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ANOTACE

Tato prace se zaméfuje na detailni prozkoumdni mechanismu vzniku srpkovité anémie a
na objasnéni, jak heterozygotni stav chrani nositele pted fatalnimi projevy malérie. Cilem je
prozkoumat roli, kterou hraje srpkovaténi Cervenych krvinek, zajisténi pfirozené selekce a

vyhody heterozygotni formy pro pfeziti v malarickych oblastech.

KLICOVA SLOVA

srpkovita anémie, hemoglobin S, maldrie, heterozygot

TITLE

Sickle cell anemia

ANNOTATION

This work focuses on a detailed examination of the mechanism of sickle cell anemia formation
and the clarification of how the heterozygous state protects the carrier from fatal manifestations
of malaria. The aim is to explore the role that sickling of red blood cells plays, ensuring natural

selection, and the advantages of the heterozygous form for survival in malaria-endemic areas.
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UVOD

Srpkovitd anémie je genetické onemocnéni, které je zplsobeno bodovou mutaci v genu
pro hemoglobin, coz vede k produkci abnormélniho hemoglobinu. V podminkach nizké hladiny
kysliku dochazi k polymerizaci tohoto hemoglobinu, diky které se erytrocyty deformuji do
typického srpkovitého tvaru, jejich zvySené rigidit¢ a nachylnosti k hemolyze, a tim 1

k anémii.

Zatimco srpkovitd anémie je povazovana za zavazné dédicné onemocnéni, které vede
k posSkozeni Cervenych krvinek, jeji vyskyt v oblastech subsaharské Afriky, ¢asti Indie a
Latinské Ameriky neni ndhodny. V poslednich desetiletich se ukazalo, Ze nositelé tohoto
genetického defektu — konkrétné jeho heterozygotniho genotypu pro srpkovity gen — maji
paradoxné vyhodu, kterd je chrani pfed smrtelnymi formami malarie. Tento jev, znamy jako
selekéni vyhoda heterozygotil, pfedstavuje fascinujici piiklad, jak evolu¢ni tlak infek&nich

nemoci mize vést k adaptacim, které¢ maji vliv na genetickou strukturu populace.

wewr

24

malarie se zdvaznou anémii. Tato ochrana se vSak neprojevuje pouze niz$imi pocty
parazitovanych cervenych krvinek, ale je vysledkem komplexni interakce mezi parazitem a

imunitnim systémem hostitele.

12



1 PACIENT CISLO NULA

Walter Clement Noel, ktery se narodil v roce 1884 v karibské Grenadg, se ve svych 20 letech
ptestéhoval do Ameriky, aby si splnil svlij sen — stat se zubafem. Po nékolika letech plnych
chronickych zdravotnich problémil, bércovych viedl vytvofenych béhem plavby a

ptetrvavajicich respiracnich problémech navstivil Noel soukromou nemocnici v Chicagu.

V nemocnici ho pfijal internista Ernest Irons a po provedeni natéru periferni krve a
mikroskopickém pozorovani poznamenal, ze Noelovy erytrocyty maji abnormalni tvary —
podobné tvaru hrusky, n¢jakeé jsou protahlé a nékteré malé (protokol o vysetieni Noelovy krve,
viz Priloha 1). Irons proto projednéaval tento ptipad s jeho dohlizejicim lékafem, doktorem

Herrickem.

Herrick Noeluv pfipad pfedstavil na 25. Narodnim zasedani Asociace americkych lékati v roce
1910 a pozdéji i s rostoucim poctem podobnych piipadt bylo toto onemocnéni pojmenovano
jako srpkovitd anémie. Ve 40. letech 20. stoleti byla dostate¢né objasnéna fyzikalni i chemicka
stranka hemoglobinu S a dédi¢nost srpkovité anémie, proto ji védec Linus Pauling nazval prvni
molekularni nemoci. Tato diagndza neovlivnila pouze Noeliiv Zivot, ale také napomohla otevfit

nové rozhledy v genetice a vySetfovani krevnich anomalii.

Noel, i pfes své onemocnéni, dokoncil studium zubniho 1€karstvi a vratil se do rodné Grenady,

kde v kvétnu roku 1916 zemiel na astenii ze zépalu plic (Steensma et al., 2010).
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2 HEMOGLOBIN

Blutfarbstoff (ném. neboli krevni barvivo) objevil némecky l1ékar a chemik Friedrich Ludwig
Hiinefeld. Objev popisuje ve své knize ,,.Der Chemismus in der thierischen Organisation®
vydané v roce 1840. Na Hiinefeldiiv objev navézali dalsi dva vyznamni némecti védci: Otto

Funke a Felix Hoppe-Seyler (Sheftel ef al., 2012).

Dnes lze hemoglobin charakterizovat jako metaloprotein, ktery ve své molekule obsahuje ionty
dvojmocného Zeleza. Nachazi se uvnitt erytrocytl, kde tvoii pfiblizné 35 % jejich celkového
obsahu a mezi jeho hlavni funkce se fadi transport kysliku do tkani organismt diky jeho
schopnosti reverzibiln¢ vézat kyslik. Déle je hemoglobin dilezity pro regulaci pH krve a také
pro transport oxidu uhli¢itého z tkani. Molekula hemoglobinu disponuje ¢tyimi vazebnymi
misty pro navazani kysliku, proto muize tato jedna molekula navazat az 1,34 ml kysliku.

(Fabryova, 2015).

2.1 Slozky hemoglobinu
Hem a polypeptidovy fetézec o urcité délce aminokyselin tvofi podjednotku hemoglobinu,
pfi¢emz jedna molekula hemoglobinu se sklada ze 4 téchto podjednotek. Hemova slozka tvofi

pouze 4 % celé molekuly hemoglobinu, zbytek (96 %) je tvofen bilkovinnou ¢asti.

Hem je nejvyznamnégj$i porfyrinovy derivat. Jeho syntéza probihd v cytoplazmé a
mitochondriich hepatocytli a bun¢k erytroidni linie v kostni dfeni. Proces syntézy hemu konci
inkorporaci Zeleznatého kationtu do molekuly protoporfyrinu IX pomoci enzymu

ferrochelatazy (Ogun et al., 2023).

Syntéza polypeptidovych fetézcli za¢ina po dokonceni syntézy molekuly hemu. Probiha v jadie
a cytoplazmé erytroidnich prekurzorii procesem transkripce a translace gend. V molekule
hemoglobinu jsou pfitomny celkem 4 polypeptidové fetézce — vzdy jeden par alfa fetézcti a par
jinych nez alfa fetézcii (beta, A-gama, G-gama, delta, zeta). Polypeptidové fetézce urcuji druh

hemoglobinu (Fabryova 2015; Farid et al., 2023).

2.2 Struktura polypeptidovych Fetézci
Polypeptidové fetézce jsou sloZzeny z aminokyselin, jejichz potadi je kddovano strukturdlnimi
geny. Podle pofadi a poctu aminokyselin rozliSujeme v lidském téle 6 typt polypeptidovych

fetézcl, rozdélenych na 2 chromozomech (Fabryova, 2015), viz Obr. 1.

Na chromozomu 16 nalezneme v blizkosti telomery geny pro fetézce alfa (o) a zeta (), alfa
genova rodina. Oba fetézce jsou sloZeny ze 141 aminokyselin, § se li§i ze 40 % (57 pozic
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aminokyselin je odliSnych). OdliSnost C fetézce se vyskytuje ve strukturdlné a funkéné
vyznamnych mistech a zptisobuje snizeny Bohrtv efekt a zvySenou afinitu ke kysliku, ktera je

pro embryonalni hemoglobiny charakteristicka (Clegg ef al., 1981; Fabryova, 2015).

Na kratkém raménku chromozomu 11 nalezneme beta genovou rodinu — geny pro fetézce
epsilon (g), gama (y), delta (8) a beta (). VSechny fetézce se skladaji z 146 aminokyselin.
RozliSujeme dva y fetézce: GAMA-A (na 136. pozici je alanin) a GAMA-B (na 136. pozici je
glycin). Retézce 8 a B se 1isi z 9,3 % (10 aminokyselin je odlisnych) (Fabryova, 2015).

Na obou chromozomech nalézdme tzv. pseudogeny, které se oznacuji feckym pismenem psi
(). Jsou to nefunkéni obdoby globinovych gend, které sice jsou transkribovany, ale neprojdou

fazi translace.

Chromozom 11

LCRB € G, A yp 5 P

s __| 1 BN ¥

Chromozom 16

LCRA g Wl wo2 wal a2 al 0

s [ 0TI THNN -

Obr. 1 — Rozmisténi globinovych genti na chromozomech 11 (nahoie) a 16 (dole) i s pfitomnymi pseudogeny
(pfevzato a upraveno podle Bain, 2020)

2.3 Druhy hemoglobinu

Zastoupeni fyziologickych druhli hemoglobinu se béhem vyvoje plodu a ristu jedince meéni.
Béhem embryonalniho stadia se hemoglobin vytvafi ve zloutkovém vacku a dochézi k produkci
embryonalnich hemoglobinti. Tyto hemoglobiny maji vyssi afinitu ke kysliku. Mezi

embryonalni hemoglobiny fadime Gower 1, Gower 2 a Portland (Bain, 2020; Perumbeti 2014).

Gower 1 je tvofen dvéma ( a dvéma ¢ fetézci ({re2). Gower 2 je tvofen dvéma o a dvéma ¢
fetézci (one2). Oba byly pojmenovany podle nazvu londynské ulice, kde sidli Fakultni
nemocnice. Portland je tvofen dvéma C a dvéma y fetézci (C2y2). Je pojmenovan podle mista

svého ndlezu (Verejné vysoké skole v Portlandu) (Bain, 2020; Perumbeti, 2014).

Od 5. tydne nitrodélozniho vyvoje zacind syntéza hemoglobinu ve slezin¢ a jatrech. V tomto
obdobi nartsta tvorba hlavniho hemoglobinu fetdlni ¢asti Zivota — fetdlniho hemoglobinu

(HbF). HbF se sklada ze dvou o a dvou y fetézet (a2%2 nebo an?y2, podle typu gama fetézce).
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Piinarozeni je hladina HbF mezi 50-95 %, v dospélosti by hodnota neméla ptekrocit 1 % (Bain,

2020; Perumbeti, 2014).

Od 20. tydne nitrod€élozniho vyvoje ptebira vétSinu syntézy hemoglobinu kostni dien a za¢ina
se tvortit dospely hemoglobin A (HbA). RozliSujeme dva typy HbA — HbA a HbA2. HbA je
hlavnim hemoglobinem a tvoii 96 — 98 % celkového hemoglobinu v dospélosti. Je tvofen
dvéma o a dvéma f fetézci (o2f32). HbA2 je minoritni hemoglobin, ktery tvofi maximalné
3,5 % celkového hemoglobinu. Sklada se ze dvou a a dvou & fetézcl (0202) (Bain, 2020;

Fabryova, 2015).

2.4 Poruchy syntézy hemoglobinu

Zmény v genové sekvenci pro syntézu hemoglobinu jsou nejcastéjsi genetickou poruchou
na svété a nazyvame je souhrnné hemoglobinopatie. Zmény v sekvenci jsou zplisobeny at’ uz
bodovymi mutacemi (zdménou jednoho nukleotidu), ale i inzerci ¢i deleci ¢asti sekvence gentl,

které koduji a1 B genovou rodinu (Kohne, 2011).

