC-nulova)
nejsou s ligandem EBA-140 vazany vlibec. GPC-Gerbich mUze obsahovat
zvySené mnozstvi prodlouzZenych aminovych fetézcl zakon€enych fukézou, coz
vysvétluje nedostatek vazby EBA-ligandu na Gerbich-nulové erytrocyty
v dusledku variantni fukosylace N-glykosidické vazby GPC. Oblast || domény
existuje pouze v monomerni formé a v disledku toho mlze vazat pouze

2 glykanové skupiny GPC, zatimco EBA-175 je dimer a interaguje se
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6 glykanovymi skupinami GPA. Tyto vlastnosti pak pfispivaji ke zvysené afinité
ligandu k jejich receptorim [Head a kol., 2005; Ashline a kol., 2015; Jaskiewicz
a kol., 2019].

GPD je zkracena forma GPC, ktera postrada prvnich
21 aminokyselinovych zbytk(l a obsahuje pouze 6 O-glykosidickych vazeb. Je
slozen ze 108 aminokyselin. Oba glykoforiny jsou produkovany stejnou mRNA

pomoci dvou inicianich kodonu [Ashline a kol., 2015].

Strukturalni zmény GPC a GPD vedou kexpresi ruznych fenotypl
Gerbichovych krevnich skupin. Radi se zde fenotyp Leach, ktery neexprimuje
glykoforin C ani D a tudiz pfredstavuje pfirozené se vyskytujici nulovy fenotyp.
Je zpusoben deleci exonu 3 a 4 nebo zménou nukleotidll v exonu 3. To ma
za nasledek posun &teciho ramce a predéasny stop kodon. Cervené krvinky
tohoto fenotypu vykazuji abnormaini elipticky tvar. Varianta Yus je vysledkem
delece exonu 2 a 3 vgenu GYPC vedouci k expresi zkracené formy GPC
a zadné GPD. Tento fenotyp se vyskytuje pfevazné ve Stfedomofi a Stfednim
vychodu. Duplikaci exonu 3 vznika fenotyp Lsa, ktery je spojen s expresi GPC
a GPD variantnich protein0 s prodlouzenou extracelularni doménou.
Tyto fenotypy jsou odolné vidi invazi P. falciparum a vyplynuly ze selektivniho

tlaku vyvijeného timto parazitem [Head a kol., 2005; Jaskiewicz a kol., 2018].

2.4 Invaze parazita do erytrocytu

Invaze erytrocytll parazity je vicestupnovy proces zahrnujici nékolik
ligandd, které umoznuji merozoitdm proniknout do Cervenych krvinek. Hlavnimi
determinanty invaze jsou proteiny patfici do dvou rodin — EBL a protein vazajici
retikulocyty (RBL). Do EBL se fadi antigeny vazajici erytrocyty EBA-175,
EBA-181 a EBA-140 a dale ligand vazajici erytrocyty EBL-1. Tyto funkéni
proteiny byly nalezeny u P. falciparum a obsahuji nékolik oblasti, jako je oblast
invazivnim ligandem a je cilem lidskych inhibi€nich protilatek pfitomnych v séru
pacienta s malarii [Rydzak a kol., 2015; Jaskiewicz a kol., 2019].

Do RBL se fadi pét ligandd: homolog proteinu vazajiciho retikulocyty
1, 2a,2b,4 a5 (Rh1, Rh2a, Rh2b, Rh4 a Rh5) [Dankwa a kol., 2017]. Tyto ligandy
jsou exprimovany ve schizogonii jako velké proteiny o molekulové hmotnosti vétsi

jak 300 kDa a vazou se specificky na retikulocyty. Maji kritickou roli pfi poCatecni
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selekci a apikalnim pfipojeni merozoitu k hostitelské burfice. V genomu P. vivax
jiz bylo identifikovano vice jak 10 paralognich gend RBL, z nichz nékolik ma
mutace s posunem cCteciho ramce nebo jsou neuplnymi genovymi fragmenty
Ci nefunkénimi pseudogeny [Semenya a kol., 2012]. P. falciparum homolog
proteinu 5 vazajiciho retikulocyty (PfRh5) je zatim nejslibnéjSim cilem pro vyvoj
vakciny. PfRh5 ma nizky sekvencni polymorfismus, coZz umozniuje specifickym
protilatkdm anti-PfRh5 uc€inné inhibovat invazi erytrocytll parazity P. falciparum.
PfRhS tvofi funkéni komplex s extracelularnim proteinem, ktery je vazany
na glykofosfatidylinositol a funguje jako ochranny antigen bohaty na cystein

a podporuje taktéz inhibici invaze erytrocytu parazity [Paul a kol., 2015].

2.5 Detekce glykoforin

Glykoforiny mohou byt detekovany barvenim kyselinou jodistou-
Schiffovym cinidlem (PAS) po separaci membrany elektroforézou na gelu.
Pred elektroforézou je nutné solubilizovat fosfolipidovou dvojvrstvu pomoci
detergentl, k ¢emuz slouzi dodecylsiran sodny a poté mohou byt extrahované
membranové proteiny a glykoforiny separovany na polyakrylamidovém gelu.
Prouzek 3 je detekovan diky mikroheterogenité pfipojenych oligosacharidu.
Obsahuje pfiblizné 7 % sacharidd a na celkovych membranovych sacharidech
se podili 10 %. GPA je zobrazovan pod prouzkem 3. Elektroforeticka migrace
glykoforinu je nizka ve srovnani s jinymi membranovymi slozkami, jelikoz je
glykoforin silné glykosylovan. Erytrocyty se vzacnym Gerbichovym a Yusovym
fenotypem migruji v polyakrylamidovém gelu jako Siroké difuzni pasy kvuli

rozdilim v glykosylaci [Aoki, 2017; Jaskiewicz a kol.,2018].
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3 Patogeneze malarie

Proces invaze je slozen z mnoha molekularnich déja, béhem kterych se
membranové proteiny erytrocytl a merozoitové proteiny zapojuji do specifickych
interakci receptor-ligand tak, aby se vytvarely jedine¢né invazni drahy [Baldwin
a kol., 2015]. Invazni drahy lze klasifikovat podle zavislosti na pfitomnosti

kyseliny sialové na receptorech.

