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Abstrakt

Ackoliv je maléarie znaén¢ zkoumanym infekénim onemocnénim, stale s ni nedokazeme
dostate¢n¢ ucinné bojovat, o cemz vypovida pomérné vysoky pocet nakazenych. Existuje sice
mnozstvi antimalarik, nicméné na fadu z nich vznikd rezistence, proto je tieba vyvijet nova,
ucinnéjsi léciva. Jednou z moznosti je zacilit na parazitiiv metabolismus zeleza, esencialniho
prvku viech organismil. Zelezo se tcastni syntézy DNA, dychani a vyroby energie. Funguje
jako kofaktor ribonukleotid reduktazy, metaloproteini s FeS klastry nebo hemem. Béhem
infekce musi paraziti s hostitelem bojovat o potiebné latky, a tedy také o zZelezo.
Mechanismus ptijmu nebo vyluc¢ovani zeleza u piivodce malarie neni zatim zcela jasny, jsou
znamé pouze 2 transportéry Zeleza a jiz nyni je zfejmé, Ze jich musi byt vice. Parazit rodu
Plasmodium travi velké mnoZzstvi hemoglobinu, ktery je nasledné¢ degradovan na volny hem
a denaturovany globin. Volny hem je vSak pro buiku toxicky. Plasmodium se toxicité
volného hemu bréani tvorbou chemicky inertniho hemozoinu. Tento unikatni mechanismus
ochrany pied toxicitou volného hemu je pro Plasmodium 1 ostatni krevni parazity velice
vyhodny, protoze ho vSak nesdili se svym hostitelem, stava se rovnéz vyhodnym cilem pro
léciva. Dalsi moznosti chemoterapie je pouziti chelatorii zeleza. Chelatory vykazuji dvoji
zpusob ucinku, bud'to Zelezo vychytavaji a znemoziuji tak jeho vyuziti organizmem, nebo
s nim tvori toxické komplexy. Jejich Gi¢innost pii 1écbé malarie je vSak ponékud rozporuplna.
Klinicky nejvyuzivanéjsi deferoxamin ma totiz celou fadu nevyhod, které znesnadiuji 1écbu
malarie, proto jsou vyvijeny nové slouceniny eliminujici tyto nevyhodné vlastnosti. Chelatory

zeleza proto stale piedstavuji zajimavou potencionalni strategii pti 1¢Cb¢ malarie.

Klic¢ova slova: Plasmodium, malarie, metabolismus Zeleza, chemoterapeutika, chelatory



Abstract

Although malaria is a well-studied infectious disease, we are still unable to fight it
effectively, as evidenced by a large number of infected people. Many drugs are available
against malaria. However, because of incessantly emerging resistances, new, more effective
antimalarials need to be developed. One possibility is to target the parasite's iron metabolism,
the essential element of all organisms. Iron participates in DNA synthesis, respiration, energy
production. It acts as a cofactor of ribonucleotide reductase, and metalloproteins with FeS
clusters or heme. During the infection, the parasite must compete with the host for nutrients,
including iron. The mechanism of iron uptake or excretion in malaria parasite is not
completely clear. Only two iron transporters are known, but it is already evident, that there
must be more of them. The Plasmodium parasite digests a large amount of hemoglobin, which
is degraded into free heme and denatured globin. Free heme is toxic to the cell though.
Plasmodium defends itself from the toxicity of free heme by forming chemically inert
hemozoin. This unique mechanism of protection against the free heme toxicity is very useful
for Plasmodium and other blood parasites, but it also becomes an advantageous target for
drugs because the mechanism is present only in the parasite, not in the host. Another option
for chemotherapy is to use the iron chelators. Chelators have a dual nature. They can either
withhold iron and make it unavailable for the organism, or they can form a toxic complex
with iron. The efficacy of chelators during the treatment of malaria is a bit contradictory.
The most used chelator, in clinical practice, deferoxamine, has many disadvantages that make
the treatment of malaria difficult. This is the reason for developing new compounds, which
could eliminate these disadvantages. Therefore, iron chelators are still an interesting potential

strategy concerning the treatment of malaria.

Key words: Plasmodium, malaria, iron metabolism, chemotherapeutics, chelators



Seznam zkratek

ARDS acute respiratory distress syndrome (syndrom akutni dechové tisn¢)
BAT ethan-1,2-bis(N-1-amino-3-ethylbutyl-3-thiol)

CCCl1 Ca”’-sensitive cross complementer 1

DFO deferoxamin

DMT-1 divalent metal transporter 1 (transportér dvojmocného kovu 1)
ER endoplazmatické retikulum

FAC ferric ammonium citrate (citrat Zelezito-amonny)

Hb hemoglobin

HDP heme detoxification protein (protein detoxifikace hemu)
HNFB 2-hydroxy-I-naftylaldehyd-m-fluorobenzoyl hydrazon

Hz hemozoin

LIP labile iron pool (labilni zdsoby zeleza)

MA-DFO methylanthranilic-DFO

met-Hb methemoglobin

SF1-ileu synteticky ferrichrom obsahujici izoleucin

SIH salicylaldehyd-isonikotinoyl hydrazon

TAT NN, N*-tris(2-methyl-2-mercaptopropyl) 1,4, 7-triazacyklononan
TPEN N,N,N’,N‘-tetrakis(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin

VIT vacuolar iron transporter (vakuolarni transportér Zeleza)
WHO World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
WT wild type (geneticky nemodifikovany jedinec)

ZIP Zrt-, Irt-like protein

ZIPCO ZIP domain-containing protein (protein obsahujici doménu ZIP)
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Uvod

Vv

nakazenych nemoci s pfiznaky shodnymi s malarii se vyskytuji uz ve starovékych egyptskych
a Cinskych spisech. Zahy se nemoc rozsifila do Evropy a nasledné¢ diky evropskym
cestovatelim, kolonizatorim ¢i otrokaiim i do zbytku svéta. Plivodcem malarie je prvok rodu
Plasmodium, konkrétné druhy: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae a P. knowlesi.
PfenaSeCem je samiCka komara rodu Amnopheles (Garcia, 2010). Podle zprav Svétové
zdravotnické organizace (WHO) z roku 2019 se nakazi pies 200 miliont lidi rocné. Nejvice
ohrozenou skupinou jsou kojenci, déti do péti let, téhotné Zeny, HIV pozitivni pacienti
a migranti z nemalarickych oblasti. Mezi nejvice zasaZzené oblasti patfi subsaharska Afrika,
jihovychodni Asie, vychodni Stftedomofti, Jizni a Stfedni Amerika, zapadni Pacifik (WHO,
2019).