Pti same-sense bodovych mutacich nema zdména nukleotidu Zadny vliv na pofadi aminokyselin
v fetézci. Pfi mis-sense mutaci uz ale miZe jiny nukleotid koédovat zcela odliSnou
aminokyselinu, kterd poté miize zpusobit tvorbu abnormalniho hemoglobinu (napt. zdména
thyminu za adenin zpiisobi vznik valinu namisto kyseliny glutamové, coZz je pfic¢inou tvorby
HbS u srpkovité anémie). Déale se mohou objevit non-sense bodové mutace, kdy vznika stop

k pozdéjSimu piecteni a prodlouZeni fetézce) (Fabryova, 2015).

Inzerce nebo delece vyvold posunuti ¢teciho ramce pfi translaci, coz zptsobi syntézu jinych
aminokyselin v globinovém fetézci. Stop kodony se tak mohou objevit diive nebo pozdéji a

fetézec tak mize byt krat$i nebo naopak delsi.

Hemoglobinopatie rozd¢lujeme na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou talasémie, pfi kterych
dochazi ke snizené syntéze globinového fetézce — u o-talasémie k snizené syntéze o
globinovych fetézcli, u [B-talasémie [ globinovych fetézcii. Do druhé skupiny tadime
onemocnéni, kterd jsou zpisobena syntézou abnormalniho hemoglobinu a dochazi u nich
ke strukturadlni zméné hemoglobinové molekuly. Patii sem jiz zminény HbS u srpkovité anémie,

HbC, HbE (podobnost s B-talasémii), HbD a HbG (Fabryova, 2015).
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3 MECHANISMUS VZNIKU SRPKOVITE ANEMIE

Srpkovitd anémie byla zndma a popisovana v africkych komunitach davno pted oficidlnim
pfedstavenim Herrickova pfipadu. V zapadni Africe, mist¢ nejvys$Siho vyskytu, byla
onemocnéni oznacovana riznymi nazvy — Abiku, Ogbanje — déti, které piijdou a odejdou. Toto
oznaceni souviselo s typickymi projevy nemoci (opakované epizody horecek a bolesti, Spatny
rast s nizkou hmotnosti a pfed¢asna timrti). Dodnes jsou nékteré komunity ovliviiovany myty
o této nemoci, napf., ze ji zptisobuji zli duchové ¢i Spatné chovani. Nékdy se srpkovitd anémie

povazuje za nemoc chudych nebo trest od Boha (Egesa ef al., 2022).

3.1 Hemoglobin S

Bodova mutace (oznac¢ovana jako rs334 nebo BE6V) na pozici 6. kodonu v B-globinovém
fetézci umozni syntézu HbS. Dojde k zdaméné thyminu za adenin a novy triplet (GTG) tak
koéduje valin namisto piivodni kyseliny glutamové (triplet GAG). Kvtli odlisSnym vlastnostem
téchto dvou aminokyselin ma bodova mutace obrovsky vliv na strukturu celé hemoglobinové

molekuly (Fabryova, 2017).

Kyselina glutamov4 je hydrofilni, polarni aminokyselina s negativnim elektrickym nabojem na
rozdil od valinu, ktery je hydrofobni, nepolarni a pozitivné nabity. Pravé hydrofobie valinu
narusuje terciarni strukturu a stabilitu molekuly hemoglobinu. Diky tomu, Ze se protein stane
hydrofobni, zméni se elektrostatickd rovnovaha a stabilita molekuly hemoglobinu, a tim se
zvysi predispozice této podjednotky k agregaci a tvofi se tak nerozpustné polymery.
Agregovany HbS deformuje Cervené krvinky, snizuje jejich pruznost a zptsobuje jejich trvalé

poskozeni a zménu tvaru, kterd je patrnd na Obr. 2 (Fitzsimmons, et al., 2016; Suhail, 2024).
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Obr. 2 — Srpkovité erytrocyty (oznacené ¢ernou Sipkou) v krevnim natéru, zvétSeni 1000x pod imerzi, fotila a pozorovala
Katefina Haislova v mikroskopu Olympus BX53, Fakultni nemocnice v Motole, 2024
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Agregovana forma hemoglobinu se vytvaii béhem deoxygenace, jakmile se z hemoglobinu
uvolni kyslik. Kdyz je HbS oxygenovany, zlstdva rozpustny a erytrocyty si udrzuji svij
charakteristicky bikonkavni tvar. Béhem deoxygenace dochézi k odkryti hydrofobni oblasti,
kterd umozni polymerizaci a zménu tvaru erytrocytli. U homozygotl se tento proces odehrava
uz pti 85% saturaci hemoglobinu kyslikem, u heterozygotl az pii poklesu saturace na 40 %
(Fabryova, 2017). Proces srpkovaténi se vyrazné zrychluje v disledku opakovanych

deoxygenacnich cykll a pfi zvySené intraceluldrni koncentraci HbS (Fitzsimmons ef al., 2016).

3.1.1 Struktura a tvorba polymeru HbS
Do agregace HbS se =zapojuji pouze hemoglobiny v T konformaci, tedy tetramery
deoxyhemoglobinu (bez jediné navazané molekuly kysliku). Tyto tetramery se spojuji

ve vlakna o priméru 20 nm a vytvareji kapalné krystaly (Allison, 2002).

Pomoci elektronové mikroskopie byla v roce 1978 objevena struktura agregovaného HbS, jenz
se sklada ze 14 prament (7 pari), které zaujimaji hexagonalni uspotfadani. RozliSujeme vnitini
prameny (prameny s Cislem 11, 12, 13, 14) a poté prameny vnéjsi, kterd je obklopuji
(viz Obr. 3). Prameny jsou nejspiSe tvoiena nejmén¢ z 20 molekul deoxygenovaného

hemoglobinu S (Dykes et al., 1978; Williams Jr., 1973).

Obr. 3 — Usporadani vlaken v molekule HbS (pfevzato a upraveno podle Dykes et al., 1978)

Ke specifické konzistenci a stabilité HbS pfispivaji vazebné kontakty mezi jednotlivymi vlakny
(viz Priloha 2). Jakmile dosahne koncentrace deoxygenovaného hemoglobinu S rovnovazného
stavu a netvoii se tedy zadné dalSi polymery, zméni se jeho fyzikalni vlastnosti a stane se
viskoznim gelem. Takzvana krystalova struktura HbS je tvofena smési 2 fazi (kapalna a pevna
faze), které jsou v rovnovaze. Pevnou fazi tvoii jiz zminéna charakteristicky usporadana vlakna,
kapalné faze obsahuje jednotlivé molekuly hemoglobinu bez vyssich agregatl. Zajimavé je, Ze

je koncentrace HbS v supernatantu po ultracentrifugaci a po sedimentaci vladken nezavisla
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na celkové koncentraci HbS ve vzorku. S rostouci celkovou koncentraci se sice zvys$i mnozstvi
polymertt HbS, ale v supernatantu ziistane koncentrace stale stejna, a prave ta udava
rozpustnost, a tedy i stabilitu vldken. Stabilitu vldken také ovliviiuje i teplota — pfi zvySeni
teploty zesili hydrofobni efekt v celé molekule hemoglobinu S a snizi se tak rozpustnost vlaken

(Cretegny et al., 1993; Eaton, 2020).

3.1.2 Mechanismus polymerizace HbS

Mechanismus samotné polymerizace zafina jiz pii deoxygenaci HbS. V molekule
oxygenovaného HbS se nachazi pouze jeden solny mistek o délce 2,63 A. Po deoxygenaci se
v molekule dHbS (deoxygenovany HbS) vytvoii 2 solné mistky, jejichz délka je vétsi (3,18 A
a 3,22 A). Solny miistek je elektrostaticka interakce, ktera se vytvaii mezi opa¢né nabitymi
¢astmi aminokyselina. V pfipadé SCD se jeden solny mustek tvoii mezi negativné nabitou
karboxylovou skupinou kyseliny glutamové na 7. pozici (Glu7) a pozitivné nabitym lysinem
na 123. pozici (Lys123) a druhy se utvaii mezi kladnou imidazolovou postranni skupinou
histidinu na 146. mist¢ (His146) a negativné nabitou karboxylovou skupinou kyseliny
asparagové na 94. misté (Asp94). Pro pochopeni mechanismu polymerizace se budu zabyvat
pouze prvnim solnym mustkem (Glu7-Lys123). Pravé prodlouzeni tohoto solného mustku
zeslabuje stabilitu deoxygenovaného hemoglobinu a zvySuje flexibilitu lokdlnich oblasti,

protoze elektrostatické interakce zeslabuji s vétsi vzdalenosti (Suhail, 2024).

Diky sniZené stabilité jiz zminéného solného mustku se mlize utvofit tzv. hydrofobni kapsa
z prolinu-valinu-kyseliny glutamové (Pro5-Val-6-Glu7). Celkové je kapsa hydrofobni, protoze
2 ze 3 aminokyselin jsou hydrofobni. Tato kapsa interaguje s hydrofobnimi vazebnymi misty
na B-fetézci sousedni molekuly dHbS, a to konkrétné se zbytky leucinu (Leu88) a fenylalaninu
(Phe85). Vazba hydrofobni kapsy s hydrofobnimi zbytky mé dostate¢nou afinitu k zahajeni
polymerizace srpkovitého hemoglobinu, ktera vede k srpkovaténi erytrocytl (Suhail, 2024).

Srpkovity hemoglobin polymerizuje exponencialné mechanismem dvoji nukleace — zpoc¢atku
se shlukuji monomery az vytvofi stabilni jddro neboli nukleus (tento prvni mechanismus se
nazyva homogenni nukleace), takto vytvorené jadro se zaCne rozristat az do polymerového
vlakna a na povrchu tohoto vzniklého vldkna se tvoti n€kolik novych malych jader, ze kterych
se opét rozristaji nova polymerova vldkna (heterogenni nukleace). Utvaii se jiz zminéna
hexagonalni formace 14 vldken, které se vétvi do hustych struktur nazyvanych domény.
S ptibyvajicim poctem vytvoifenych vldken se zaroven zvétSuje i plocha pro vznik

heterogennich jader, a proto HbS polymerizuje exponencidlné (Ferrone, 2015).
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3.1.3 Delay time v ramci polymerizace hemoglobinu

Kinetika polymerizace hemoglobinu S obsahuje jeden charakteristicky rys — delay time (doba
zpozdéni). Ve své podstaté je to latentni obdobi mezi deoxygenaci hemoglobinu v erytrocytu a
vznikem polymertt HbS. Za fyziologickych podminek dochazi k deoxygenaci hemoglobinu
postupné. Disledkem postupné deoxygenace je nedostatek deoxygenovaného HbS
k tfaskavému nartstu polymert a lze tedy uvazovat, Ze je polymerizace omezena rychlosti
deoxygenace krve. Nejkratsi cas potfebny pro deoxygenaci erytrocytu je 0,5 sekundy, coz je
zaroven cas, ktery erytrocyt potiebuje, aby proSel kapilarou a odevzdal kyslik do tkané

(Ferrone, 2015; Kayar et al., 1994).