Invazni drahy zavislé na kyseliné sialové jsou drahy zahrnujici EBL invazni
ligandy a Rh1. Drahy zahrnujici zbylé RBL ligandy jsou nezavislé na kyseliné
sialové. Dominantni invazni drahy podléhaji kmenu a Kklasifikuji kmeny
P. falciparum jako zavislé nebo nezavislé na kyseliné sialové. Virulence
P. falciparum je tedy pfipisovana souboru invaznich drah, které mu umoznuiji
ucinné napadnout hostitelské erytrocyty s riznymi receptorovymi polymorfismy.
Regulacni oblasti P. falciparum obsahuji polymorfismy, z nichz nékteré jsou
zastoupené v endemickych oblastech a vznikly jako dusledek selektivni sily
malarie na lidsky genom. Pfikladem jsou GPB-nulové varianty a genetické
polymorfismy GYPB u AfriCant [Dankwa a kol., 2017]. Dale S-s-U mutace,
Henshaw s variabilni sekvenci prvnich 5 aminokyselin a Miltenbergerovy mutace,
které maji rekombinaci mezi GPA a GPB. Miltengerberovy mutace vzdy vedou
ke ztraté GPB [Mayer a kol., 2009].

Pro posouzeni invazniho profilu kmene P. falciparum existuje test invaze
znazornény na obr. 8, ktery se provadi vjamkovych destickach. Kultura
P. falciparum v kruhovém stadiu je oSetfena enzymy - neuraminidazou,
trypsinem a chymotrypsinem, a je vioZzena do rlistového média, kde se ponecha
dozrat do pozdniho trofozoitového nebo schizontniho stadia. Enzymy oSetfena
kultura, ktera tvofi darcovske buriky, se pfida k akceptorovym burfikam v poméru
80:20 a hodnoti se parazitémie. Parazitémie se stanovuje po jediném kole invaze
bud’ mikroskopicky z poctu 500 az 2000 erytrocytl nebo prutokovou cytometrii
bunék barvenych fluorescenéni barvou SYBR green. Pomér 80:20 umoznuje
pouzit omezeny pocet kultivovanych erytrocytl a zarover poskytne rozumnou
a méfitelnou  parazitémii. Usp&Snost testu zavisi na Géinné 1ébé
neuraminidazou, trypsinem a chymotrypsinem tak, aby se zabranilo reinvazi
do darcovskych bunék, dale na pocitani akceptorovych bunék a pocateéni
parazitémii v darcovské kultufe (idealné 2,5 % parazitémie). Testy jsou
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nastaveny na 0,5% hematokrit a v8echny akceptorové bunky se pocitaji

hemocytometrem pfed nastavenim testu [Dankwa a kol., 2017].

Kultura v kruhovém  OsSetfeni enzymem OsSetfeni enzymem
stadiu Kruhové stadium  Trofozoity/schizonty ETYIrocyty
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Obr. 8: Schéma invazniho testu. Upraveno dle [Dankwa a kol.,2017].

3.1 Rozetovani

Rozetovani je proces adherence neinfikovanych erytrocytl k erytrocytu
infikovanému rodem Plasmodium. Cervené krvinky se formuji do shlukii a tvofi
utvary pfipominajici rozety neboli rizice. Rozetovani ma vliv na preziti a zdatnost
parazita malarie. Existuji 2 hlavni hypotézy, které tento vliv vysvétluji. Prvni
hypotézou je, ze rozetovani neinfikovanych krvinek chrani infikované Cervené
krvinky od imunitniho systému hostitele. Druhou hypotézou je rozetou asistovana
invaze, ktera predpoklada, ze rozetovani usnadriuje setkani nové vzniklych
merozoitl s receptivnimi neinfikovanymi erytrocyty navazanymi na schizont.
Druha hypotéza byla zpochybnéna u P. vivax, jelikoz pfednostné tvofi ruzice se
zralymi ¢ervenymi krvinkami a nikoli retikulocyty a merozoity. P. vivax napadaji
vyhradné retikulocyty. P. falciparum muizZe napadat normocyty i retikulocyty
aneni tedy zpochybnéno, Ze rozetovani muize zlepSit uUspéSnost invaze
merozoitl u tohoto druhu. Tvorba rozet je ¢astéjSi u P. vivax nez u P. falciparum
[Lee a kol., 2014].

Klasicky jsou rozety kategorizovany podle velikosti, ligandi odvozenych
od paraziti a receptori odvozenych od hostitele. Velikost zavisi na poctu
neinfikovanych erytrocyta pfilnutych k infikovanym a ¢aste€né zavisi i na typech
zahrnutych ligandu. Rizné velikosti rozet jsou zobrazeny na obr. 9. Zucastnéné
ligandy jsou proteiny odvozené od parazitl, které jsou volné exprimovany

na povrchu infikovaného erytrocytu a mohou byt adsorbovany na cytoadherujici
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neinfikovany erytrocyt [Lee a kol., 2014; Lee a kol., 2022]. Nejvyznamné&jsi
adhezni molekulou parazita je specificky ¢&len rodiny erytrocytarniho
membranového proteinu 1 (PfEMP1) P. falciparum. PfEMP1 je
vysokomolekularni protein (200-300 kDa) obsahuijici vice extracelularnich domén
bohatych na cystein (DBL domény) [Adams a kol., 2013].

Obrovska rozeta je definovana jako rozetovy komplex s uc€asti vice nez
10 neinfikovanych erytrocytll. Tvorba ruzice P. vivax se zvySuje s vyzravanim
parazita. V kruhovém stadiu parazita je tvorba téméf nulova a je reprezentovana

az Casnym trofozoitovym stadiem. Rychlost rozetovani je nejvyraznéjSi mezi

Casnym a pozdnim trofozoitovym stadiem [Lee a kol., 2014; Lee a kol., 2022].