Vyhlidky na eliminaci a moznou eradikaci malarie motivuji k vyvijeni novych
antimalarik, G¢inn¢jSich vakein a k hlub§imu pochopeni biologie parazita a samotné nemoci.
Jednou z moznych cest je zacilit na metabolismus Zeleza parazita. K tomu je tfeba pochopit,
jak a z jakych zdrojh parazit Zelezo ziskava, jak ho transportuje, jak ho vylucuje a jak parazita

ovliviiuje stav zeleza hostitele. To vSe je cilem této prace.
1. Paraziti lidské malarie a jejich biologie

Malérii zpuasobuje pét druhtt rodu Plasmodium, které se 1iSi schopnosti vytvaret
hypnozoity v hepatocytech, napaddnim cCervenych krvinek na zaklad¢ jejich zralosti,
v chovani a modifikaci tvaru napadenych krvinek i samotného prvoka, v délce trvani jaterniho
a erytrocytarniho cyklu, v mnozstvi jaternich merogonii, v patogenité, a v neposledni fad¢
1 v oblasti rozsifeni. Paraziti rodu Plasmodium jsou obligatné parazitickou skupinou kmene
Apikomplexa a maji organely pro tento kmen charakteristické. Jsou to apikdlni komplex,
mikronemy, densni granule a roptrie, které napomdhaji parazitovi proniknout do buiky

hostitele, dale pak apikoplast, ktery se mimo jiné podili na tvorbé hemu nebo FeS center

(Marr et al., 2003).
1.1 Zivotni cyklus

Plasmodium méa pomérné¢ komplikovany Zivotni cyklus, viz obrazek 1, béhem néhoZ
sttidd 2 hostitele, a to obratlovéiho mezihostitele a definitivniho hostitele, kterym je

u puvodcti lidské maldrie samicka komara rodu Anopheles.
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Obrdzek 1: Zivotni cyklus parazitického rodu Plasmodium. Upraveno podle CDC, 2019.

Cyklus je zapocat injikaci sporozoiti do krevnich cév hostitelské dermis béhem sani
komadra. Sporozoiti musi co nejrychleji opustit misto vniku, aby nebyli zni¢eni imunitnim
systémem hostitele a odvedeni spolu s lymfou. K tomu jim slouZzi charakteristicky klouzavy
pohyb, tzv. gliding. Z hostitelské dermis putuji do bun¢k jaterniho parenchymu, kde probiha
exo-erytrocytarni merogonie. Po penetraci sporozoitti do buiiky kazdy sporozoit diferencuje
do merozoita a zacne se d¢lit. Po né€kolikanasobném déleni dojde k uvolnéni merozoiti ze
zralého schizonta do krevniho fecisté, kde napadaji Cervené krvinky a zahajuji tak
erytrocytarni cyklus. Pravé stadia erytrocytarniho cyklu zpiisobuji onemocnéni. Neé&ktefi
merozoiti se namisto rychlého déleni diferencuji do stadia inaktivnich hypnozoitl, kteti se
mohou po ur¢ité dobé aktivovat a zpusobit relapsy infekce. Stadium invadovaného merozoita
v ervené krvince se nazyva trofozoit. Trofozoit roste n€kolikandsobnym jadernym délenim,
pfi¢emZ nezralé stddium prstynku maturuje ve zralého schizonta, ktery praskd a uvoliuje
merozoity, ktefi napadaji novou Cervenou krvinku a cyklus se opakuje. N&kteti trofozoiti se
misto déleni diferencuji do ptfedpohlavnich stadii — samcich mikrogametocyt a samicich
makrogametocyt. Ob¢ stadia jsou infekéni pro definitivniho hostitele. Anopheles se nakazi ve

chvili, kdy nasaje krev s gametocyty obou typti, které se ve stfevé komdra méni na gamety.
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Kopulaci makrogamety s mikrogametou se vytvoii pohyblivd zygota (ookineta), ktera
vstupuje do klidové faze (oocysty) pod vrstvou pojivové tkané¢ oddélujici stfevo od télni
dutiny komara. V oocystach potom vznika velké mnozstvi sporozoitl, které se z nich nasledné

uvolni a putuji do slinnych zlaz komara, kde ¢ekaji, az bude komar opét sat (CDC, 2019).
1.2 Plasmodium falciparum

P. falciparum zpusobuje téZzkou maldrii a nejcastéji ze vSech lidskych parazitii rodu
Plasmodium smrt infikovanych osob (Coban et al., 2018). Ohniskem vyskytu maldrie, jejimz
puvodcem je P. falciparum, je zejména Afrika, ale také Asie, Amerika, poptipadé¢ vychodni
Sttedomofi. Podle poslednich odhadi WHO v roce 2018 bylo v Africe u 99,7 % nakazenych
ptvodcem onemocnéni pravé P. falciparum, v jihovychodni Asii to bylo 50 %, ve vychodnim
sttedomoii 71 % a v zdpadnim Pacifiku 65 % (WHO, 2019). P. falciparum vyvolava maligni
tercianu, pfi niz dochazi ke kazdodennim zachvatim a tfidenni tropickou malarii, pfi které
propukne zachvat jednou za 48 hodin. Inkubacni doba je 8 aZ 11 dni, pfiemz samotnému
malarickému zachvatu ptedchazi 3 az 4 dny nejasnych chiipkovych ptiznakt. P. falciparum
ma vysokou parazitémii, je schopné napadnout Cervené krvinky jakéhokoli stari. Proto je také
nejcastéjSim pivodcem malarické anémie. Napadené erytrocyty se nezvéEtsi, ale narostou na
jejich povrchu lepivé vyriustky. Nevytvari hypnozoity, vytvaii jen jednu generaci jaternich
merozoitil, tudiz nedochazi k relapsim. Merogonie probiha v krvetvornych orgéanech (kostni
dreni, slezing, jatrech). V periferni krvi se vyskytuji jen stadia prstynku nebo srpkovitych
cervené krvinky na receptor endotelidlniho proteinu C (Cowman et al., 2016), coz je regulator
srazlivosti krve, ktery svou Cinnosti brani vzniku tromboz a komplikaci s jejich vznikem
spojenych (Esmon, 1992). Touto vazbou blokuje aktivaci samotného proteinu C, coz vede
k ucpavani cév v dusledku vzniku mistnich srazenin a také vlivem uvoliiovani paraziti