Delay time velice uzce souvisi s patofyziologii srpkovité anémie, a to z nasledujicich divodu.
Pokud je delay time del$i nez doba priichodu erytrocytu kapilarou, nedochdzi k zachyceni
cervené krvinky v kapilafe. Opacnd situace vede k obrovskému narGstu polymerd prave
v kapilarach — nejuzsich mistech cirkulace krve, kde dochézi k jejich deoxygenaci. Zarovei je
delay time vysoce zavisly na koncentraci hemoglobinu S v krvi— ¢im vy$si je koncentrace HbS,
tim kratsi je delay time a i sebemensi zmény fyziologickych podminek u pacienta mohou vyustit

v ucpani drobnych cév ¢i k silnym bolestem a srpkovité krizi (Ferrone, 2015).

RozliSujeme dva typy doby zpozdéni — vlastni a stochastické zpozdéni. Vlastni (neboli
intrinsickd) doba zpozdéni je ddna samotnym exponencidlnim prib&hem polymerizace.
Stochastické zpozdéni se projevuje u mensich objemi nebo napt. v ramci jednoho erytrocytu a
vzniké kvili ndhodnému casu ¢ekani na vytvoreni prvniho jadra pro polymerizaci. Aplikuje se,
pokud je rychlost homogenni nukleace dostate¢né nizkd, aby béhem vlastni doby zpozdéni

vzniklo jen jedno jadro (Ferrone, 2015).

Podle délky delay time rozliSujeme stavy, které se odehrdvaji v téle pacienta se srpkovitou
anémii. Pokud je delay time dlouhy (vice nez 15 sekund), je zpozdéni polymerizace dostate¢né
pro navrat erytrocytt do plic, kde se hemoglobin oxiduje a netvofi se Zadna patologie. U stfedné
dlouh¢ delay time (1 — 2 sekundy) sice €ervené krvinky uniknou z kapilarniho fecisté, ale
k polymerizaci dochazi ve vénéch pii navratu do plic. I pfesto, Ze nastava rigidita erytrocytu,
nedochdzi k obstrukci zil. Komplikace nastavaji, pokud v plicich nejsou zcela rozlozeny zbytky
polymert HbS. Tyto zbytky totiz nejen zkracuji delay time a urychluji tim polymerizaci pfi
deoxygenaci, ale zaroven uplné odstrani stochastickou ¢ast doby zpozdéni a umozni okamzitou
polymerizaci ihned po ¢aste¢né deoxygenaci hemoglobinu a v neposledni fad¢ zvySuji tuhost

erytrocytll, jakmile HbS polymerizuje a nabere gelovou konzistenci. Kratka delay time
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(pod 1 sekundu) umoznuje polymerizaci erytrocytl jest¢ v kapilarnim fecisti, coz zpiisobuje

jejich uviznuti v mikrocirkulaci a naslednou obstrukci (Ferrone, 2015).

3.2 Patologie srpkovitych erytrocyti

Polymerizovany HbS v erytrocytech nepfiznivé ovlivituje jejich fyziologickou morfologii.
U srpkovité anémie (SCD) mechanicky kiehké a hiife deformovatelné erytrocyty pfispivaji
k narusenému pratoku krve. Nedochdzi totiz pouze ke zmén¢ ve struktuie bunééné membrany
erytrocytll, ale HbS rovnéz ovliviiuje metabolické drahy i cytosol uvniti bunék kvili jeho
schopnosti tvofit volné kyslikové radikaly a tim indukovat oxidacni stres. To vSe pfispiva
k mnohondsobn¢ zkridcené Zzivotnosti srpkovitého erytrocyti na pouhych 10 — 20 dni

z ptivodnich 120 dni (Kuypers, 2014).

3.2.1 Vliv HbS na bunéénou membranu erytrocyti

Pritomnost srpkovitého hemoglobinu vede k naruSenému transport iontli, zméné adhezivnich
vlastnosti erytrocytu, a pfedevs§im ke ztrat€¢ membranové asymetrie membranovych lipidi, coz
zpusobi expozici fosfatidylderinu (PS) na povrchu. Zajimavosti je, ze ne vSechny bunééné
membrany cervenych krvinek jsou pozménény stejné. A protoze je populace srpkovitych
erytrocytli heterogenni populaci, je proto velmi obtizné stanovit piimy klinicky vliv HbS na

membranu erytrocytl (Kuypers, 2014).

Srpkovité erytrocyty maji zvySenou adhezi k endotelidlnim bunkam a nejvice k nim adheruji
v mistech s nejpomalejS$im tokem krve, kterymi jsou postkapilarni venuly. Po této adhezi
nastava dalsi krok, ktery velmi vyrazné ptispiva k obstrukci cév. Tyto vice adhezivni srpkovité
erytrocyty totiz zachytavaji tzv. Irreversible Sickle Cells (IRCs, coz jsou erytrocyty, které
nabyvaji podoby srpku uz i pfi oxygovaném stavu a nemohou se tak jiz navratit do ptivodniho

bikonkévniho tvaru) (Ferrone, 2015; Kuypers, 2014).

K detekci vaskularnich obstrukei u srpkovité anémie ptispivaji mikrocastice (tzv. membranovy
prach). Jsou to drobné (velikost do 1 pm) fosfolipidové vacky uvolnéné pravé z membrany
erytrocyti a slouzi jako biomarkery spojené se zvySenym rizikem vzniku trombdzy a
intravaskuldrni hemolyzy. Asymetrii fosfolipidové struktury membrany udrzuji 3 enzymy —
flipaza a flopaza (translokazy, flipdza pfemistuje fosfolipidy z vnéjsi strany do cytosolové
vnitini strany membrany a flopaza naopak) a skramblaza (taktéz translokaza, kterd rovnomérné
redistribuje fosfolipidy mezi obéma vrstvami a ke svému pisobeni vyzaduje aktivaci).
Mikrocastice vznikaji pfedev§im prostiednictvim piisobeni zminénych enzymii ve vztahu

ke koncentraci vapenatych iont uvnitif RBC. Zvysena koncentrace Ca?" iontli aktivuje flopazu
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a skramblazu a dochazi k pfemisténi PS na vnéjsi stranu fosfolipidové membrany vlivem
flopazy a dale ke ztraté asymetrie fosfolipidli plisobenim skramblazy. Pisobenim protedz
disociuje ankyrin z vazby na prouzek 3 (integralni membranovy protein, ktery se svym N-
terminalnim koncem vaze na deoxygenovany hemoglobin) a timto mechanismem se oddéli
cytoskelet od membrany. U pacientl se srpkovitou anémii dochazi k aktivaci skramblazy, diky
které se PS pfesune rychleji na vnéjsi stranu membrany a zaroven probihd inhibice flipazy,
takze PS zlstane na vnéjsi strané. Membrana se stava tuzsi a mize vytvaret vybeézky, které
vedou ktvorbé a uvolnéni mikro€astic. Riziko membranového prachu spociva praveé
v odhaleném fosfatidylserinu, ktery zvySuje koagulacni stavy a podporuje adhezi erytrocytt

na endotelidlni buniky (Kuypers, 2014; Rubin et al., 2012).

3.2.2 Fosfatidylserin na povrchu srpkovitych erytrocytu

U zdravych cervenych krvinek signalizuje vyskyt fosfatidylserinu (PS) na povrchu buiky
zahdjeni apoptotickych procest. Kromé& apoptéozy se PS mize na povrchu membrany
vyskytnout pouze ve vySe zminéném piipadé — translokace fosfolipidii z vnitini cytosolové
strany fosfolipidové dvojvrstvy na stranu vnéjsi. In vivo je zvySend expozice PS u srpkovité
anémie a talasémie. Pomoci pritokové cytometrie a fluorescenéniho znaceni PS bylo
prokazano, ze u srpkovité anémie je zcelkového poctu erytrocytd pouze 10 % tzv. PS-

exponujicich. AvSak toto procento se u jednotlivych pacientd mtze lisit (Kuypers, 2014).

Expozice PS ma nékolik zasadnich dusledkti na chovani erytrocytu. Nejenze napomaha adhezi
na endotelialni bunky, ale fosfatidylserin poskytuje vazebné misto pro faktory srazeni krve
(zejména aktivované faktory V a X), a tim zvySuje riziko hyperkoagulace s vaskularnimi
komplikacemi. Mezi dalsi disledky patfi rozpoznani PS-exponujicich erytrocytti bilymi
krvinkami, které je eliminuji a zaroven slouzi jako signdl makrofaglim ve sleziné, které je
oznaci a rychle odstrani z obéhu. V neposledni fad€é dochazi k dehydrataci buiiky vlivem ztraty
draselnych a chloridovych iontd, tudiz se buiika zmensi a snizi se pruznost membrany a déle
erytrocyt nabyva zvySené hladiny reaktivnich kyslikovych radikall, coz zvySuje oxidativni

stres v buiice (Kuypers, 2014).

Pravé ptitomnost PS mulze znacit predCasné starnuti srpkovitého erytrocytu, coz by
vysvétlovalo jeho zkracenou zivotnost a zéaroven rozvoj vzniku anémie. PS-exponujici
erytrocyty mizeme nalézt i v periferni krvi. Jejich pfitomnost se projevuje jednak kvuli
oslabené funkci sleziny, kterd snizuje schopnost téla tyto buriky odstranit a zaroven také kvuli

tomu, Ze procesy, které tyto bunky odstranuji mohou byt naruseny nebo nestihaji tak velké
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mnozstvi bunék likvidovat. V ndvaznosti na Givod této kapitoly je tfeba zdlraznit, ze praveé
opakovand oxygenace a deoxygenace a tedy neustdle opakovand zména tvaru srpkovitych
erytrocytll (v zéavislosti na delay time) narusi lipidovou strukturu fosfolipidové membrany
erytrocytu a umozni expozici PS na povrchu membrany, tvorbu mikroc¢éstic a naslednou adhezi
erytrocytl k endotelialnim bunkdm spolecné se zvySenym rizikem cévni okluze. VSechny tyto

mechanismy jsou znazornény na Obr. 4 (Kuypers, 2014).
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Obr. 4 — Schéma se zménami probihajicimi v erytrocytu obsahujicim HbS (ptevzato a upraveno podle Kuypers, 2014)

3.3 Dédi¢nost bodové mutace BE6V

Srpkovitd anémie se fadi mezi autosomalné recesivni onemocnéni, kdy se gen pro bodovou
mutaci prenasi recesivni alelou. Fenotypové se srpkovitd anémie (tzv. Sickle Cell Disease,
SCD) projevi u recesivnich homozygotl. Heterozygotni stav se oznacuje Sickle Cell Trait
(SCT) a je formou bez klinického projevu. Zajimavosti na heterozygotnim stavu je, Ze

ochraniuje své nositele pfed smrtelnou formou malarie (Fabryova, 2017).