Obr. 9: Velikosti rozet tvorenych erytrocyty infikovanymi Plasmodium falciparum.
(A) Mala ruzice zahrnujici 1 az 4 neinfikované ¢ervené krvinky. (B) Stfedné velka rlzice
zahrnujici 5 az 10 neinfikovanych €ervenych krvinek. (C) Obfi rlzice zahrnujici vice nez

10 neinfikovanych Cervenych krvinek. Upraveno dle [Lee a kol., 2022].

Cytoadherenci erytrocytl zprostfedkovava ,rozetujici se ligand®“. Je to
protein bohaty na kyselinu glutamovou z P. falciparum (PfGARP) a je vysoce
exprimovan trofozoitovymi a schizontovymi stadii. Vyvolava shlukovani
erytrocytll do struktur rdzic prostfednictvim interakce s prouzkem 3. Dale muze
ke shlukovani dojit prostfednictvim interakce EBA-175 a glykoforinu A. Nékteré
faktory ze séra hostitele mohou také pfispivat k rozetovani. Patfi sem neimunni
imunoglobulin M, komplementovy faktor D, imunoglobulin G proti prouzku 3,
inzulinu podobny rustovy faktor vazajici faktor 7 (IGFBP7), von Willebrandiv
faktor a trombospondin-1. Tyto faktory usnadnuji tvorbu rozety a posiluji vazbu

mezi bufikami v komplexech ruZic [Lee a kol., 2022].

RozliSujeme 3 typy rozet v zavislosti na vzajemnych vazbach. Rozeta typu

1 odrazi pfimou interakci mezi receptorem rozety odvozenym od hostitele
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a rozetovym ligandem odvozenym od parazita. Rozeta typu 2 zahrnuje faktory
odvozené od hostitele, které samy o sobé nezprostiedkuji tvorbu ruzice. Rozeta
typu 3 je umoznéna proteiny odvozenymi od parazitl a dosahuje obfich velikosti
[Lee a kol., 2022].

Rozety fyzicky brani procesu fagocytozy. VétSi velikost rozety je
problémem pro pohlceni infikované buriky fagocytem, a proto je potfeba, aby se
na pohlceni podilelo vice fagocytl. Proto pacient s malarii, ktery pfechovava
parazity se zvySenym sklonem k rozetovani, maze trpét vyCerpanim fagocytu.
Paraziti mohou také vnimat pfichozi fagocyty detekci proteini vylu€ovanych
fagocyty napf. IGFBP7, kdy paraziti okamzité zaCnou tvofit dalSi rozety [Lee
a kol., 2022].

Dalsim fenoménem rozetovani je, Zze umoznuji sekvestraci parazitd,
aby unikli slezinné filtraci. Glykoprotein CD36 zprostfedkovava cytoadherenci
infikovanych &ervenych krvinek k mikrovaskularnimu endotelu a zabrani tak
odstranéni parazitd uvnitf sleziny [Fonseca a kol., 2015]. Pfitomnost
sekvestrovanych infikovanych krvinek v mikrovaskulatufe brani pritoku krve
a muze vést k hypoxii a metabolické acidoze. Ty pfispivaji k zivot ohrozujici
malarii. DalSi rozetovani zvysuje riziko ischemického poskozeni. Mezi faktory,
které slouzi jako ochrana pfed Zivot ohroZujici malarii, patfi krevni skupina 0
a nedostatek komplementoveého receptoru 1. Ty snizuji schopnost P. falciparum
tvofit rizice [Adams a kol., 2013]. Dale rozetovani chrani parazity v pozdnim

stadiu pfed antimalariky [Lee a kol., 2022].

3.1.1 Slezinna filtrace

Lidska slezina funguje jako filtracni jednotka, diky které jsou odbouravany
poSkozené a prestarlé krevni buriky a pfipadné také patogeny pfitomné v krvi.
VSechny fyziologické buriky v krevnim obé&hu jsou dostateCné deformovatelné
nato, aby proSly Cervenou pulpou a mohly se vratit do obé&hu. Starnouci,
poskozené a infikované burnky nejsou schopny projit slezinou a jsou zde
zadrzovany, destruovany a fagocytovany [Lee a kol., 2022].

V Cervené pulpé jsou pfitomné makrofagy, jejichz ukolem je pravé
eliminovat patogeny pfenasené krvi a aktivovat imunitni systém. Jsou vybaveny
velkym mnozstvim receptorl pro rozpoznavani vzor (PRR), které rozpoznavaiji

molekularni vzory asociované s patogeny (PAMP) a molekularni vzory
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asociované s poskozenim (DAMP). Zapojeni toll-like receptoru (TLR) molekulami
patogenu je zasadni pro indukci prozanétlivého genu a proteinove exprese
u makrofagu, coz vede k pfirozené imunitni aktivaci [Fonseca a kol., 2015].

TLR rozpoznavaji i DAMP pfi poSkozeni tkané. Prikladem jsou proteiny
tepelného Soku (HSP), které jsou signalem endogenniho poskozeni, kdy se
uvolnuji molekuly bunkami ve stresu nebo nekrotické bunécné smrti.
Tyto molekuly se vazi na TLR2 a TLR4 v makrofazich a indukuji produkci
prozanétlivych cytokinl a expresi kostimula¢nich molekul. TLR2 a TLR4 dokazou
také rozpoznat slozky extracelularni matrix jako je fibronektin. Fibronektin je
glykoprotein vylu¢ovany fibroblasty uvnitf sleziny a muze byt produkovan béhem
malarie, kdy dochazi k hlubokym zménam mikroarchitektury sleziny po akutni
infekci, coz vede k akumulaci fibroblastl [Fonseca a kol., 2015]. DalSim DAMP
je chromatinovy protein s vysokou mobilitou HMGBL1. Je to nehistonovy jaderny
protein, ktery ma vliv na organizaci DNA. Jakmile se uvolni, vaze se
na membranové receptory a formuje imunitni a metabolické reakce [Chen a kol.,
2023]. Uvoliovani HMGB1 prostfednictvim makrofagl sleziny nastava
po rozsahlé apoptdze slezinnych bunék, coz je bézné pozorovano pfi sepsich.
Typicky je hojna apoptdéza pozorovana napfiklad u malarie hlodavci. U lidské
malarie jsou hladiny endogenniho HMGB1 v séru vyznamné vysSi [Fonseca
a kol., 2015].