a jejich metaboliti (Cowman et al., 2016).
1.3 Plasmodium vivax

P. vivax je Siroce roz$iteny lidsky patogen, ktery se vyskytuje v celém subtropickém
a tropickém pasmu a miize zasahovat i do mirnych pasem (Garcia, 2010). Podle odhadd WHO
zroku 2018 bylo 75 % ptipadii malarie v Americe zptisobeno pravé timto druhem (WHO,
2019). Je plvodcem tfidenni malarie (,,benigni terciany) a mlize se vyvinout az v tézkou
maldrii. Zachvaty se opakuji kazdych 48 hodin, nicméné se tato frekvence postupné

prodluzuje, k zdchvatim dochazi nepravideln€ a jsou méné zavazné. Neléceny primarni Gtok
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muze trvat 3 tydny az n¢kolik mésict. Inkubacni doba se pohybuje okolo 8 az 17 dnii. Napada
pouze retikulocyty s Duffy antigenem, proto ma pomérné nizkou parazitémii (Garcia, 2010).
Duffy antigen neboli Duffy antigenni receptor pro chemokiny je receptor exprimovany
zejména na povrchu erytroidnich a endotelidlnich bunék lemujicich postkapilarni zilky
v ledvinach, slezin€¢ a neurondlnich bunkach. Vazbou s Duffy vazebnym proteinem
zprosttedkovava invazi merozoitti P. vivax i P. knowlesi do Cervenych krvinek (Ntumngia et
al., 2016). Infikované cervené krvinky se zvétsuji a modifikuji. Na svém povrchu maji drobné
prohlubeniny (Schiiffnerovo teckovani). P. vivax vytvafi hypnozoity, jejichz reaktivaci
dochazi k relapsim. V periferni krvi se vyskytuji vSechna stadia. Ackoliv byly hlaSeny
1 ptipady, kdy infekce skoncila smrti, t€zké komplikace byvaji vzhledem k nizké parazitémii

tohoto druhu spise vzacné (Garcia, 2010).
1.4 Plasmodium ovale

P. ovale se vyskytuje v tropickych oblastech, zejména tam, kde se nevyskytuje P. vivax,
tedy vzapadni Africe, Asii a Jizni Americe. VétSina vlastnosti P. ovale je shodna
s vlastnostmi P. vivax, proto 1 ptiznaky nemoci jsou stejné. P. ovale vSak na rozdil od P. vivax

napada erytrocyty bez Duffy antigenu (Garcia, 2010).
1.5 Plasmodium malariae

P. malariae je pivodcem ctyfdenni malarie (tzv. kvartany). Zachvaty propukaji kazdych
72 hodin. Inkubacni doba se pohybuje vrozmezi 18 az 40 dnli. Prodromalni ptiznaky se
mohou podobat piiznakim malarie zptisobené P. vivax. Diky tomu, Ze napada jen staré
erytrocyty, v prubéhu erytrocytarniho cyklu produkuje nizsi pocet merozoitii a ma delsi, 72
hodin trvajici vyvojovy cyklus, je parazitémie pomérné nizkd. Netvoii hypnozoity, 1 pfesto
muze dojit k recidivé 1 po n€kolika letech, protoze ma schopnost dlouhodobé piezivat
v krevnim ob&hu. Napadené erytrocyty se nezvétSuji, spiSe mize dojit ke zmensSeni velikosti.

V periferni krvi 1ze nalézt vSechna vyvojova stadia parazita. Tento druh malarie je u zdravych

o 24

vvvvv

proteinli v moc¢i. Pfi chronické infekci jsou problémy s ledvinami vysledkem usazovani
cirkulujicich komplexti protilatka-antigen v glomerulu pfi nadbytku antigenu (Collins and

Jeffery, 2007; Garcia, 2010).
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1.6 Plasmodium knowlesi

Mezi puvodce lidské malérie bylo P. knowlesi zatazeno pomérné neddvno. Ptirozené se
tento patogen vyskytuje u makakl dlouhoocasych a makaki veptich. K pfenosu na ¢loveka
dochazelo vzacng, nicméné v roce 2004 bylo hlaseno pomérné velké mnozstvi nakazenych
v Malajsii, nasledné také v Thajsku, Singapuru, Myanmaru, Ciné a na Filipinach. Je
puvodcem kazdodennich hore¢natych zachvati (Singh and Daneshvar, 2013). Inkuba¢ni doba
je 9 az 12 dni. V akutni fazi se projevuje nespecifickymi piiznaky, jimiz jsou bolest hlavy,
horeCka spojend se zimnici, poceni, nevolnost, prijmy a dal§i. Pokud je infekce vc€as
odhalena, jedna se o snadno IéCitelny typ malarie, v opacném piipad¢ vSak muze zplsobovat
tézkou malarii a mit 1 smrtelné nasledky, proto je zdsadni spravné urceni druhu. P. knowlesi
muze byt zaménéno s druhy P. falciparum, jenz ma podobnd pocatecni krevni stadia,
a P. malariae, ktery se podobd gametocyty a zralymi krevnimi stadii. P. knowlesi netvori
hypnozoity. Napada vSechna stadia Cervenych krvinek. Parazitované ¢ervené krvinky neméni
tvar ani velikost, na povrchu maji obfasné slabé Schiiffnerovo teckovani. V periferni krvi se

nachazi vSechna paraziticka stadia (Garcia, 2010; Singh and Daneshvar, 2013).
1.7 Plasmodium berghei