Mutaci najdeme vgenu pro syntézu [-globinového fetézce, ktery se nachazi
na 11. chromozomu (11p15.5). Pojem Sickle Cell Disease zahrnuje rtizné poruchy, jejichz
patologie vyplyva z dédicnosti srpkovitého hemoglobinu. Rozeznavame 3 genotypy, u kterych
jedna alela nese mutaci BE6V, druhd alela nese mutaci jinou: nejéastéjSim genotypem (cca 70 %
pfipadi SCD) je HbS/HbS (srpkovitda anémie), pot¢ HbS/HbC (25 %) a nejméné
HbS/B-talasémie (5 %). Heterozygoti maji genotyp HbA/HbS, protoze jedna zalel je
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bez mutace a tvoii se dosp€ly hemoglobin HbA (HbS u nich tvoii zhruba 20 — 40 % z celkového
hemoglobinu a toto mnozstvi neni dostate¢né pro vyvolani patologické zmény erytrocytl)

(Hardouin et al., 2023; Serjeant, 2022).

Ackoli je srpkovitd anémie monogenné dédi¢na choroba a vznika jako nasledek bodové mutace
v jednom genu, jeji projev ovliviiuje mnoho dalSich genetickych faktorti. K pleiotropii SCD
pfispiva napt. SNP (bodovy polymorfismus), hladina HbF, oxidac¢ni stres a v neposledni fad¢ i

rozdilné haplotypy (Hardouin et al., 2023).

Pravé haplotypy v B-globinovém fetézci jsou takzvané prognostické faktory, které ovliviluji
vyvoj onemocnéni. Byly objeveny pomoci §t€peni DNA na fragmenty prostfednictvim
restrikénich endonukledz a rozliSujeme 5 haplotypti podle hladiny HbF — vzestupné Bantu,

Kamerun, Benin, Senegal a Satidsko-indicky (Hardouin et al., 2023), viz Obr. 5.
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Obr. 5 — Mapa vyskytu jednotlivych haplotypt SCD v oblasti Afriky a Indie (pfevzato a upraveno podle Gabriel, 2010)

Hladina HbF reguluje schopnost polymerizace deoxygenovaného hemoglobinu S raznymi
mechanismy: jednak svou pfitomnosti snizuje koncentraci samotného HbS, ale predevsim
zabraniuje jeho polymeraci prostfednictvim inkorporace y fetézcl do struktury molekuly
hemoglobinu. Nositelé¢ haplotypti s vyssi hladinou fetdlniho hemoglobinu, tedy Senegal a
Saudsko-indicky, maji v genu HBG2 (kodujici y-globinové fetézce) ptitomen polymorfismus
restrikéniho mista Xmn1 (rs7482144), kde dochdzi na 158. pozici genu k zdméné C za T, ktera
zpusobuje nejen vyssi hladinu HbF, ale 1 zvySené mnozstvi celkového hemoglobinu a zvyseny
pocet retikulocytli v periferni krvi. Naopak u haplotypu Bantu, ktery obsahuje nejméné

fetalnitho hemoglobinu, tento polymorfismus nenajdeme. Tento rozdil zplisobuje mimo jiné
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Hladiny fetdlniho hemoglobinu u haplotypti primérné dosahuji nésledujicich hodnot —
Satudsko-indicky 30,3 %, Senegal 15,2 %, Kamerun a Benin 7 %, Bantu 5 %, coz je oproti
fyziologickému necelému 1 % zasadni rozdil (Akinsheye et al., 2011; Hardouin et al., 2023;
Lakkakula et al., 2023; Serjeant, 2022).

3.3.1 Propojeni genetiky a fenotypové variability klinickych projevi

K bliz§imu porozuméni a objasnéni fenotypové variability tohoto onemocnéni se relativné
v nedavné dob¢ zacaly provadét genetické asociacni studie, které jsou zalozené na analyze
kandidatnich gent. Kandidatni geny jsou takové geny, jejichZ profil (funkce nebo i umisténi
v genomu) naznacuje, ze by se potencialné mohly podilet na vzniku nemoci ¢i biologického
procesu. Nasledujici Tab. 1 zahrnuje genetické polymorfismy, které mohou byt spojeny
s ur¢itym klinickym projevem SCD. Efektni alela mé vliv na pribéh onemocnéni a je statisticky
spojena se zménou urcitého znaku, neefektni alela neprokazuje Zadnou vyznamnou souvislost

se studovanym znakem (Steinberg, 2009; Tsukahara et al., 2024).

Tab. 1 — Genetické polymorfismy spojené s klinickym projevem SCD (pievzato a upraveno podle Tsukahara et al., 2024)

klinicky projev lokus gen SNP efektni neefektni
alela alela
hladiny HbF 2pl6.1 | BCL11A | 151427407 T G
15q14 EMC7 1s766432 C A
akutni hrudni 15926.1 IDH2 rs79915189 C G
syndrom
epizody bolesti 2p25.1 ASAP2 | rs62118798 A G
5q35.1 SLIT3 rs71605708 C T
15926.1 | ZNF710 | 1562020555 C T
15926.3 | LRRKI1 | rs117797325 T C
vaso-okluzivni 2p25.1 ASAP2 | rs62118798 A G
krize

15926.1 | ZNF710 | 1562020555 C T
15926.3 | LRRKI1 | rs11797325 T C
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Vysledky této studie jsou bohuzel zatim pozorovany pouze v relativné kratkém casovém useku,
nicméné do budoucna maji genetické asociacni studie nesmirny potencidl. Diky jejich
vysledkiim se mohou identifikovat geny a drahy, které lze terapeuticky ovlivnit; (idedlni by
bylo jejich vyuziti jiz v prenatalnim obdobi pro vytvofeni celozivotni personalizované 1écby)

(Tsukahara et al., 2024).
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4 KLINICKE PROJEVY SRPKOVITE ANEMIE

Homozygotni stav srpkovité anémie je charakteristicky tfemi zasadnimi projevy — bolestivé
epizody, progresivni organové poskozeni a chronickd hemolyticka anémie. Tomuto klinickému
obrazu odpovidaji i samotné laboratorni néalezy. V krevnim obraze pacientl je prokazatelna
snizena hladina hemoglobinu, n€kolikanasobné zvySeny pocet retikulocytii (zndmka aktivni
snahy kostni dfené o regeneraci po hemolyze) a v neposledni fadé také zvyseny pocet leukocyt
a trombocytll v disledku chronického zanétu a aktivace endotelu. V krevnim natéru lze kromé
srpkovitych erytrocytl (drepanocyty) pozorovat anizocytézu a anizochormii erytrocytd, tzn.
jejich nestejnou velikost a zabarveni anebo také Howell-Jolyho téliska. Tyto nalezy se shoduji

1 s vysledky krevnich obrazii tehdy dvanactiletého pacienta Fakultni nemocnice v Motole, kde

byl vroce 2017 vySetien (jednotlivé krevni obrazy byly provedeny 2. a 3. 5. 2017)
(Ballas et al., 2018), viz Obr. 6.
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Obr. 6 — Krevni obrazy pacienta muzského pohlavi, rok narozeni 2005 (poskytnuto z Fakultni nemocnice v Motole,
laboratorni vySetfeni provedla Ing. Bc. Ruskova Markéta, mikroskopicky hodnotila Urbankova Katetina), 2017




4.1 Bolestivé epizody
Bolestivé epizody se klasifikuji na akutni a chronické. Tato kapitola pojednéva o vaso-okluzivni
krizi (VOC), kterd se tfadi mezi akutni bolestivé epizody a dale jedné vyznamné chronické

bolesti — osteonekroze.

Jako vaso-okluzivni krize je definovana nové vznikla bodava a ostra bolest, kterd trva nejméné
4 hodiny. Dochdzi k blokadé cév srpkovitymi erytrocyty, kterd vede ke tkanové hypoxii a
vyvolava zanétlivou odpovéd’. Je to hlavni pficina akutni bolesti, kterda u pacienti vyZzaduje
I¢kaiskou péci. Klécbé VOC se podavaji parenterdlni opioidy nebo ketorolak a jinad
(pfevazné bederni oblast), klouby a dlouh¢ kosti, u batolat je typickd bolest v oblasti rukou a
nohou, kde zptisobuje infarkty, coz se projevuje daktylitidou (hand-foot syndrom). Samotna
pfi¢ina VOC neni zndma, ale mezi Casto se vyskytujici spoustéce se fadi dehydratace, alkohol
a stres nebo 1 napt. dehydratace a menstruacni cyklus u pacientek Zenského pohlavi. Béhem
VOC klesa hladina hemoglobinu a zvySuje se pocet retikulocytii (tzv. hyperhemolyza) a klesa

wewr

(Ballas et al., 2018; Tanabe et al., 2019).

Osteonekrdza (neboli avaskularni nekréza) vznika, jestlize se prerusi piivod krve do kostni
krizi, ktera tak zpisobi trombodzu, infarkt a ndsledné nekrdzu kostni tkané. Z ditvodu zvysené
nachylnosti srpkovaténi erytrocytl a omezenému zdsobovani krvi koncovymi arteridlnimi
vétvemi jsou nejcastéjsi lokaci osteonekrdzy kostni dien v hlavici stehenni nebo pazni kosti a
téla patefnich obratll. Zajimavosti je, ze s osteonekrozou se do 30 let veku setkalo 15 % pacientt
se srpkovitou anémii, z nichZ ¢tvrtina musela v pozdéjsich letech Zivota dokonce podstoupit
nahradu kycelniho kloubu. Pokud neni osteonekrdza ortopedicky sledovana ani nijak jinak
zachycena, mlze zpusobit trvalé abnormality chlze a rozdily v délce koncetin a omezit tak

mobilitu pacienta (Ballas et al., 2018; Tanabe et al., 2019).

Mezi bolestivé epizody mlizeme dale zaradit priapismus a akutni hrudni syndrom.

4.2 Organové poskozeni

U pacientil srpkovité anémie je zasazena celd fada organt a také imunitni systém.

Pacienti maji oslabenou imunitu a jsou proto nachylIngjsi k infekcim, které jsou hlavni pfic¢inou

umrti pacientl (nejcastéji je zvysené riziko pro pneumonie, meningitidy a sepse).
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Kvili poSkozené funkci sleziny maji zvySenou vnimavost k bakteriim s polysacharidovym
pouzdrem (napt. Streptococcus pneumoniae nebo Staphylococcus aureus) a kvili castému
pretizeni organismu Zelezem vlivem krevnich transfuzi dochazi k abnormalitdm v imunité B-
lymfocytli a organismus neni schopen zpracovavat bakteridlni antigeny. Infekce je Castym
spoustéCem VOC, a proto u pacientl se srpkovitou anémii horecka vyssi nez 38,5°C vyzaduje
okamzité 1¢ékatské vysetieni (Ballas ef al., 2018; Tanabe et al., 2019).

Slezina je jeden z prvnich zasazenych orgéni u SCD. Dochdzi k tzv. hyposplenismu (sniZeni
funkce sleziny), projevi se uz v prvnim roce zivota a progresivn¢ se zhorSuje. Pficinou
hyposplenismu je VOC, ktera blokuje priitok krve slezinou a dochézi tak k ischemii, fibréze a
postupné atrofii sleziny. Jelikoz ma slezina nékolik kli¢ovych funkei v lidském téle — imunita,
cévni regulace a odstranovani starych nebo poSkozenych erytrocyti, mikroorganismi a
cizorodych antigenti v krvi, jeji poskozeni proto souvisi se zvySenym rizikem zavaznych
bakterialnich infekci. V extrémnich pfipadech miize dojit az k akutni krizi slezinné sekvestrace,
coz je zivot ohrozujici rychlé hromadéni srpkovitych erytrocytli ve slezing, coz zplisobi zvétSeni
sleziny a ob&éhové selhani. Slezinna sekvestrace se objevuje primérné ve veku jiz 1,4 let véku

ditéte a je proto Casto povazovana za prvni klinicky projev onemocnéni (Tanabe et al., 2019).