3.2 Oxidacni stres

Rod Plasmodium ma mnoho antioxida¢nich enzymu, které mu umoznuji
prezit uprostfed oxidacniho naporu hostitele. Zakladni sloZkou reakce hostitele
na infekci je produkce reaktivnich forem Kkysliku hostitelskymi fagocyty.
Nadmérné mnozstvi téchto volnych radikald muize zprostiedkovat zanét
a zpusobit rozsahlé poSkozeni hostitelskych bunék a tkani. Parazitickou
degradaci hemoglobinu infikovanych erytrocytl se tvofi volny hem a uvolfiuje se
na konci replikacniho cyklu, ¢imz se zhorSuje oxidaCni zatéz hostitele a pfispiva
to k zavaznosti zivot ohrozujicich komplikaci [Vasquez a kol., 2021].

Obecné je oxidacni stres definovan jako nerovnovaha mezi zvySenymi
hladinami reaktivnich forem kysliku (ROS), které maji ve vnéjSim obalu neparove
elektrony a nizkou aktivitou antioxidaénich mechanismu. Zvy$eny oxidacni stres

vyvolava poskozeni bunécénych struktur a mize potencialné znicit tkané. ROS
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jsou také zapojeny do zakladnich bunécnych procesu, v€etné produkce energie
mitochondriemi, signalizace a oxida¢niho vzplanuti v bufkach pfirozené imunity.
Mezi tyto buriky patfi neutrofly a makrofagy, které aktivuji
nikotinamidadenindinukleotidfosfat za vzniku vysokych koncentraci ROS
ve fagozomu, které vedou ke smrti mikroba. Za fyziologickych podminek je
zvyseny oxidacni stres pfi starnuti a cviCeni. U patologickych stavu pfi zanétlivych
onemocnéni, neurodegenerativnich onemocnéni, cukrovky Ci kardiovaskularnich

onemocnéni [Preiser, 2012; Vasquez a kol., 2021].

Béhem krevniho stadia infekce se hladina oxidaCniho stresu detekuje
stanovenim koncentrace malondialdehydu nebo lipidového peroxidu, ktery
vznika jako dusledek oxidace nenasycenych lipidd a odrazi hladiny volnych
radikalt v krevnim obéhu. Pokles antioxidantll béhem malarie dokazuje ztratu
rovnovahy mezi volnymi radikaly a antioxidacni kapacitou. ROS vyvolava sekreci
cytokind, jako jsou tumor nekrotizujici faktor (TNF), interleukin-6 (IL6)
a interleukin-1p (IL1-B), indukovanou aktivaci makrofagu a dendritickych bunék
a poskytuje prvni signal nezbytny pro aktivaci zanétu [Vasquez a kol., 2021].
Druhym signalem je aktivacni signal parazita. Tento druhy signal podporuje
sestaveni proteinového komplexu inflamazému, kterého se dosahne
autokatalyzou kaspazy-1, naslednym S$tépenim pro-IL1-f a uvolnénim
bioaktivniho IL1-B. Hladiny cytokind se zvySuji se zvySujici se zavaznosti
onemocnéni [Ty a kol., 2019]. Mezi dalSi biomarkery oxidaéniho stresu patfi napf.
superoxiddismutaza, TNF, kataldaza a glutathionperoxidaza [Kavishe a kol.,
2017].

Antigeny P. falciparum indukuji produkci ROS polymorfonuklearnimi
a mononuklearnimi leukocyty. Stimulace granulocytid pomoci TNF vede k vysoké
produkci ROS a bylo prokazano, ze u déti je to spojeno s kratSi dobou filtrace
parazitd. Dale bylo prokazano, Ze u déti s téZzkou malarii jsou hladiny cytokinU
vy$Si nez u nekomplikované malarie. ROS muze zhorsSit patologii tohoto
onemocnéni, napf. anémii v dusledku masivni hemolyzy nebo pfipadnou
metabolickou aciddézu v dusledku snizeného okysliCeni tkani [Kavishe a kol.,
2017]. Oxidacni stres také pfispiva k sekvestraci infikovanych krvinek v mozkové
mikrovaskulatufe indukci zvySené exprese endotelialnich adheznich molekul
[Vasquez a kol., 2021].
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3.2.1 Hem

Rod Plasmodium konzumuje hemoglobin v infikovanych krvinkach jako
zdroj aminokyselin. Destrukci hemoglobinu vznika hem, ktery produkuje ROS
prostfednictvim svého atomu zeleza. Toto Zelezo podporuje produkci
hydroxylového radikalu Fentonovou reakci, ktera muize vyvolat poSkozeni
parazita i hostitele. Kvuli zabranéni tohoto poSkozeni pfeméruje Plasmodium
hem na hemozoin. Hemozoin je intracelularni agregat molekul hemu, tvofi
krystalickou strukturu a diky tomu nezpusobuje oxidacni poSkozeni [Vasquez
a kol., 2021].

3.2.2 Xantinoxidaza

Enzym xantinoxidaza (XO) vytvafi reaktivni formy Kkysliku superoxid
a peroxid vodiku, protoze Stépi hypoxantin na xantin, a nakonec na kyselinu
mocovou. XO také podporuje zrani a sekreci cytokinu v dendritickych burikach
a zvySuje schopnost téchto bunék aktivovanych parazitem indukovat proliferaci
T lymfocytd. Cytokiny TNF a IL8 projevuji vyznamnou zavislost s aktivitou XO,
coz prokazuje zapojeni tohoto enzymu do zanétu vyvolaného malarii. Pacienti se
zvySenou aktivitou XO vykazuji vysoké hladiny zanétlivych cytokint a vysSi
vyskyt cerebralni malarie [Ty a kol., 2019; Vasquez a kol., 2021].
3.3 Tézka malarie