Ackoli P. berghei patii mezi parazity malarie, neinfikuje ¢loveka, ale hlodavce. Chovani
tohoto druhu je analogické k chovani parazitti lidské malarie. Soucasné je mozné provést cely
jeho zivotni cyklus v laboratofi. Z téchto diivodl je idealnim modelovym organismem. Také
cetné experimenty, na néz v mé praci odkazuji, byly provedeny pravé na tomto druhu.
Vyskytuje se v oblasti stiedni Afriky a jeho pfenaseCem je stejné jako u lidskych patogent
komar rodu Anopheles. AC je parazit P. berghei schopen infikovat erytrocyty jakéhokoli staii,
k napadeni si vybird predevsim retikulocyty. Netvoii stadium hypnozoita. Organizace
genomu, metabolické drahy, zivotni cyklus i morfologie jednotlivych vyvojovych stadii jsou
napti¢ vSemi druhy savéich paraziti rodu Plasmodium podobné. P. berghei se vSak od
puvodcli lidské maldrie vyznamné liSi napf. svym nesynchronizovanym vyvojem
a uvoliovanim patogenit do krve. Nedochazi k sekvestraci stadii prstynku, trofozoitii
a gametocyti. Velmi Casto zplsobuje tzv. mozkovou malérii, kterd vede u laboratornich
jedinct obvykle k smrti, u pfirozenych hostitelli pak k dlouhodobé chronické infekci (Janse,

2016).
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2. Symptomy

Ptiznaky malarie jsou vyvoldny metabolickymi produkty merozoit, uvolnénych do
krve pfi synchronizovaném rozpadu erytrocytl, pifipadné nasledujicimi imunologickymi
pochody spusténymi v reakci na pfitomnost paraziti. Mezi akutni ptiznaky patii opakujici se
horec¢naté zachvaty, bolest hlavy, svalii, kloubti, nechutenstvi, zvraceni, fotofobie, Zloutenka
i anémie. Malarické zachvaty se periodicky opakuji s frekvenci zavislou na tom, ktery druh
rodu Plasmodium je pivodcem onemocnéni (Coban et al., 2018; Cowman et al., 2016; Garcia,
2010). Pokud neni pocatecni faze infekce projevujici se témito nespecifickymi chiipkovymi
ptiznaky léCena a kontrolovana, mize se nemoc vyvinout v tzv. tézkou malarii, kterd mtze
koncit smrti nakazeného (CDC, 2019).

2.1 Tézka malarie

Teézka malarie je v oblastech s vysokou urovni pfenosu u dospélych osob vziacna, a to
diky ptirozené ziskané imunité. Proto ji pozorujeme zejména u malych déti v Asii, kde neni
urovenn pfenosu tak vysokd. K téZké malarii dochazi obvykle vlivem systémové poruchy,
Casto spojené s ledvinovou a jaterni dysfunkci (Cowman et al., 2016). Projevuje se téZkou
anémii, mozkovou malarii, respiracnimi potiZzemi souvisejicimi s metabolickou acidozou,
piipadné¢ kombinaci zminénych projevit (WHO, 2019). Mezi dalsi piiznaky tézké malarie
patii hypoglykémie, kolaps ob¢hu, Sok, hemoglobinurie, spontanni krvaceni nebo naopak

rozSifujici se intravaskularni koagulace a dalsi (Kuhn & McCarthy, 2006).
2.1.1 Anémie

Anémie (Cesky chudokrevnost) vznikd bezprostiedné zivotnim cyklem parazita rodu
Plasmodium, v disledku rozpadu napadenych Cervenych krvinek, dale vlivem zvySeného
odstranovani parazitovanych i nenapadenych krvinek, vytvaienim anti-fosfatidylserinovych
protilatek, které se vazi 1 na neinfikované Cervené krvinky a usnadiji tak jejich likvidaci
a konecn¢ také sniZzenim erytropoézy (Coban et al., 2018). Anémie vyvolanad malarii nevede

ke ztraté Zeleza (Prentice et al., 2007).
2.1.2 Mozkova malarie

Pri¢inou mozkové malarie, zahrnujici kiece, vysoké horeCky az kéma, je posSkozeni
endotelu mozkovych cév vlivem sekvestrace maturovanych paraziti. Jejim vysledkem je
naruseni hematoencefalické bariéry, ktera vede k otokiim mozku az smrti nakaZeného jedince

(Coban et al., 2018; Cowman et al., 2016).
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2.1.3 Respiracni a jiné potize

Respiracni potize byly pozorovany u déti s tézkou anémii, nikoli vSak v podob¢ akutni
dechové tisné (ARDS), ktery pozorujeme u nakazenych dospélych. Respiracni potize mohou
byt disledkem nadmérného hromadéni tekutin v plicich, tézké anémie, doprovodné
pneumonie. Jsou zastupnym ukazatelem acidozy a jsou ¢asto spojené s plicnimi otoky. Mohly
by souviset také se sekvestraci napadenych ¢ervenych krvinek v plicni cirkulaci, i kdyz to
nebylo nikdy piimo prokazano (Cowman et al., 2016; Taylor et al., 2012b).

Pti metabolické acidoze se hromadi kyselé latky v krvi vylu€ované pravé dysfunkénimi
ledvinami. K poskozeni ledvin dochazi vlivem uvolnéni parazitti z infikovanych Cervenych
krvinek. U téZké malarie se jednd zejména o laktdtovou aciddézu. (Sriboonvorakul et al.,

2018).

3. Metabolismus Zeleza u parazita Plasmodium

Zelezo je &tvrty nejhojngji se vyskytujici prvek zemské kiry. Jedna se o prechodny kov,
ktery ma oxidaéni i redukéni vlastnosti. Tvoii stabilni Fe*" nebo Fe’* ionty. A¢koliv se Zelezo
v lidském organismu vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi, jeho pfitomnost je nezbytna,
a to nejen pro Glovéka, ale prakticky pro viechny organismy. Zelezo se udastni kli¢ovych
bunéénych procest, jako jsou syntéza DNA, vyroba energie a dychani. Funguje jako kofaktor
ribonukleotid reduktdzy a metaloproteinii s FeS klastry nebo hemu. Je tedy také soucasti
elektronového transportniho fetézce, kde méni své oxidacni stavy a ucastni se tak pienosu

elektronti (Crichton, 2016).
3.1 Homeostaza zeleza

Zminéné prospeésné redoxni vlastnosti zeleza se vSak mohou stat pro buiiku toxickeé.
Pii oxidaci prebyte¢nych Fe*" kationtdl na kationty Fe’" vznikaji prostiednictvim Fentonovy
reakce volné hydroxylové radikaly, které poskozuji nukleové kyseliny, lipidy a proteiny. Aby
se predeslo témto posSkozenim, je tfeba udrzet homeostazu zeleza. Zajistit, aby se nehromadily
prebyteéné Fe®" kationty, ale sou¢asné aby dochazelo k dostatednému zasobovani Zelezem
(Galaris et al., 2019). U parazitl malarie maji tuto regulaci na starosti zejména integralni
membranové proteiny fungujici jako pfenasece. Mezi tyto proteiny patii napt. ZIPCO (Sahu
et al., 2014) a VIT (Labarbuta et al., 2017). Toxickému piisobeni Fe** se parazit také brani
vytvofenim hemozoinu (Hz) (Yamada and Sherman, 1979).