Prevalence cévnich mozkovych ptihod je lehce pies 4 % u pacienti s SCD. Presto se pravidelné
sleduji neurologické funkce pacientll jednak kvili vcasné diagnostice komplikaci a zaroven
jako prevence mrtvice. Mezi neurologické komplikace postihujici pacienty s SCD tadime:
cévni mozkové piihody, tranzitorni ischemickou ataku, tiché mozkové infarkty a

neurokognitivni poruchu (Ballas et al., 2018; Tanabe et al., 2019).

Mezi zavazné komplikace SCD se také fadi onemocnéni ledvin, které mize vést az k rendlnimu
selhani. Nejcastéjsi renalni komplikaci u pacientli je neschopnost koncentrovat mo¢, coz se
projevuje predevsim Castym mocenim, noénim pomocovanim a zvySenou dehydrataci. Déle
muze dochazet k hematurii (pfitomnost krve v moci) vlivem infekce mocovych cest. Vlivem
zvySené aktivity kostni dfené z divodu anémie lze v moci zméfit zvySenou hladinu kyseliny
mocové. U pacientll s SCD je dulezité pravidelné monitorovani funkce ledvin pro vcasné

zachyceni pfipadného ledvinového selhani (Ballas ef al., 2018; Tanabe ef al., 2019).

V neposledni fadé mize dochézet k multiorganovému selhani, tedy dysfunkci alesponi 2 nebo
3 hlavnich organovych systémi. Casto k nému dochazi nékolik dni (3-4 dny) po hospitalizaci

z diivodu VOC a projevi se ndhlym zhorSenim stavu pacienta, horeckou, a predev§im poklesem
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hladiny hemoglobinu a poc¢tu trombocyt. Multiorganové selhani se 1é¢i akutni krevni transfuzi,

ktera vede k rychlému obnoveni organovych funkci (Ballas ef al., 2018; Tanabe et al., 2019).

4.3 Hemolyticka anémie

Hemolyza vyznamné ovliviiuje projevy 1 komplikace SCD. Rozpad erytrocytli vede
k uvolnovani bioaktivnich molekul, které podporuji rozvoj vaznych komplikaci, jako je plicni
hypertenze, chronické onemocnéni ledvin nebo ischemicka cévni mozkova ptihoda (Kato et al.,

2017).

Jednim z hlavnich dasledkt hemolyzy je sniZzeni dostupnosti oxidu dusnatého (NO), ktery
za normdlnich okolnosti podporuje vazodilataci. Volny hemoglobin, ktery se pti hemolyze
uvoliiuje do cirkulace, se vaZze s NO a inaktivuje se, ¢imz dochazi k vazokonstrikci a
oxida¢nimu stresu. Dale dochazi k uvolnéni enzymu arginaza-1, ktery degraduje L-arginin,

(substrat pro syntézu NO), ¢imz dale zhorSuje endotelidlni dysfunkci (Kato et al., 2017).

Dal8im rizikovym faktorem je uvolnény hem, ktery aktivuje vrozenou imunitni odpovéd’ a
podporuje zanétlivy a proadhezivni stav endotelu. To muize vyvolat vaso-okluzivni krizi a
akutni plicni poskozeni. Intravaskuldrni hemolyza tak zplsobuje oxidaéni stres a podporuje
zangtlivé, koagulaéni a angiogenni procesy, které vedou k remodelaci cévni stény a zhorSeni

vaskularni priichodnosti (Kato et al., 2017).

4.4 Komplikace v téhotenstvi

Tehotenstvi pacientek s SCD zhorSuje pribéh onemocnéni. Mnohem castéji se vyskytuji vaso-
okluzivni krize a zvysuje se riziko jak plicni embolie, tak preeklampsie (zhorSeny vyvoj
placenty kvili nedostatecnému prokrveni a okysliceni). Kvuli nedostatecnému zésobeni
placenty vlivem VOC jsou Casté potraty nebo predcasné porody. Plod byva kolem 6. mésice
téhotenstvi ohrozen nitrod€loznim ristovym opozdénim, coz je samo o sobé duvod

k pred¢asnému porodu. Matetfska mortalita se pohybuje okolo 5 — 10 % (Binder et al., 2020)

Samotny porod se doporucuje provést ptirozenou cestou, pii které plod prochédzi porodnimi
cestami. U cisafského fezu je rodicka vystavena zvySenému riziku infekénich komplikaci ¢i

krvéceni (Binder ef al., 2020).
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5 SRPKOVITY GEN V BOJI S MALARII

S pribyvajicim poctem ptipadi srpkovité anémie béhem prvni poloviny 20. stoleti bylo ¢im dal
téZ81 objasnit vyskyt tak vysoké mutacni frekvence srpkovitého znaku erytrocytl. Nebylo zcela
jasné, jak muze byt srpkovity gen udrZzovan s tak vysokou frekvenci (u mnoha africkych kment
se frekvence pohybovala mezi 20 az 40 % a u nékterych indickych domorodych skupin az 30
% populace) navzdory vymirani téchto gend v disledku imrti zptisobenych anémii. Zaroven
pacienti zasazeni SCD jsou homozygoti a pokud neptedaji své geny na potomky, dojde ke ztraté
2 srpkovitych genil v populaci. Na ptelomu 40. a 50. let 20. stoleti se ale vyskytla domnénka,
kterd by mohla zminény problém vysvétlit: je zde moznost, Ze jedinci se srpkovitym znakem
mohou mit za urcitych podminek selekéni vyhodu oproti tém, ktefi tento znak nemaji (coz
mimo jiné podporuje i fakt, Ze srpkovitd anémie se vyskytuje nejvice v oblastech, kde je

roz§itend malérie) (Allison, 1954).

Tuto domnénku podpofili svym vyzkumnym projektem v roce 1948 Daland a Castle (Daland a
Castle, 1948), ktefi mapovali Cetnost paraziti ve skupiné¢ 290 déti (ve v€ku od 5 mésict
do 5 let) z oblasti kolem hlavniho mésta Ugandy — Kampaly. Vysledky jsou zaznamenany
v Tab. 2.

Tab. 2 — Vztah mezi srpkovitym genem a vyskytem maldarie u déti z oblasti Kampala (pievzato a upraveno podle Allison,
1954)

s bez mirna stfedni az
cer er P hustota | téZka hustota | dominantni
skupina parazltemn parazitemle celkvem parazitu paraziti druh
pocet pocet pocet - = .
(%) (%) pocet pocet Plasmodia
(%) (Y0)
se 12 31 43 8 4 P. malariae
srpkovitym (27,9 %) (72,1 %) (66,7 %) (33,3 %)
genem
bez 113 134 247 39 74 P.
srpkovitého (45,7 %) (53,3 %) (34,5 %) (65,5 %) falciparum
genu

Potvrdilo se tedy, Ze ve skupiné se srpkovitym genem byl vyskyt malarie mnohem niZsi nez
ve skupiné bez tohoto znaku. Zajimavosti byla ovSem hustota a druh paraziti. U jedinct
bez srpkovitého znaku méla tietina (34 %) mirnou parazitémii, u zbytku pievazovala stiedni az
vysokd parazitémie. Naopak tomu bylo u jedinct se srpkovitym znakem, kde u 8 z 12 byla
prokézana mirna parazitémie. Ze 4 zbylych pacientt, kteti méli sttedni parazitémii, byli 3 z nich

infikovani druhem Plasmodium malariae (tento druh je v okoli Kampaly mnohem méné bézny
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nez Plasmodium falciparum). Z tohoto pozorovani vyplyva, ze srpkovity gen je ucinny
predevsim proti Plasmodium falciparum na rozdil od jinych druhl Plasmodii (Allison, 1954;

Daland a Castle, 1948).

Vyse uvedena pozorovani zdiraziiuji vyznam hemoglobinu pro Plasmodia ve stadiu jejich
vyvoje v erytrocytech. Je mozné, Ze i erytrocyty obsahujici jiné specializované nebo abnormalni
typy hemoglobinu mohou byt vic¢i malarii odolné. Napt. fetdlni hemoglobin se v mnoha
vlastnostech 1i8i od dospélého hemoglobinu, coz dokazuje objev z roku 1949 — novorozenci
vykazuji do konce 2. mésice Zivota znacnou miru rezistence vic¢i malarické infekei (Allison,

1954; Garnham 2016).

5.1 Malarie

Nézev maldrie pochdzi z italského mal’aria (neboli $patny vzduch) z doby, kdy nebyl znamy
plivod nemoci. Malarie je nemoc, kterou, jak prokazal italsky profesor Grassi, prendseji komafi
rodu Anopheles. Mistem s nejvétSim poctem piipadii malarie je subsaharskd Afrika a dale
nasleduje oblast Afghanistanu, Indie a Indonésie, (viz Obr. 7). Podle nejnovéjSich statistik
WHO bylo voblasti Afriky (nejvice Nigérie, Demokratickd republika Kongo, Niger a
Tanzanie) v roce 2023 az 263 milioni pfipadi maldrie, z nichZ je odhadovano 597 000 Gmrti
v disledku této nemoci (Afrika pfedstavovala v roce 2023 az 94 % vSech celosvétovych

pfipadli malarie a 95 % néslednych umrti) (Tuteja, 2007; WHO, 2024).

Satdsko-indicky

Bantu

P  malirie
Bl srpkovity gen

Obr. 7 — Mapa vyskytu malarie v porovnani se srpkovitym genem a jednotlivymi
haplotypy (pfevzato a upraveno podle Friedman a Trager, 1981)

Malarie se penasi kousnutim infikované samice komara rodu Anopheles. Parazité, kteti malarii

zpusobuji jsou eukaryotické jednobunécné mikroorganismy rodu Plasmodium. Za ptirozenych
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podminek mohou ¢loveka infikovat 4 druhy Plasmodii — Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale a Plasmodium malariae. Jednotlivé druhy se od sebe lisi pfedevsim

imunologicky, morfologicky, ale také i geografickym rozsitenim (Tuteja, 2007).

P. falciparum vyvolava zdvaznou az potencialné smrtelnou formu malérie a je hlavni pfi¢inou
umrti na malarii u déti v Africe. U postizenych vyvolava tézkou ztratu krve a s ni zpisobenou
anémii. Ne¢které infikované erytrocyty mohou dokonce ucpavat mensi krevni cévy, coz v oblasti
mozku mize vyvolat mozkovou maldrii, kterd je smrtelnou komplikaci zejména u kojencu.
Celosvétove je rozsiteny P. malariae vyvolavajici dlouhodobé infekce, které mohou v téle
asymptomaticky pietrvavat i nékolik desitek let. Nejrozsitenéjsim, avSak malo smrtelnym
puvodcem, je P. vivax, naopak nejmén¢ béznym puvodcem je P. ovale, ktery se vyskytuje

primarné v zapadni Africe (Tuteja, 2007).