Tézka malarie je multisysttmové onemocnéni. Je spojena
s imunologickou expresi cirkulujiciho inhibitoru erytropoézy, ktery funkéné
antagonizuje ucinek erytropoetinu. Zahrnuje dalSi patologie vCetné laktatové
acidézy, mozkové malarie a tézké anémie [Lamikanra a kol., 2007]. Obvykle je
zpUsobena P. falciparum, kdy zralé formy tohoto parazita mohou adherovat
k vaskularnimu endotelu rliznych organu jako jsou srdce, mozek, plice, ledviny,
jatra a poté i podkozni tukova tkan a placenta. BEhem svého 48hodinového
zivotniho cyklu se mohou 24 hodin izolovat v hluboké mikrovaskulatufe téchto

Vg vivs

3.3.1 Malaricka anémie

Malaricka anémie zahrnuje zvySené odbouravani cirkulujicich erytrocyt(
ajejich snizenou produkci v kostni dfeni [Lamikanra a kol., 2007].

Dyserytropoézu zplsobuje fagocytéza hemozoinu makrofagy kostni dfené,
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atobud pfimou akumulaci v kostni dfeni s tvorbou toxickych latek nebo
pfirozenou imunitni odpovédi. Zrani erytroblasti je naruseno zménénym

metabolismem Zeleza a produkci hemoglobinu [Autino a kol., 2012].

Infikované Cervené krvinky se snizenou deformovatelnosti a zménénymi
povrchovymi charakteristikami jsou rychle sekvestrovany slezinou, coz
rysem malarické anémie. Parazitni antigeny mohou adherovat k neinfikovanym
erytrocytim, coz vede k navazani komplementu na erytrocyt a naslednému
odstranéni z obéhu. K neinfikovanym erytrocytdm mohou také adherovat
I proteiny obsahujici hostitelsky cil/exportni prvek Plasmodia (HT/PEXEL), které

vrvs

odstranéni z obéhu [Lamikanra a kol., 2007; Haldar a kol., 2009].

Anémie ma velmi rychly nastup a je definovana jako koncentrace
pfenosem malarie a postihuje hlavné malé déti a téhotné Zzeny [Lamikanra a kol.,
2007].

VySetfeni kostni dfené u déti s téZzkou malarii prokazuje hypercelularitu,
mirnou erytroidni hyperplazii a abnormalni rysy pozdnich erytroidnich
progenitorl. Existuje také urcita zavislost mezi malarickou anémii a mikronutriéni
malnutrici, kdy nedostatek vitamina A, E, zinku, zeleza, riboflavinu a folatu muze

zhorSovat anémii [Autino a kol., 2012].

3.3.2 Mozkova malarie

neboli cerebralni malarii miZzeme diagnostikovat u pacient(, ktefi nejsou schopni
lokalizovat bolestivy podnét, maji periferni asexualni parazitémii a nemaji zadné
jiné identifikované priCiny encefalopatie. Mezi pocatecni klinické projevy patfi
bolesti hlavy, zachvaty a zmény v dudevni aktivité, poté se onemocnéni projevuje
téZkou poruchou védomi (sopor, koma). V patogenezi cerebralni anémie dochazi
ke zvySeni propustnosti hematoencefalické bariéry pro proteiny. Dochazi
k poSkozeni mikrovaskularniho endotelu, coz vede k uniku cytokinu, antigent
malarie a dalSich S$kodlivych molekul pfes hematoencefalickou bariéru

do mozkového parenchymu. To vede k aktivaci mikroglii, aktivaci a apoptoze
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astrocytu. V dusledku vaskularni obstrukce dochazi ke snizeni lokalni spotfeby

kysliku v mozku a nasledné hypoxii [Luzolo a kol., 2019].

Cerebralni malarie by méla byt zvazovana u kazdého pacienta v kdmatu
s anamnézou horeCky, ktery byl v postizené oblasti v poslednich 2 mésicich
od nastupu pfiznakd. MUze se zde projevit i retinopatie charakteristicka skvrnitym
bélenim sitnice a zménami barev cév. Makularni béleni je znazornéno
na obr. 10. Bé€Znym rysem je retinalni krvaceni. P¥i klinickém vySetfeni zjistime,
Ze retinalni krevni cévy obsahuji mnoho dehemoglobizovanych parazitovanych
Cervenych krvinek. Oko se vySetfuje oftalmoskopii, kterou rozliSujeme na pfimou
a nepfimou. Nepfimy oftalmoskop poskytuje SirSi zorné pole. Specifické znaky
pro cerebralni malarii jsou vidét pfes rozSifenou zornici, které Ize dosahnout
pomoci tropikamidu nebo 1% o&nimi kapkami &i pfidanim 2,5% fenylefrinu. Sirsi
zorné pole umoziuje vizualizaci periferni sitnice, kde jsou situovany unikatni

cévni zmény [Beare a kol., 2006].

Obr. 10: Zavazné makularni béleni obklopujici foveolu ditéte s cerebralni anémii.
PIna Sipka oznacuje makularni béleni, nevybarvena Sipka oznacuje osInéni. Upraveno
dle [Dondorp, 2005].

3.3.3 Placentarni malarie

Placentarni malarie je spojena s predCasnym porodem, zvySenym rizikem
potratu, intrauterinni ruastovou retardaci, nizkou porodni hmotnosti a fetalni
anémii. Je Casta u P. falciparum a méné Casta u P. vivax. Existuje vdak i smiSena
placentarni infekce obou téchto druhu. Rizikovymi faktory pro rozvoj této malarie
jsou vék Zeny do 25 let a prvni téhotenstvi, kdy je bunkami zprostfedkovana
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imunitni odpovéd velmi nizka kvuli udrzeni placenty. Riziko dale stoupa
v prubéhu prvniho a druhého trimestru t€hotenstvi. B€hem placentarni malarie
jsou infikované erytrocyty sekvestrovany v placenté, kdy PfEMP1 pfilne
k trofoblastickému endotelu prostfednictvim chondroitin sulfatu A a cukrl jako
jsou glykozaminoglykany, pfipadné Kkyselina hyaluronova a hromadi se
v interviléznich prostorech. PFitomnost infikovanych krvinek v téchto prostorech
aktivuje mononuklearni bunky, dochazi k uvolnéni chemokinl, fagocytarnich
bunék a zvySeni hodnot TNF a IL-10. ZvySené zanétlivé reakce v infikované
placenté vedou k oxidacnimu stresu a nasledné indukované smrti placentarnich
bunék [Autino a kol., 2012; Sharma a Shukla, 2017].