Béhem infekce musi patogen s hostitelem o Zelezo bojovat. Patogeny umi uc¢inné Zelezo

vychytavat. Hostitel ma zase mechanismy, kterymi parazitovi znemoziluje Zelezo ziskavat.
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V piipad€ lidského hostitele se na tomto mechanismu vyznamné podili peptidicky hormon
hepcidin, ktery vznikd v jatrech. Reguluje dostupnost zeleza, jeho metabolismus
a redistribuci. Proces omezeni dostupnosti Zeleza pro patogen je soucdsti tzv. nutri¢ni imunity.
Zvyseni koncentrace zeleza v krvi vede k produkci hepcidinu, ktery se nasledné¢ vaze na
ferroportin a degraduje ho. Ferroportin je transmembranovy protein exportujici zelezo
z bunky a je lokalizovan na povrchu enterocytti, hepatocyt a makrofagti. Pisobeni hepcidinu
proto brani recyklaci a exportu zeleza (Aschemeyer et al., 2018; Hood and Skaar, 2012).
V lidském organismu je naprostd vétSina zZeleza vazana v hemu cervenych krvinek
a makrofazich. V retikuloendotelidlnich makrofazich se recykluji staré cervené krvinky
a Zelezo se zde nabaluje na transferin a je nasledné¢ dopraveno do kostni dfené. V¢tSina
potiebného Zeleza je ziskana praveé touto recyklaci (Galaris et al., 2019). Malarie vyvolava
destrukci infikovanych 1 nenakazenych cervenych krvinek, kterd makrofdglim znesnadiiuje
recyklaci, a Zelezo tak nemtize byt vraceno do kostni diené (Prentice et al., 2007). V lidskych
buiikach infikovanych parazitem Plasmodium klesaji hladiny ferroportinu, exportéru zeleza,
a naopak vyznamné rostou hladiny DMT-1 (divalent metal transporter 1), proteinu, ktery
zprostiedkovava transport zeleza a jinych dvojmocnych kovii do buiiky, coz vypovida o tom,
ze Plasmodium ke svému vyvoji opravdu zelezo potfebuje (Albuquerque et al., 2009;

Yanatori and Kishi, 2019).
3.2 Zdroje Zeleza

Nabizi se fada mozZnosti, jaky zdroj zeleza by mohl parazit Plasmodium vyuzivat. Jednou
z moznych variant je piijem zeleza z hostitelského hemu, ktery je uvolnovan pii degradaci
hemoglobinu (Hb). Tento zdroj vSak neni pro Plasmodium nezbytny, jelikoZ si umi vyrobit
vlastni hem de novo (Surolia and Padmanaban, 1992). SpiSe vyuziva Zelezo pochazejici
z cytosolu Cervenych krvinek vazané na proteiny jako je napt. feritin nebo Zelezo véazané
v LIP (labile iron pool) (Gabay and Ginsburg, 1993; Hershko and Peto, 1988). Zda je také
schopen pfijimat extracelularni zelezo z transferinu je rozporuplné. Nicméné Plasmodium
nejspiSe vyuziva kombinaci vySe zminénych variant, nez ze by byl zdvisly pouze na jedné
z nich (Clark et al., 2013; Fry, 1989; Haldar et al., 1986; Peto and Thompson, 1987; Pollack
and Fleming, 1984; Pollack, 1988; Rodriguez and Jungery, 1986; Sanchez-Lopez and Haldar,
1992; Scott et al., 1990; Surolia and Misquith, 1996).

15



3.3 Transportéry Zeleza

Transportéry zeleza jsou nedilnou soucésti jeho metabolismu, ackoliv jejich identifikace
je Casto velmi obtizna. Zelezo je sice nepostradatelny prvek, ale ma také toxické vlastnosti,
proto je nutné, aby bylo dobfe regulovano. NejucinnéjSim zplsobem regulace je praveé

efektivné transportovat potiebné zelezo do bunky, ptipadné nadbytecné zelezo z buiiky ven.
3.3.1 ZIPCO (ZIP domain-containing protein)

ZIPCO je protein, jehoz soucasti je N-termindlni signalni peptid a 7 transmembranovych
domén. Soucésti proteinu je ZIP-doména (Zrt-, Irt-like protein). Patii tak do rodiny ZIP
proteinti, které funguji jako transportéry kovovych iontd. ZIPCO je pravdépodobné
lokalizovan v plazmatické membrané jaterniho stadia a jeho produkce vrcholi v pozdnich
jaternich stadiich. U modelového organismu P. berghei, ktery parazituje u hlodavci, je
koédovan genem, PBANKA 050650. Tento gen obsahuje 13 z 15 konzervovanych
aminokyselin, charakteristickych pro rodinu ZIP proteinti, lokalizovanych kompletné nebo
castecné ve cCtyfech transmembranovych oblastech (Eng et al., 1998; Sahu et al., 2014).
ZIPCO vykazuje vétsi expresi u pre-erytrocytarnich stadii, nez u erytrocytarnich. Inaktivaci
genu ZIPCO je omezen vyvoj parazita uvniti hepatocytu, nicméné neni nijak ovlivnéno jeho
rozmnozovani v mySi krvi. To bylo experimentalné prokazano pomoci rekombinantniho
klonu AZIPCO vytvoieného deleci vnitiniho fragmentu ZIPCO, dlouh¢ho 540 bp, kodujiciho
ZIP charakteristickou sekvenci a jeho nasledného nahrazeni kazetou hDHFR. Mira mnoZeni
Plasmodium AZIPCO béhem exponencialniho ristu paraziti v krvi mysi byla podobna jako
tomu bylo u paraziti s nedeletovanym fragmentem (WT). Naopak zéasadni roli hraje
v jaternim vyvojovém stadiu. Nedostatek funkéniho ZIPCO proteinu naruSuje ruast
a zivotaschopnost jaterniho stadia, sniZuje pocet merozoiti a je spojen s omezenou
karyokinezi. AZIPCO paraziti jsou znacné¢ mens$i, do krve uvoliuji merozoitii méné¢ a se
zpozdénim oproti WT (Sahu et al., 2014).