5.1.1 Zivotni cyklus Plasmodia

Z infikovaného krevniho ob&hu hostitele nasavd komar gametocyty, které jsou soucasti
zivotniho cyklu malarického parazita, a které zprostiedkovavaji pfenos malarie. Zivotni cyklus
parazita vyzaduje expresi efektorovych proteint nezbytnych k jeho preziti v téle hostitele (pro
pteziti uvnitf 1 vné bunck, pro invazi do bunék a v neposledni fad¢ pro vyhybéni se imunitni
odpovédi hostitele). Jelikoz se Plasmodia tadi do podkmenu Vytrusoved (Adpicomplexa), je
pro né typickd metageneze (stfidani pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZovani). Na konci kazdé
faze rozmnoZzovani vznikd terminélni stddium vyvoje prvoka, které je bud’ infek¢ni pro komara

anebo pro ¢loveka (Baker, 2010; Tuteja, 2007).

Po infikovani komérem vede k rozvoji malérie a jejich ptiznakd nepohlavnim rozmnozovanim
parazitl uvniti jaternich bunck. Sporozoity (termindlni stddium vyvoje po pohlavnim
rozmnozovani v prenaseci) ze slinnych 714z komara rodu Anopheles putuji krevnim ob&hem az
do jater, kde proniknou do hepatocytii. Specifita sporozoitii k hepatocytim je podminéna
ptitomnosti receptort pro circumsporozoitovy protein v membrané hepatocytd. Tyto receptory
se oznacuji jako heparansulfat — proteoglykany a jejich vazba na circumsporozoitovy protein
probiha prostfednictvim glykosaminoglykanovych fetézcti. Zde dochézi k jejich zmnoZeni,
tzv. exoerytrocytarni schizogonii a kazdy sporozoit po opakovaném dé¢leni jadra vytvoii n€kolik
tisic merozoitl, které po uvolnéni z jater napadaji erytrocyty. Doba, po kterou sporozoity
setrvavaji v hepatocytech, se nazyva prepatentni perioda a lisi se v zavislosti na druhu
Plasmodia (u P. falciparum je perioda 8 — 25 dni, u P. malariae 15 — 30 dni) (Frevert et al.,
1993; Tuteja, 2007).
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Béhem putovani krevnim ob&hem do hepatocyti jsou sporozoity pfed imunitni reakci hostitele
chranény circumsporozoitovym proteinem. Mechanismus ochrany merozoitt pfed imunitnim
z infikovanych hepatocytli uvoliluji ve formé merozomu — balicki o velikosti 12 — 18 um
obsahujicich 100 — 200 merozoitd, které jsou obaleny membranou hostitelského hepatocytu.
Membrana merozomu postrada markery pro fagocytarni pohlcovani (nedochazi k vystaveni PS
na povrch membrany), coZ naznacuje, Ze infikovany hepatocyt nepodstoupil apoptozu
pfed uvolnénim merozomi a zaroven se merozom bez komplikaci transportuje skrz Kupfferovy
bunky. Merozomy putuji krevnim obéhem do plic, kde se v plicnich kapilarach akumuluji a
dochazi zde k zdniku membrany s naslednym uvolnénim merozoitl do krevniho obéhu.
Merozoity jsou povazovany za patogenni stadium Plasmodia, které zahajuje klinické projevy

malarie, mezi které patii epizody horecky a zimnice (Baer et al., 2007; Tuteja, 2007).

% Z

Obr. 8 — Formovani prstencové formy trofozoitu (oznacené ¢ernou Sipkou) v krevnim natéru, zvétSeni 1000x pod
imerzi, fotila a pozorovala Katefina Haislova v mikroskopu Olympus BX53, Fakultni nemocnice v Motole, 2024

Merozoity vstupuji do erytrocytd komplexnim invazivnim procesem, ktery vyzaduje vysoce
specifické molekularni interakce, a proto se pravé na tento proces zamétuji vyrobni procesy
vakcin proti malérii. Uvnitf erytrocytu dochazi k nepohlavnimu déleni a vyvoji trofozoitu.
Na pocatku jeho vyvoje ma charakteristicky tvar, ktery rovnéz udava jeho nazev — prstencova
forma (viz Obr. 8). Nasledny vyvoj trofozoitu vyzaduje glykolyzu velkého mnozstvi
importované glukézy, pohlcovani cytoplazmy hostitelské buriky a proteolyzu globinové slozky
hemoglobinu na jednotlivé aminokyseliny. Jelikoz je volny hem v krvince pro parazita toxicky,
je vétSina uvolnéného hemu polymerizovana na hemozoin (pigment charakteristicky
pro malarické parazity, ktery se ukladd ve form¢ cytoplazmatickych granul). Diky
nékolikandsobnému déleni jadra trofozoitu dojde k tvorbé schizontli. Kazdy schizont obsahuje

pfiblizné 20 merozoiti, které se po lyze erytrocytu uvolni do krevniho ob&hu a mohou infikovat
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dalsi erytrocyty. Typickym ptiznakem pro tuto Zivotni fazi Plasmodia je prudky vzestup télesné
teploty z divodu zvySené produkce tumor nekrotizujiciho faktoru a jinych cytokind. Doba,
po kterou se v erytrocytu vyviji trofozoit, ndsledné schizont a uvolnénim merozoit pro dalsi
invazi, se lisi u kazdého druhu Plasmodia —u P. falciparum trva jeden tento cyklus 48 hodin,

u P. malariae az 72 hodin (Pamplona et al., 2007; Tuteja, 2007).

MenSina merozoitli se diferencuje v erytrocytech a tvofi gametocyty nezbytné pro pienos
infekce na dalSiho hostitele prostfednictvim komard rodu Anopheles. Samotna
gametocytogeneze trva piiblizné 10 — 12 dni. Ve stfednim stfevé komara dochéazi ke splynuti
samc¢i a samici gamety a vznikd zygota, kterd se pfeméni na ookinetu. Ookineta pronika sténou
sttevni buiiky a vyviji se v oocystu. V oocysté vznika velké mnozstvi sporozoitl, které putuji
do slinnych 714z komdra a v disledku komariho Stipnuti tak dochazi k ndkaze dalSiho hostitele.
Komar je infekéni po dobu 1 — 2 mésicti od pfitomnosti sporozoitti ve slinnych z1azach (Baker,

2010; Tuteja, 2007).

5.1.2 Klinické priznaky malarie

Inkubacni doba, béhem které je pacient bez symptomill nemoci se pohybuje mezi 9 — 40 dny.
Poté nasleduje prodromalni stddium s nespecifickymi ptfiznaky malérie, mezi které patii bolest
hlavy a hrudniku, Ginava, bolesti kloubti a svalli. Hlavnim projevem maldrie je horecka, ke které
dochazi po uvolnéni merozoit do krevniho obehu. Horecka dosahuje u déti az 40°C. Spole¢né
s horeCkou se typicky malaricky zachvat sklada jest¢ z epizod zimnice a tfesu v pravidelnych
intervalech (48 hodin nebo 72 hodin v zavislosti na druhu Plasmodia). Priibéh malarie dopliiuje
fada dalSich pfiznakd — prijmy, nevolnost, bledost a splenomegalie. Mohou nastat poruchy
v mirkocirkulaci krve doprovazené tkanovou hypoxii vedouci k hypoperfuzi orgdnt (Basu a

Sahi, 2017; Stejskal, 2019).

Tézka malarie jako multisystémové onemocnéni zplsobuje vazné a casto smrtelné komplikace.
Jeji pritbéh a vysledek zavisi na mife dysfunkce orgdnii. Nejrizikovéjsi skupinou jsou t€hotné
zeny a malé déti. Pfitomnost paraziti v placenté je spojena s pred€asnym porodem, nizkou
porodni hmotnosti a zvySenou novorozeneckou mortalitou. Vyhodou je, Ze si béhem té¢hotenstvi
zeny po opakované expozici malarii vyviji imunitu, a proto jsou prvorodicky nachylnéjsi
k malarii oproti zendm, které porodily vice déti. U starSich déti se t€Zkd malarie projevuje
ve formé& zachvatli az po cerebralni formu malarie. U dospélych jedinct dochézi navic jesté

k akutnimu selhani ledvin, poruse funkce jater a plicnimu edému (Newton, 2000; Tuteja, 2007).
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5.1.3 Cerebralni malarie

Tento zanétlivy syndrom, ktery se miize vyvinout béhem malarické infekce, se projevuje
neurologickymi poruchami vlivem hyperémie mozkovych kapilar a postkapilarnich venul
parazitovanymi cervenymi krvinkami (PRBCs), erytrocyty bez paraziti a leukocyty.
V histologickém preparatu se objevuji tzv. rozety, coz jsou shluky neinfikovanych erytrocytt
obklopujici PRBC. Imunohistochemické vysetfeni barveni cerebralnich endotelovych bunck
prokazuje naruseni hematoencefalické bariéry, které souvisi s klinickymi ptiznaky tohoto typu
malarie. Mezi né patii kieCe (opistotonus), abnormalni pohyby o¢i, skiipavé pohyby zubii
vlivem silného sevieni cCelisti, zachvaty, poruchy védomi az nevratné kéma vedouci ke smrti

(Newton, 2000; Stejskal, 2019).
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6 SELEKCNI VYHODA HETEROZYGOTNIHO GENOTYPU

Genotyp heterozygotli je HbS/HbA, tedy pouze jedna alela dédéna po rodicich obsahuje mutaci
pro srpkovity gen. Heterozygotni genotyp je také oznacovan jako Sickle Cell Trait (SCT).
Pritomnost HbS u heterozygoti snizuje ti€inek malarického parazita, a tim poskytuje selekéni
vyhodu, zatimco homozygoti tuto vyhodu nemaji. Tento jev je nazyvan jako balancovany

polymorfismus (Olatunji, 2018).

Selekéni vyhoda spociva vrelativni ochrané heterozygoti pfed utmrtim na malarii
prostiednictvim biochemickych a imunologickych mechanismi. Heterozygoti maji
prokazatelné¢ mensi pocet PRBCs v periferni krvi (nizkd hladina parazitémie), z ¢ehoz lze
odvodit nizsi vyskyt forem tézké malarie (pfedevsim cerebralni malarie a malarie s tézkou
anémii). Ochrana pted téZkymi formami malérie déale souvisi s faktem, ze u heterozygott
vlivem zvySené srpkovité deformace erytrocyti v prostiedi s nizkym obsahem kysliku nebo
snizenou expresi adhezivnich proteinti na jejich povrchu je naruSena tvorba rozet a nedochézi
tak k obstrukci mikrocirkulace pii cerebralni malarii (Gong et al., 2013; Luzzatto, 2012;

Olumese et al., 2016).

PRBCs i srpkovité erytrocyty jsou schopny ptilnout k epitelidlnim bunikdm a zuzovat cévy.
Vzhledem ke zptsobené lokalni hypoxii vlivem PRBCs se zvysi anaerobni glykolyza a zaroven
sni 1 hladina laktidtu a tim se rozvine acidéza. Divodem zvySené nachylnosti homozygotl
k malarické infekci je fakt, Ze pfitomnost parazita v erytrocytech a rozvinutd acidéza napoméaha

procesu srpkovaténi a s nim spojenych komplikaci (Olatunji, 2018; Stejskal, 2019).