Hustota parazit v placenté oproti periferni krvi je vysSi. ZvétSeni tloustky
bazalni membrany trofoblastu, perivilozni fibrinoidni depozita a syncytialni
zauzlovani zpusobuji redukci transportu kysliku a zivin k plodu, coz vede
K intrauterinni  rdstové retardaci. Ukladani malarického pigmentu vede

ke z€ernani placenty [Sharma a Shukla, 2017].

ATPazova plazmatickd membrana transportujici Ca?* 4 (ATP2B4) je gen
koédujici  hlavni  kalciovou pumpu plazmatické membrany erytrocytl
Ca?*-ATPéazu typu 4 (PMCA4), jehoz geneticka variace muze narusit expresi
PMCA4 nebo ovlivnit vyvoj parazita. Bézny polymorfismus ATP2B4 slouZi jako

ochranny faktor proti malarii v t€hotenstvi [Goheen a kol., 2017].

3.3.4 Poskozeni plic

U tézké malarie dochazi i k akutnimu poSkozeni plic (ALI) a syndromu
akutni respiraéni tisné (ARDS). ARDS je dobfe znamou komplikaci pozorovanou
hlavné u infekce P. falciparum. MuUzZe se objevit kdykoliv béhem infekce,
antimalarické |éCby i po ni, kdyz byla snizena parazitémie a je zhorSovan
pretizenim tekutinami. Patogeneze poskozeni plic u P. falciparum je spojena
s poskozenim vyvolanym cytokiny nebo ucinky sekvestrace parazitovanych
krvinek. U déti s cerebralni malarii bylo prokazano, Ze k sekvestraci dochazi
v plicich, av§ak v menS§i mife nez v mozku, kGzi nebo stfevé. U P. vivax mlze byt
ARDS zpuUsobeno porusSenou regulaci produkce cytokini. U nekomplikované
malarie maji pacienti mirné poskozeni plicnich funkci napf. obstrukce malych
dychacich cest, snizena vyména plynu, zhorSena alveolarni ventilace a zvySena

plicni fagocytarni aktivita [Autino a kol., 2012].
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Poskozeni plic bylo pozorovano u mysi infikovanych kmeny P. berghei.
60 % mySi mélo dusnost, obstrukci dychacich cest a hypoxémii. Byly nalezeny
patologické nalezy jako pleuralni vypotek, plicni hemoragie a edém. To dokazuje
roli zanétu ve vyvoji ALl a ARDS. Pozorovani upozornilo na moznou roli nékolika
faktorl jako jsou intracelularni adhezivni molekuly ICAM-1, receptor faktoru
aktivujiciho desti¢ky, receptor urokinazy, neutrofily, vaskularni endotelialni
ristovy faktor, ukladani hemozoinu, sekvestrace parazitl, aktivita sodikového
kanalu a T lymfocyty. Mysi, které zemfiely, mély t&€zsi plice v priméru o 40 %,
coz naznacuje edéem. Mély zarudlé plice a pleuralni vypotek. Histologické zmény
byly charakterizovany alveolarnim edémem a krvacenim se zanétlivou infiltraci
s pfevazujicimi neutrofily a makrofagy v alveolarnich i intersticialnich mistech
a destrukci alveolarnich sept. Mysi, které byly usmrceny 20. den po infekci, mély
plice zaSedlé bez pleuralniho vypotku. Mély ztmavenou slezinu i jatra, téZkou
anémii a intersticialni pneumonii s mononuklearnimi zanétlivymi burikami. U mysi
byl prokazan charakteristicky znak pro lidi, a to pfitomnost acelularnich
eozinofilnich membran, které pfilnuly k alveolarnim kanalkim i sténam

a hyalinnim membranam [Ortolan a kol., 2014; Autino a kol., 2012].

3.3.5 Poskozeni ledvin

Ledvinové komplikace nastavaji hlavné v dusledku hemodynamickych
zmén a imunitni odpovédi. Uginek parazita v ledvinach byl prokazan antigeny
detekovanymi v glomerulech. Umrtnost na akutni selhani ledvin (ARF) je vysoka.
AREF je €astéjSi u neimunnich dospélych a starSich déti a vétSinou je zpusobena
P. falciparum. P. malariae je parazit, ktery nejCastéji pfispiva ke vzniku
glomerulonefritidy. Onemocnéni ledvin je primarné zpusobeno abnormalitami
Cervenych krvinek a mezi Kklinické projevy onemocnéni patfi proteinurie
a mikroalbuminurie. Hlavnim histologickym prikazem je glomerulonefritida,
akutni tubularni nekréza a intersticialni nefritida [Autino a kol., 2012; Silva a kol.,
2017].

Na patogenezi posSkozeni ledvin se podileji endotelialni aktivace, které
vedou kuvolnéni cytokinli, v€etné tromboxanu, katecholaminu, endotelinu
a dalSich zanétlivych mediatord. PFi infekci zpusobené P. malariae dochazi
k aktivaci komplementu s depozity imunitnich komplexi, coz vede

ke glomerulonefritidé. V dusledku intenzivniho parazitismu u infekce
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P. falciparum vede hemodynamicka nestabilita k akutni tubularni nekréze.
funkce ledvin a dochazi krozvoji koneCného stadia onemocnéni ledvin.
Chronické poskozeni ledvin je spojeno s pacienty s opakujicimi se infekcemi
[Autino a kol., 2012; Silva a kol., 2017].