Vzhledem k tomu, Ze protein ZIPCO v buiikdch udrzuje homeostazu Zeleza je vyvoj
jaternich forem AZIPCO ovliviiovan zelezem. Pfi ptfidani citratu Zelezito-amonného (FAC)
velikost jaternich forem WT nijak vyznamné nevzroste, naopak vyrazné vzroste u jaternich
forem AZIPCO. Tento jev naznacuje, Zze AZIPCO paraziti nepouZzivaji k ziskani Zeleza pouze
protein ZIPCO, ale také né€jaky dal$i nizkoafinitni transportér zeleza. Jaterni formy AZIPCO
jsou také citlivéjsi na puasobeni deferoxaminu (DFO), vysoce afinitniho chelatoru Fe’*

kationtii, nez jaterni formy WT. Pii ptidani DFO se velikost jaternich forem WT 1 ZIPCO
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znateln& zmensi, nicméné tento efekt miize byt ptidanim Zeleza z FAC zvracen. Zelezo je tedy
pravdépodobné pro rust ZIPCO jaternich forem limitujicim faktorem (Sahu et al., 2014).

Podobny efekt byl pozorovan pii prisunu zinku, kdy se zvySila velikost AZIPCO
jaternich stadii, ale velikost jaternich stadii WT nebyla nijak ovlivnéna. Obdobn¢ jako Zelezo
je zinek dulezity zejména pro vyvoj erytrocytarnich parazitickych stadii. Omezeni zinku
prostfednictvim chelatoru TPEN (N,N,N’,N‘-tetrakis(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin) vede
k smrti krevniho stadia parazita, coz lze zvratit pfidanim zinku (Sahu et al., 2014).

VysSe zminéné experimenty souvisejici s pfisunem a spotiebou Zeleza naznacuji, ze praveé
ZIPCO protein je u jaternich forem prvoka Plasmodium dulezity pro vyuziti tohoto kovu

a mohl by slouZit jako membranovy transportér.
3.3.2 VIT (vacuolar iron transporter)

Vzhledem k mozné toxicité zeleza potfebuji organismy detoxifikacni mechanismy. Tyto
mechanismy zprostfedkovavaji proteiny rodiny VIT - vakuolarni transportéry Zeleza,
objeveny u rostliny Arabidopsis thaliana (Kim et al., 2006), v kvasinkovych buiikach znaceny
jako CCCl (Ca®*"-sensitive cross complementer 1), u parazita P. falciparum jako PfVIT
(Slavic et al., 2016).

Na zaklad¢ predpokladu, Ze v potravni vakuole dochazi k traveni Hb, nasledné
detoxifikaci hemu, a tudiz k hromadéni zeleza, bylo navrzeno, ze by protein PfVIT mohl byt
lokalizovan v membrané potravni vakuoly. Nicméné potravni vakuola byla nalezena pouze
v krevnim asexualnim vyvojovém stadiu parazita Plasmodium. Naopak protein PfVIT je
exprimovan v prub¢hu celého Zivotniho cyklu, proto se v membrané potravni vakuoly nejspis
nenachazi. S nejvétsi pravdépodobnosti bude lokalizovany v membrané endoplazmatického
retikula (ER) stejné jako protein PbVIT u modelového organismu P. berghei. (Slavic et al.,
2016). Tomuto tvrzeni také nahrava skutecnost, ze dva rostlinné transportéry VIT1 s funk¢ni
homologii ke kvasinkovému transportéru CCC1 se nachdzi v membrané¢ ER, kde udrzuji
homeostazu piechodnych kovi (Yamada et al.,, 2013). Proteiny rodiny VIT jsou slozeny
z polypeptidi o 250 az 400 aminokyselindch, uspofddanych do 5 transmembrénovych
a-helixidl s dlouhym hydrofilnim N-koncem. PfVIT md na svém N-konci 4 fosfoakceptorova
mista a hydrofilni smycku, ktera spojuje transmembranové helixy 2 a 3 na aminokyselinovych
zbytcich S21, S122, S140 a T150 (Labarbuta et al., 2017; Treeck et al., 2012; Solyakov et al.,
2011). Fosforylace, ptipadné defosforylace, téchto zbytkli by pak mohla slouzit k regulaci
transportu zprostiedkovaného proteinem PfVIT (Labarbuta et al., 2017). U jinych

transportnich proteini tomu tak je. Napiiklad biogenni monoaminové pirenasece v saveéim
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mozku reguluji pomoci fosforylace, ¢i defosforylace proteinu smér a aktivitu transportu
(Ramamoorthy et al., 2011).

JelikoZ rostlinny protein VIT a kvasinkovy CCC1 protein funguji jako transportéry Fe*"
iontl, ale i jinych kationtd pfechodnych kovl prvni fady, predpokladalo se, ze také protein
PfVIT bude mit tuto schopnost. Zminény ptedpoklad byl testovan na mutantnich kmenech
kvasinky S. cerevisiae ACCC1. Mutantni kmen ACCC1 postradal gen kodujici protein CCC1
a byl proto velice citlivy na pfipadnou toxicitu zeleza. Bylo prokédzano, Ze funkci
deletovaného CCCI lze nahradit nejen expresi homologniho rostlinného proteinu VIT, ale
také expresi proteinu PfVIT, ¢imz byla potvrzena schopnost proteinu PfVIT parazita
P. falciparum transportovat Fe*™ jonty (Slavic et al., 2016).

Protoze protein CCC1 ptenasi kromé& Fe®* iontd i jiné kationty, byla také testovana
schopnost proteinu PfVIT nahradit funkci nepfitomného vakuolarniho transportéru na import
Zn*" jontd v mutantnim kvasinkovém kmeni Azrcl, ta se vsak nepotvrdila (Slavic et al.,
2016).