6.1 ZvySeni aktivity hemoxygenazy-1

Jednim z popsanych mechanismli ochrany heterozygotniho genotypu, pfedev§im v ochrané
pted cerebralni formou maldarie, je rychlejsi zvySeni exprese hemoxygenazy-1 (HO-1) vlivem
HbS. Plasmodium zptsobuje rozsahlou hemolyzu erytrocyti a az 40 % hemoglobinu
obsazené¢ho v kazdém PRBCs miiZe byt uvolnéno a snadno oxidovano. V roce 1988 bylo navic
prokéazano, Zze hem se z molekuly oxidovaného HbS uvoliiuje 1,7krat rychleji nez z HbA. Tento
uvolnény volny hem je cytotoxicky — pro parazita uvnitf erytrocytu (proto polymerizace
na hemozoin), pro hostitele v krevnim ob&hu. HO-1 reaguje na zvySenou hemolyzu a zvysSené
mnozstvi volného hemu a pfeménuje ho na biliverdin, Zelezo a oxid uhelnaty (CO) (Ferreira et

al.,2011; Hebbel et al., 1988; Pamplona et al., 2007).

Maximum aktivity HO-1 je dosazeno 6 dni po infekci a dalSich 6 dni tato aktivita klesa

minimaln¢. Pravé zvysené mnozstvi CO poskytuje ochranu pied rozvojem cerebralni maldarie,
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a to navic nezavisle na mife parazitémie pfi infekci. CO se vaze na volny hemoglobin a inhibuje
jeho oxidaci, ¢imz zabrafiuje uvoliiovani cytotoxického volného hemu z oxidovaného
hemoglobinu. Timto mechanismem zabranuje hyperémii mozkovych kapilar a spole¢né s ni
zabrafuje 1 naruSeni hematoencefalické bariéry, diky kterému se rozvijeji pfiznaky mozkové
malarie. Zvysena aktivita HO-1 spolecné s pritomnosti CO snizuje procento ucpanych
mikrovaskularnich cév v mozku z 58 % na 24 % (u pokusii na laboratornich mysich) (Ferreira

et al.,2011; Pamplona et al., 2007).

CO zéaroven inhibuje prozanétlivé cytokiny pfispivajici ke vzniku a samotné patogenezi
cerebralni maldrie. Mezi tyto cytokiny patfi tumor nekrotizujici faktor, lymfotoxin-o a
interferon-y. U vSech téchto prozanétlivych cytokinii bylo prokdzano snizeni jejich exprese
nejméné o 68 % (nejveétsi pokles byl zaznamenan u interferonu-y, konkrétné o 98 %) (Pamplona

et al.,2007).

6.2 Cytotoxické T — lymfocyty
Pii pokusech na laboratornich mySich se ukazalo, ze sekvestrace PRBCs v mozku (a tedy
pfitomnost parazita v endotelidlnich mozkovych bunkach) spousti kaskddu imunitniho

mechanismu vyuUst'ujici v cerebralni malarii (Belnoue ef al., 2002; Ferreira et al., 2011).

Tato kaskada zacind aktivaci endotelidlnich bunék v diisledku pfitomnosti parazita v mozku.
Plasmodium siln¢ indukuje produkci prozanétlivych cytokinli (tumor nekrotizujici faktor a
interferon-y). Aktivované endotelidlni buiikky zacnou pohlcovat parazitni material prezentovany
pomoci molekul MHC tiidy I a II, tzv. parazitem odvozené antigeny. Cytotoxické T —
lymfocyty poté destrukéné napadaji endotelidlni buiiky, které maji na povrchu pfitomny tyto
parazitem odvozené antigeny. Lyza endotelidlnich bunc¢k je zprostfedkovana pomoci proteinu
perforin, ktery cytotoxické T — lymfocyty produkuji. Perforin a jeho schopnost perforace
bunéénych membran endotelidlnich bun€k zplsobi poruseni hematoencefalické bariéry a

naslednou patologii — cerebralni malérii (Belnoue et al., 2002; Potter et al., 2013).

U pacientli s SCT byl zaznamenan sniZeny celkovy pocet lymfocytl v periferni krvi. HbS navic
potlacuje aktivaci patogennich cytotoxickych T — lymfocytl rozpoznavajicich antigeny
Plasmodia, a tim inhibuje jejich efektorovou odpovéd’ na zvySené hladiny prozanétlivych
cytokinti vlivem zvySeni hladiny volného hemu v séru. Timto zpisobem tak HbS zabratiuje
produkci perforinu a naruSeni hematoencefalické bariéry (Ferreira et al., 2011; Reiner et al.,

2025).
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6.3 SniZeni schopnosti adheze PRBCs

Adherence PRBCs k endotelovym builkkdm umoziiuje parazitim vyhnout se odstranénim
fagocytl ve slezin¢ diky jejich uchyceni v cévach. PRBCs totiz na svém povrchu exprimuji
parazitem kodovany protein zvany Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1,
ktery umozni adhezi krvinek na endotelové bunky s glykoproteinem CD36. Hlavni komplikaci
vyvolanou adhezi je aktivace endotelu, kterd vyvold zanét v mozku, ktery je dulezitym faktorem

v progresi k t€zké malarii (Gong et al., 2013; Cho, 2012).

Snizend schopnost PRBCs kadhezi na povrch bun€k byla poprvé prokdzana u jiné
hemoglobinopatie, a to konkrétné¢ u HbC. PRBCs maji redukovanou expresi Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1 a sni souvisejici niz8§i schopnost vazat se
na endotelové buniky. Zmirnéna exprese tohoto proteinu je zpiisobena poruchami cytoskeletu
erytrocytu (konkrétné¢ dochéazi k naruseni reorganizaci aktinu u PRBCs a tim omezenému
transportu vezikul s proteinem na povrch membrany). Snizena adheze PRBCs na povrch bunék
tak vede k jejich zvySenému odstranéni slezinou a vysvétluje tak nizsi hustotu parazitii a nizsi

vyskyt t¢zkych forem malarie u heterozygotii (Gong et al., 2013).

6.4 Fagocytoza PRBCs

Jakakoli odchylka od fyziologického lidského erytrocytu inhibuje rst Plasmodia v této buiice,
proto ptitomnost HbS zhorSuje jeho podminky pro pteziti. Ochrana pied malarii souvisi i s jiz
zminénou fyzikalni vlastnosti HbS vytvafet kapalné krystaly pfi deoxygenaci, a tim zahdjit
proces srpkovitého tvarovani erytrocyti. Spotfeba kysliku spolecné se snizenim
intracelularniho pH vlivem pfitomnosti parazita uvnité erytrocytu urychluje srpkovaténi
PRBCs. Ochranu pfed parazitem zajiStuje fagocytéza srpkovitych infikovanych erytrocytt
pfedevsim prostfednictvim slezinnych makrofagti. U SCD neni tento mechanismus ochrany

umoznén z diivodu hyposplenismu (Friedman, 1978; Luzzatto, 1979).

6.4.1 Vliv hladiny kysliku na vyvoj Plasmodia

Hladina kysliku v infikovaném erytrocytu také ovlivni vyvoj parazita. Toto tvrzeni podporuje
pokus s béznymi fyziologickymi kyslikovymi podminkami v zilni cirkulaci krve. Zde je totiz
hladina kysliku vyrazn¢ sniZzena a atmosféra bézn¢ obsahuje kolem 5 % O». Pfi tak nizké
koncentraci kysliku dochdzi u vétSiny heterozygotnich (SA) erytrocytl k tvorbé srpka a
pro erytrocytarni 48hodinovy cyklus P. falciparum je tato zména tvaru erytrocytu kriticka.
Dochazi ke zpomaleni rastu Plasmodia z prstencové faze do zralé¢ho trofozoitu. V disledku

toho lze v erytrocytech heterozygotli prokdzat jen velmi malo parazith s fyziologickou
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morfologii, protoze vétSina znich zahyne a je kondenzovana. Zpisob, jakym dochézi
k zpomaleni ristu Plasmodia, je ptisuzovan teorii inhibice endocytarniho procesu piijmu

potravy (Friedman, 1978).

Snizenim podilu PRBCs infikovanych zralymi trofozoity (vySe zminénym mechanismem)
zvySuje heterozygotni genotyp podil téchto bunék, které jsou zachyceny a nasledné zniceny
fagocytdzou ve slezin€. Zachyt bunck infikovanych trofozoity ve sleziné je zaroven zptisobeno
snizenou afinitou téchto bun¢k k endotelu cév a jsou prave zcela zachyceny az ve slezin€. Tim
dochazi k potlaceni parazitémie v dalSim Zivotnim stddiu parazita a zaroven ke zmirnéni

ptiznakli malérie (Diakité et al., 2016).

6.4.2 Deficit glukoza — 6 — fosfat dehydrogenazy

Glukéza — 6 — fosfat dehydrogenaza (G6PD) je enzym, ktery redukuje NADP" na NADPH
v pent6zovém cyklu, a tim chrani erytrocyty pted oxida¢nim stresem. Pravé deficit G6PD, ktery
je geneticky podminény, poskytuje ochranu proti tézké form¢ malérie. Zajimavosti ve vztahu
mezi SCD a G6PD je, ze pokud v oblastech s vyskytem malérie klesd frekvence alely
pro srpkovity gen, zvysuje se frekvence alely pro deficit G6PD. Proto je SCT vyznamné spojena
s vyssi pravdépodobnosti vyskytu deficitu G6PD (Adu et al., 2016; Balgir, 2012).

PRBCs infikované prstencovym stadiem parazita s deficitem G6PD jsou fagocytovany 2,3krat
Castéji nez PRBCs bez deficitu G6PD. U erytrocyti s deficitem tohoto enzymu jsou zvysené
markery fagocytarni eliminace (pfedevSim autologni IgG a fragmenty komplementu C3).
Zaroven maji deficitni PRBCs sniZzenou antioxida¢ni ochranu vlivem nizké hladiny
redukovaného glutathionu, diky které mize dochéazet k poskozeni membrany erytrocytu, jeho
opsonizaci a nasledné fagocytdze prostrednictvim monocyti v periferni krvi. Jelikoz
prstencova stadia Plasmodia nejsou pro fagocyty toxické (na rozdil od jiz zralych trofozoitl
kvtli pigmentu hemozoinu), jejich zvySené odstranéni muize zabranit maturaci parazita a

efektivné chranit svého nositele pred tézkymi formami malérie (Cappadoro ef al., 1998).

6.4.3 Imunologicka podstata fagocytozy

Zvysena fagocytéza u heterozygoti z uvedenych divodi je zpiisobena tadou udalosti
v nasledujicim potadi: zvySeny rozpad hemoglobinu, vazba hemichromil a volného zeleza
na membranu, agregace proteinu band 3 a depozice autoprotilatek a fragmenti komplementu

C3b. Zvysena opsonizace a odstranovani PRBCs slezinou mlze vést ke zvySené prezentaci

vvvvvv

HbS.
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U heterozygotnich stavii byly navic prokdzany snizené hladiny perifernich monocyti a
dendritickych bunék (jak béhem malarie, tak béhem zdravého obdobi) nejspise z divodu jejich

presunu do sleziny (Ayi et al., 2004; Gong et al., 2013).