Akutni poskozeni ledvin zplsobené P. falciparum zahrnuje oligoanurii
ato ve 46-76 % pFipadu, dale téZkou metabolickou acidézu a hyperkatabolicky
stav. Rizikovymi faktory u poSkozeni ledvin jsou pokroCily Vvék,
hyperbilirubinémie, sekundarni infekce a potfeba inotropnich Iéka. Faktory
souvisejici s mortalitou zahrnuji vék, hyperkalémii, leukocytézu, Zloutenku
a oligoanurii. Tento druh parazita je spojen s tubularni nekrézou, zanétlivym
intersticialnim infiltratem, edémem a odlitkovou nefropatii. Existuji nové
biomarkery, které detekuji akutni posSkozeni ledvin, protoZe kreatinin byl
ve 31 % pfipadd v normé&. Radi se sem lipokalin spojeny s neutrofilni gelatinazou
a molekuly poSkozeni ledvin, které detekuji poSkozeni dfive nez tradicni markery,
jako je napfiklad kreatinin. Glomerularni léze u infekce jsou charakterizovany
mezangialni proliferaci s mirnou expanzi mezangialni matrix a ukladanim
granularnino eozinofilniho materidlu v endotelu, mezangiu a Bowmanové
pouzdie [Autino a kol., 2012; Silva a kol., 2017].

U akutniho poSkozeni ledvin zplsobeného P. malariae se vyskytuje
proteinurie pfiblizné v 46 % prfipadd. Hladiny komplementu jsou v normé
a depozita imunitnich komplext vedou k mezangiokapilarni glomerulonefritidé
a v nékterych pfipadech k nefrotickému syndromu. Klinické projevy zahrnuji bud
neskodny obraz s mirnou proteinurii, bez poruchy funkce ledvin nebo zavazny
obraz s pfetrvavajici proteinurii nebo nefrotickym syndromem. Elektronovym
mikroskopem bylo prokazano ztlusténi glomerularnich kapilarnich stén
zpusobené subendotelialnimi depozity a imunofluorescenci granularni depozita
pfes endotel. Rychle progresivni glomerulonefritida se vyskytuje v endemickych
oblastech a neexistuje pro ni specificky klinicky obraz. U starSich pacientl je
prileZzitostné pozorovana mikrohematurie a hypertenze, ktera se povazuje
za pozdni projev. Onemocnéni glomerull se muZze rozvinout i pfes eliminaci
parazita a zpUsobit chronické onemocnéni ledvin detekovatelné po 3 az 5 letech
od primarni infekce [Autino a kol., 2012; Silva a kol., 2017].
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Vzacnou, ale zavaznou komplikaci u tézké malarie je horeCka Cerné vody.
Mezi jeji charakteristické znaky patfi horeCka, intravaskularni hemolyza,
hemoglobinurie, tmava moc€ a Casté akutni selhani ledvin. PoSkozeni ledvin zde

zpusobuje masivni hemolyza [Autino a kol., 2012].

Lécba pfi onemocnéni ledvin zahrnuje vhodna antimalarika a podparna
opatfeni, kam se fadi korekce hydroelektrolytickych poruch, nahrada tekutin

a dialyza. Dialyza je nutna az ve 46-76 % pfipadu [Silva a kol., 2017].

3.3.6 Poskozeni jater

Jatra se na malarickém onemocnéni podili ve dvou fazich:
pre-erytrocytarni a erytrocytarni. V prvni fazi hraje roli vazba merozoitového
cirkumsporozoitového proteinu (CSP-A) s tryptofanem regulovanym atenuacnim
proteinem (TRAP) na hepatocytech. V této fazi nabyvaji jatra minimalniho
poskozeni. V erytrocytarni fazi dochazi ke vzniku zloutenky, bud pfimo infekci —
malaricka hepatitida, intravaskularni hemolyza parazitovanych krvinek nebo
nepfimo — mikroangiopaticka hemolyza spojena s diseminovanou intravaskularni
koagulopatii, antimalariky indukovana hemolyza. Intravaskularni hemolyza
erytrocytl zpusobuje nekonjugovanou hyperbilirubinémii s mirnou az stfedné
tézkou Zloutenkou. Konjugovana hyperbilirubinémie indikuje dysfunkci
hepatocytl. Histologie jater pfi malarii prokazala méstnani a zdufelé hepatocyty,
centrizonalni nekrézu, hyperplazii Kupfferovych bunék, usazovani hnédého
pigmentu, steatdézu, cholestazu, portalni infiltraci lymfocyty, parazitované
erytrocyty a submasivni nekrozu. Pacienti maji Casto zvySeny vyskyt
hypoglykemie a trombocytopenie [Autino a kol., 2012; Fazil a kol., 2013].

Jaterni testy by mély byt provadény spolu s v€asnou diagnézou malarie
jaternich transaminaz. VétSina pacientl je IéCena intravendzné ¢&i peroralné
artesunatem v zavislosti na zavaznosti onemocnéni [Autino a kol., 2012; Fazil
a kol., 2013].
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4 Lécba a prevence malarie

Po stanoveni diagnozy je nutné zahajit adekvatni a okamzitou lécbu.
Infekce zpusobena P. falciparum muizZe rychle progradovat do zavazného
onemocnéni nebo smrti za pouhé dva dny. Pokud nelze druh pfesné identifikovat,
mélo by se s pacientem jednat jako s infikovanym P. falciparium [Griffith a kol.,
2007].

Dulezitym voditkem pro spravnou I|éCbu je cestovni anamnéza.
Je vyznamna pro vybér uc€inného antimalarika z hlediska rizika |ékové rezistence.
Kazdy pacient, ktery byl v endemické oblasti v roce pfedchazejicim nastupu
pfiznaku malarie, by mél byt vySetfen na toto onemocnéni. Inkubacni doba se
obvykle pohybuje mezi 9 a 18 dny pro P. falciparum, P. vivax a P. ovale, kdy vS§ak
pfiznaky mohou nastat az po nékolika tydnech nebo mésicich po expozici.
U P. falciparum muize byt inkuba&ni doba kratSi nez 7 dni. Mirné kmeny, jako je
P. vivax, mohou zpusobit prvni pfiznaky po 12 az 18 mésicich od kousnuti

infikovanym komarem [Griffith a kol., 2007].