Dale byly také provadény experimenty na bakteridlnich bunkach E. coli, kde byla
u bunék exprimujicich protein PfVIT prokazana vétsi odolnost viici cytotoxickym ucinktim
Fe®’, ne viak jinych iontd pfechodnych kovi prvni fady (Mn®", Zn**, Co®" nebo Ni*"). PfVIT
tedy funguje jako transportér vyhradn& Fe*" iontfl, pfi¢emZ o piivodu této selektivity se zatim
jen spekuluje. Ackoli poloméry vSech testovanych iontti pfechodnych kovii prvni fady jsou
podobné, ne vSechny znich byly prostfednictvim proteinu PfVIT transportovany, proto
selektivita patrn¢ nebude dana velikosti, ale spiS koordina¢nim ¢islem a geometrii substratu
kovovych iontd. PfVIT je transportér Fe’'/H', ktery k prenosu pfes membranu vyuziva
protonem fizeny antiport katalyzovany elektrochemickym gradientem (Labarbuta et al.,

2017).
3.4 Hemozoin

Parazit malarie travi krev, a tudiz i pomérné velké mnoZstvi v ni obsazeného Hb. Hb je
hlavnim zdrojem Zivin zejména pro stadia vyvijejici se uvniti ¢ervenych krvinek. Tato stadia
jsou schopna degradovat 60 — 80 % hostitelského Hb (Krugliak et al., 2002). Degradace Hb se
uskuteciiuje v potravni vakuole za Ucasti fady proteaz. Hb je oxidovan na met-Hb a pomoci
aspartatovych protedz je hydrolyzovan na volny hem a denaturovany globin. Globin je pak
dale hydrolyzovan pomoci cysteinovych protedz a exopeptiddz na kratké peptidy
a aminokyseliny (Goldberg et al., 1991; Rosenthal et al., 1988; Yamada and Sherman, 1979).

Pfi traveni dochdzi k uvoliiovani volného hemu, ktery je pro buiku toxicky. Vede totiz
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k produkci volnych kyslikovych radikald, peroxidaci lipida, oxidaci proteini a DNA (Aft and
Muellers, 1983, 1984). Plasmodium nema funkéni hemoxygendzu, a proto nedokaze
degradovat hem (Sigala et al., 2012). Z toho diivodu si vyvinul parazit Plasmodium, ale i fada
dalsich patogent zivicich se krvi jako napt. Schistosoma mansoni nebo Rhodnius prolixus,
detoxifika¢ni mechanismus, kterym se brani toxicit¢ volného hemu pfeménou na netoxicky
Hz (Oliveira et al., 2005). Tento mechanismus je zahajen samovolnou oxidaci Fe*" na Fe’*
kationty uvniti porfyrinového kruhu. Vznika potencionalné¢ toxicky hematin, ktery je nasledné
pfeménén na krystalicky, chemicky inertni Hz (Vanderesse et al.,, 2016). Struktura hemu

a hematinu je zobrazena na obrazku 2.

Hematin

Obrazek 2: Chemicka struktura hemu a hematinu. Upraveno podle Vanderesse et al., 2016

Hz je malaricky pigment tmavé hnédé az cerné barvy. Tvoii ho cyklicky dimer
protoporfyrinu s Fe** jonty uvnitf porfyrinového kruhu, kde propionova skupina kazdé

molekuly koordinuje stfed s Fe** svého partnera (Slater et al., 1991), viz obrazek 3.

ST

Obrazek 3: Chemicka struktura Hz. Upraveno podle Vanderesse et al., 2016
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Jakymi konkrétnimi mechanismy dochazi k formovani [-hematinu neni zatim zcela
objasnéno. Zda se, ze tvorba Hz je proces fizeny lipidy a/nebo proteiny bohatymi na histidin
¢i enzymy (Bendrat et al., 1995; Slater et al., 1991; Sullivan et al., 1996). N¢&kteti védci tvrdi,
ze k formaci dochézi autokatalyticky, kdy kazdy vznikly Hz podporuje tvorbu dalSich Hz
(Dorn et al., 1995). Jini se ptiklani k teorii, Ze formovani Hz zprostiedkovavaji neutralni
lipidy, mono- di- a tri- acylglyceroly (Jackson et al., 2004). Soucasti smési téchto neutralnich
lipidd bylo zna¢né mnozstvi monostearoylglycerolu a monopalmitoylglycerolu, a mensi
mnozstvi dipalmitoylglycerolu, dioleoylglycerolu a dilineoylglycerolu (Pisciotta et al., 2007).
Ukazalo se, ze smés neutrdlnich lipidi v podminkach podobnych travici vakuole ucinné
iniciuje tvorbu krystali f-hematinu (Hoang et al., 2010), a je dokonce schopna fidit velikost
téchto krystali (Ambele et al., 2013). Na detoxifikaci hemu a formaci Hz se vyznamné podili
protein HDP (heme detoxification protein) (Jani et al., 2008). Nicméné do tohoto procesu je
zapojen cely komplex proteind. Soucasti zminéného komplexu je falcipain 2/2°, protedzy
plasmepsin II a plasmepsin IV a histo-asparagova proteaza ve spojeni s proteinem HDP

(Chugh et al., 2013).

4. Chemoterapeutické strategie proti malarii

Ackoliv existuje spoustu antimalarik s riznym mechanismem ucinku, na fadu z nich
vznikd rezistence, proto je tieba vyvijet nova, u¢innéjsi 1é¢iva. Jednou z moznosti je zacilit na

metabolismus prvku nezbytného pro parazita, v tomto piipadé na metabolismus zeleza.
4.1 Chinolinova antimalarika

Chinolinova antimalarika obsahujici heterocyklickou dusikatou slouc¢eninu chinolin, viz
obrazek 4, se uplatiuji pti detoxifikaci hemu.

1 é

Obrazek 4: Chemicka struktura chlorochinu s typickym chinolinovym jadrem. Prevzato

zRaietal, 2018.

Zasahuji do procesu tvorby Hz vlozenim komplexu tvofeného hemem s navidzanym
chinolinem do rostouciho polymeru Hz. Chinoliny se hromadi v potravni vakuole. Zde pak
dochazi ke kumulaci volného hemu, coZ piisobi na buiku toxicky (Kuhn et al., 2007).