Ze zvySeného rozpadu hemoglobinu vlivem pfitomnosti parazita se hromadi hemichrom.
Hemichrom je denaturovand forma methemoglobinu vznikajici pfi oxidaénim poSkozeni
erytrocytu, ktery se vaze na jeho vnitini stranu membrany. Pravé tato vazba spusti shlukovani
membranového proteinu band 3 a umozni vazbu autolognich IgG protilatek a komplementu,

coz vede k opsonizaci erytrocytu pro fagocytézu (Bunn, 2013; Hebbel, 2013).

Béhem nitrobunééného vyvoje P. falciparum dochazi k vyznamnym konformacnim zménam
membranového proteinu band 3. Tento protein podléhd néckolika Upravam — dochézi
ke shlukovani membranovych castic, oxidativni agregaci a také k odhaleni specifické oblasti
proteinu, ktera je v neinfikovanych erytrocytech bézné skryta. Konformacni zmény mohou byt
detekovany pomoci omezené proteolyzy trypsinem, ktera Sté€pi protein na specifickych,
povrchové exponovanych mistech. Trypsinové stépeni PRBCs odhalilo specificky fragment
o velikosti 35 kDa, coz svéd¢i o zptistupnéni skrytého mista v konformaci band 3. Zajimavé je,
Ze mira citlivosti proteinu k trypsinovému Sté€peni se li$i mezi kmeny parazita, coz naznacuje,
ze konformacni zmény band 3 mohou byt zavislé na konkrétnim kmenu P. falciparum a mohou
ovliviiovat preferenci vazby infikovanych bunék na riizné receptory (napi. CD36) (Winograd a

Sherman, 2004).

Oblast proteinu band 3, ktera zahrnuje aminokyseliny 547 — 553, je dilezita pro vazbu
infikovanych erytrocytd na endotel. Zaroven se tato oblast prekryva s misty Stépeni trypsinem
(pozice 551 a 562), coz naznacuje, ze prave tato ¢ast proteinu podléhd zménam, které mohou
vést ke zvySené adhezi parazitovanych bunék a k vyS$i reaktivité s pfirozenymi IgG

protilatkami (Winograd a Sherman, 2004).

Z 1gG protiladtek dosahuji vysokych hodnot pouze protilatky proti proteinu Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1, proti jinym parazitickym antigenlim nejsou
zvySené hodnoty IgG protilatek prokézany. Tento zvySeny typ protilatek ukazuje na zvySenou
humoralni odpovéd’ heterozygoti proti proteinim na povrchu PRBCs. Rychly nartst téchto
protilatek v niz§im véku infikovaného podminuje zvySeni ochranného ucinku heterozygott
s rostoucim vékem a potvrzuje, ze pfispiva k lepSimu rozvoji ziskané imunity (Gong ef al.,

2013; Taylor et al., 2013; Williams, 2006).
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Exprese proteinu Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein I na porvchu PRBCs
zabranuje aktivaci komplementu, proto zvySend hladina autolognich IgG protilatek proti tomuto
proteinu umozni aktivaci komplementu (vSech 3 drah — klasické, alternativni a lektinové).
Jednim z hlavnich zptsobi, jak protilatky plisobi proti merozoitiim, je aktivace klasické drahy
komplementového systému. Navazani protilatek na antigenni epitopy na povrchu merozoit
vede k depozici slozek komplementu, jako je Clq, a naslednému sestaveni C3-konvertazy, ktera
urychluje kaskddu vedouci k opsonizaci a ptipadné lyze parazita. Pritomnost Clq
na merozoitech siln¢ koreluje s ochranou proti symptomatické maldrii, a to nezavisle na titru
samotnych protilatek. Ochranny t¢inek této imunologické reakce byl pozorovan zejména u déti
zijicich v endemickych oblastech, kde dochazi k postupnému rozvoji imunity diky
opakovanému vystaveni parazitu. Silnd komplement — aktivujici odpovéd’ byla asociovana
s niz§im rizikem reinfekce i rozvojem tézké malarie. Navic byla prokézana schopnost nékterych
protilatek pisobit synergicky s komplementem pfi inhibici adheze PRBCs k endotelovym
receptorim, coz je kli¢ovy krok v patogenezi cerebralni malarie (Korir et al., 2014; Larsen et

al., 2019).

Komplementovy systém je tak nejen nepostradatelnou soucasti vrozené imunity, ale i
potencialnim cilem pro vyvoj vakcin proti malarii. Vakciny cilené na antigenni struktury
Plasmodia, které jsou schopné vyvolat silnou imunitni odpovéd’, mohou podpofit aktivaci
komplementu, coz nasledné zlepsi schopnost imunitniho systému eliminovat P. falciparum.
Vybér antigentl pro vakciny je tedy klicovy pro zajisténi G€innosti imunizace, a to jak z hlediska
vyvolani protilatek, tak zajiSténi jejich schopnosti efektivné aktivovat komplement. Dalsi
strategii vyvoje vakciny proti maldrii je ptimo cilit na komplementové proteiny, které reguluji
samotnou kaskadu nebo jsou pfitomny na povrchu erytrocytl (napt. komplementovy receptor 1
a komplementovy regula¢ni protein CDS55). Pravé u heterozygoti je exprese téchto

komplementovych proteinti na povrchu erytrocytt zvysena (Kurtovic et al., 2020).
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ZAVER

Tato bakalarskd prace ukazuje, jak geneticka predispozice k srpkovité anémii, konkrétné
mutace v genu pro hemoglobin, ovliviiuje nejen zdravotni stav jedince, ale i jeho schopnost

odolavat malarii.

Srpkovitd anémie je zpusobena bodovou mutaci v genu pro B-globin, ktera vede k tvorbé
abnormalniho hemoglobinu. Tento hemoglobin zpiisobuje zménu tvaru cervenych krvinek,
které se pifi nizkém piisunu kysliku méni na srpovité formy, coz brani jejich schopnosti
efektivné prendset kyslik. AvSak u heterozygoti tento defekt neni tak vyrazny, coz znamena,
ze Cervené krvinky jsou vétSinou funkcni, ale stile vykazuji urcitou odolnost vic¢i malarii.

Mechanismus ochrany proti malarii je komplexni a zahrnuje nékolik faktori.

Jednim z hlavnich ochrannych mechanismt je niz$i schopnost parazita Plasmodium falciparum
rast v erytrocytech s abnormalnim hemoglobinem. Tento proces je spojeny s vy$§im oxida¢nim
stresem v téchto bunikach, coz vede k jejich rychlej$imu odstranéni fagocyty, a tim k redukci
doby, po kterou parazit miize v téle hostitele piezivat a mnozit se. Dale zmény ve vlastnostech
cervenych krvinek heterozygotl zahrnuji sniZenou adhezi parazitem infikovanych erytrocyti
k endotelidlnim bunkdm, coz zamezuje obstrukci a zanétlivym reakcim, které jsou klicové

pro rozvoj tézkych forem malarie.

Imunitni odpovéd’ nositeld heterozygotniho genotypu je také posilena. Proti povrchovym
antigenim parazita se tvoii vyS$i hladiny protilatek, coz zlepSuje opsonizaci a fagocytozu
infikovanych erytrocytl. Tyto protilatky spolu s mechanickymi zménami na membrané

erytrocyt, hraji roli v rychlej$im odstranéni infikovanych bunck a ve zvySeni imunitni ochrany.

V zavéru lze shrnout, ze heterozygotni genotyp pro srpkovitou anémii poskytuje svym
nositelim vyznamnou ochranu proti tézkym formadm malarie, a to prostiednictvim kombinace
biochemickych zmén v erytrocytech, zlepSené¢ imunitni odpovédi a fyziologickych
mechanismu, které omezuji Sifeni parazita. Tento jedinecny piiklad evoluéniho kompromisu
ukazuje, jak miize genetickd mutace, vedouci k vaznym zdravotnim problémtim, poskytnout
vyhodu v jistych environmentalnich podminkéch, jako jsou endemické oblasti s vyskytem

malarie.
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PRILOHY

Ptiloha 1: Protokol o vysetfeni Noelovy krve s nakreslenymi srpkovitymi erytrocyty
vpravo dole

The Presbyterian Hospital, Chicago, IlL

EXAMINATION OF BLOOD.

- for
Case Number . Date tRf B o090 ¥
Name of Patient h’u{ﬂ, Room or Ward 7
MACROSCOPICAL AND QUANTITATIVE.
Appearanee /-—«sz—-— Coagulability
Erythrocytes per cu. mm. (Thoma Zeis) a’-, 31[0, Co0 ‘u”¢u-."‘.
Leucocytes per co. mm. (Thoma Zeiss) 515D, N "7“5«“‘“’ " .,“7
lemogiobin (Voa Fleischl) a"o Mo Sorvecied .
Spedific gravity %(2- (| .1,: zo.‘:‘_kﬂ")%
MICROSCOPICAL.
Fresh Specimen. . e

Size Mﬂ-‘?—‘—("v - - Roulesux formation o ‘ .

Le Apparest i in number ™ N f

Ratio of granular to non-granular
Fibnin Blood-platelete Pigment
Plasmadium malariz

liscellaneous

Piiloha 2: Vazebné kontakty mezi dvojicemi vlaken v HbS

Table 1
Contacts within 5 A between double strands
Carragher
{ontact Z value Closest residues contact

1-1C  [6-3] +Z 2,72 His #,87 Thr +
1-11  [6-13] +Z 53 Ala B,58 Pro

2-3  [7-8] -Z ,60 Lys «,51 Gly

2-11  [7-13] (none within 5 A) +
2-12  [71-14) +Z B89 Lys  B,59 Lys

2-12  [7-14) -Z 2,47 Asp a,54 Gln

3-12  [8-14] +Z B,87T Thr  u,4 Pro +
4-5  [9-10] —Z a,4 Pro ;54 Gln

412 [9-14) {none within 5 A)

413 [9-11] ~Z  «4Pro  B,76 Ala

11-12 113-14] +Z o, 18 Gly B.5 Pro +

11-14 [13-12]  +Z  B,54GIn 80 Lys

The contacts are designated between strands as numbered in
Fig. . For each contact attributed with the Dykes-Rodgers data
(atoms within 5 A), the Z value (position along the Z axis)
indictes whether the molecule in the second strand is above
(+Z; or below (—Z) the molecule in the first strand, e.g. for the
contact 1-10 {or 6-5) + Z indicates that the molecule of strand 10
(or 5, is at a higher Z value than the molecule of strand 1 (or 6).
The r earest residues indicate the point of elosest contact between
the 2 strands of the contacts, e.g. for the contact 1-10, the 2,72
His is on strand 1 and the §,87 Thr on strand 10. The subseripts
refer ‘o the orientation of the §-6 Val at the cantact that defines
subur it §,, as well as ¥, on the same a—f§ dimer. A plus (+) sign
in the last column indicates that a contact between strands was
repored by Watowich ef al. (1989) based on the Carragher
parameters.
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