Lécbou nefalciparové malarie je tfidenni kura peroralné podavanym
chlorochinem. U kmenU rezistentnich na chlorochin se podava peroralni chinin
spolu s tetracyklinem, doxycyklinem nebo klindamycinem. Dale se vyuziva
terapie zalozena na artemisininu (ACT). Lze vyuzit artesunat v kombinaci se
sulfadoxinem-pyrimethaminem, amodiachinem nebo meflochinem ¢&i artemether
v kombinaci s lumefantrinem. Tyto léky jsou rychle ucinné. Pacienti |éCeni
na malarii zplUsobenou P. falciparum by meéli byt hospitalizovani alespon
na 24 hodin, protoze u pacientd maze dojit k nahlému zhorseni stavu, zejména
na zaCatku IéCby. U tézké falciparové malarie a infekci komplikovanych vysokym
poctem parazitll, kdy je parazitovano vice nez 2 % Cervenych krvinek, by méla
|éCba zahrnovat intravendzni terapii [Griffith a kol., 2007; Lalloo a kol., 2007;
Hanboonkunupakarn a White, 2022].

U lécby tézké malarie je zasadni obecna a podpurna péce. U pacientl
v kdmatu se zajiStuje stabilizace télesnych funkci, jako je dychani, podavani Iéku
a vyzivy, polohovani kvuli snizeni rizika prolezenin. Jako Iék se pouziva
intravenozni  chinin v kombinaci s klindamycinem nebo doxycyklinem
Ci artesunat. KfeCe se tlumi benzodiazepiny nebo fenytoinem a horecka se

shizuje paracetamolem, metamizolem. Potfebna je terapie ke sniZeni
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nitrolebniho tlaku. Dulezité je i pfedvidat komplikace, které mohou nastat typicky
u jedincu trpicich cerebralni malarii [Dondorp, 2005]. U malarie se muze projevit
hypoglykemie, kterou pfipravek chininu zhorSuje, tudiz pacienti 1éCeni timto
zpusobem vyzaduji peclivé sledovani [Lalloo a kol., 2007].

Hlavnim pokrokem v léc¢bé bylo zavedeni Iéki odvozenych
od artemisininu, coZ je sloucenina ziskana z listu rostliny Artemesia annua.
Derivaty této slou€eniny, dihydroartemisinin, artesunat a artemether, tvori zaklad
antimalarické IéCby. Jsou nejrychleji pusobicimi léky a jsou vysoce uc€inné
i pfi podavani jednou denné. Artesunat vyrazné snizil mortalitu
u hospitalizovanych pacientl se zavaznou malarii a oproti chininu nezhorsuje
hypoglykemii. Dal§i vyhodou oproti chininu je, Zze derivaty artemisininu zabijeji
mladsi cirkulujici stadia P. falciparum pfed jejich sekvestraci. Vznikaji vSak
omezeni |éCby rezistenci parazita na derivaty artemisininu. Rezistence se
projevuje zpomalenim vymizeni parazita. PoCet parazitl, ktefi zlstavaji v obéhu
po eliminaci artemisininové slozky je vySSi a dochazi k selekci rezistentnich
mutantl. Terapeutickym feSenim je nasazeni derivatu artemisininu se dvéma
pomalu eliminovanymi antimalariky — trojitd kombinace artemisininu (TACT).
Mezi soucCasné vyuzivana TACT se fadi artemether-lumefantrin-amodiachin
a dihydroartemisinin-piperachin-meflochin. TACT jsou vysoce uc&inné, bezpecné

a dobfe tolerované [Hanboonkunupakarn a White, 2022].

Jako prevence se vyuziva kombinace chemoprofylaxe a vyhybani se
kousnuti komary. Do prevence také patfi pouzivani repelentu, insekticidd
a ochrannych odévu. Pro prevenci téhotnych Zen se vyuziva dihydroartemisinin-
piperachin, ktery se podava jednou za mésic. Pokrok pfinasi vyvoj vakciny
RTS,S/AS01, ktera by méla poskytovat ochranu détem do 5 let
[Hanboonkunupakarn a White, 2022]. Novinkou je vakcina proti malarii
R21/Matrix-M, kterou jako prvni zemé schvalila Ghana. Vakcina obsahuje
cirkumsporozoitovy protein, ktery je vyluCovany parazitem a je fuzovany
s povrchovym antigenem hepatitidy B. Dale je smichan s Matrix-M, vakcinacnim
adjuvans vyrabénym spoleCnosti Novavax, ktery posiluje reakci imunitniho
systému na vakcinu. O¢kovani je schvaleno u déti od 5 mésicu do 3 let [Mahase,
2023].
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ZAVER

Malarie muze byt zpusobena ¢tyfmi hlavnimi zastupci rodu Plasmodium,
a to Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax
a Plasmodium ovale. Zavazny pribéh onemocnéni nebo dokonce smrt jsou
nejCastéji zpusobeny P. falciparum. Pro efektivni IéCbu malarie je zasadni rychla
a pfesna diagnostika, ktera zahrnuje identifikaci parazitd malarie nebo jejich
antigenu v krvi pacienta. Jsou vyuzivany mikroskopické prikazy v tenkém

a tlustém krevnim natéru, dale PCR metody a rychlé diagnostické testy.

Pro spravnou |éEbu malarie je kliCova cestovni anamnéza, ktera je
vyznamna pro vybér ucinného antimalarika. LéCba nefalciparové malarie
zahrnuje tfidenni kuru peroralné podavanym chlorochinem nebo kombinace
artemisininovych terapii. U téZzké falciparové malarie a infekci komplikovanych
vysokym poctem parazitd by méla lé¢ba zahrnovat intravenézni terapii. Dllezita
je také obecna a podplrna péce. V ramci prevence se vyuziva kombinace
chemoprofylaxe, vyhybani se kousnuti komary, pouzivani repelentd, insekticidu
a ochrannych odévl. Jedinou schvalenou vakcinou proti malarii je

R21/Matrix-M, a to pouze v Ghané. Ockovani je pro déti od 5 mésict do 3 let.
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