Konec¢ny biochemicky mechanismus ti¢inku vSak je tfeba jeste dale testovat.
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Obrazek 5: Mechansimus ucinku chinolinovych léciv inhibujicich tvorbu Hz v potravni
vakuole parazita Plasmodium. Tato inhibice zvySuje mnozstvi volného heminu, ktery
napomdhd vzniku peroxiddzovych reakci, pii nichi dochdzi k oxidaci hemu (Fe’¥), cimz
vznika H,0,. Peroxiddazové reakce inhibuji cysteinové protedazy potrebné pro degradaci
proteinti ucastnicich se rustu parazitu (1) a zarovenn mohou oxidovat proteiny (enzymy), lipidy

a DNA, coz vede k poSkozeni parazitu (2). Prevzato z Herraiz et al., 2019.

Jak je z obrazku 5 patrné, oxidaci hemu vznikd hemin, pficemz dochazi k uvoliovani
H,0,. V disledku piisobeni aktivnich chinolinii roste mnozstvi volného heminu. Volny
hemin, ktery zlstava ve vakuole, kromé interakce s proteiny (napt. globinem) také katalyzuje
peroxidazové reakce. Vznika tak oxidacni stres, ktery vede k poSkozovani lipidovych
membran, proteini a DNA. Oxidacni ucinky heminu jsou zesilovany prostfednictvim
podavanych chinolinovych 1é¢iv. Mezi nejaktivnéjsi chinoliny s nejvétsimi pro-oxida¢nimi
ucinky patii chlorochin, chinakrin, amodiachin, chinin, chinidin a meflochin. A¢koliv dochazi
vlivem chinolinovych antimalarik v pfitomnosti H,O, k zvySené peroxidaci, bylo prokazano,
7ze samy chinoliny zadny pro-oxidacni ucinek nemaji (Herraiz et al., 2019), coz odporuje
dosavadnim tvrzenim, ze chlorochin, zastupce tohoto typu antimalarik, pisobi
prostiednictvim produkce reaktivnich kyslikovych radikali (Monti et al., 2002). Chlorochin
navodi stav oxidac¢niho stresu zvySenim hladiny volného heminu. Na zesileni peroxiddzovych
reakci katalyzovanych heminem maji vliv nékteré proteiny, jako globin nebo hovézi sérovy
albumin (Herraiz et al., 2019).

Volny hemin je také pfiinou inhibice cysteinovych protedz: papainu, ficinu
a katepsinu B, které se podili na tvorbé Hz. K inhibici dochdzi v prostiedi s HO,, coz

potvrzuje vliv peroxiddzovych reakci (Herraiz et al., 2019). Cysteinové protedzy hraji roli
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v procesech nezbytnych pro pieziti a vyvoj paraziti (Rosenthal, 2004). Obsahuji diilezitou
thiolovou skupinu, ktera muize byt diky pfitomnému H,O, a nepfitomnym redukénim
¢inidlim oxidovédna na inaktivni kyselinu sulfenovou. Tato reakce je v pfitomnosti
glutathionu ptipadné ptfidanim cysteinu reverzibilni (Denu and Tanner, 1998; Lin et al,,
1975). Glutathion je tedy schopen zvratit inhibici proteolyzy cysteinovych protedz
zpusobenou peroxidazovymi reakcemi. Na druhu P. berghei byl prokazan vliv mnozstvi
glutathionu na ucinky chlorochinu. Glutathion by proto mohl byt soucasti antioxida¢nich
systémul parazita, které by inhibovaly peroxidazové reakce zplisobené heminem (Herraiz et
al., 2019; Platel et al., 1999). Hledanym idedlem jsou tudiz léciva, kterd by zvySovala
akumulaci heminu a souc¢asn¢ snizovala G¢inky antioxida¢nich systémi parazita. Je zajimavé,
ze pusobeni globinu ovliviiovalo aktivitu antioxidantll a inhibitord peroxidazovych reakci.
Jejich oxidace se v ptitomnosti globinu snizovala (Herraiz et al., 2019).

Herraiz et al, 2019 objasnili biochemické mechanismy uc¢inku chinolinovych
antimalarik, nicmén¢ ziskana data by méla byt jeSté dale zkoumana a potvrzena testovanim
in-vivo, kde hraje roli tfada dalSich faktori a podminky zde jsou proto ponékud
komplikovanéjsi. Byly také testovany ucinky latek analogickych k chinolinovym
antimalarikiim, jako jsou napf. [-karbonyly nebo nitroindazoly. f-karbonyly
a 8-hydroxychinolin nevykazovaly antimalarickou aktivitu jako napt. chlorochin ¢i chinakrin,
naopak dva testované nitroindazoly (DIM 5 a DIM 32) ano (Herraiz et al., 2019).

A¢ jsou chinolinovéa antimalarika pouzivana v 1ébé malarie pomérné uspesné jiz fadu
let, pfesto se odbornici potykaji se snadno vznikajici rezistenci paraziti na tato 1écCiva.
Parazité¢ maji obranné mechanismy, kterymi se brani proti kumulaci volného hemu, pfipadné

heminu, rizné antioxidacni systémy a podobn¢, které mohou napomahat vzniku rezistenci.
4.2 Artemisinin

Artemisinin je pfirodni extrakt izolovany z ¢inské byliny Artemisina annua. Jedna se
o 1ék na chemické bazi seskviterpenového laktonu. Artemisinin a jeho derivaty nesou jadro

1,2,4-trioxanu s neobvyklym endoperoxidovym mustkem, viz obrazek 6.

Obrazek 6: Chemicka struktura artemisininu. Prevzato ze Isacchi et al., 201 1.
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Jeho antimalarickd aktivita je pravdépodobné déna produkci volnych radikald, které
vznikaji jako nésledek stépeni endoperoxidového mustku, coz také doklada fakt, ze pfi
absenci endoperoxidového mustku k 1é¢ivé aktivité artemisininu nedochazi (Klayman, 1985;
Krungkrai and Yuthavong, 1987). Obecné lze tici, ze ptechodné kovy s nizkou valenci jsou
schopny Stépit peroxidy, ¢imz dochdzi k produkci kyslikovych radikdli, které mohou
nasledné vést k produkci uhlikovych radikalti s vysokym antimalarickym uc¢inkem (Posner
and Oh, 1992). Stépeni endoperoxidového mistku je katalyzovano hemovymi Fe*™ ionty,
které jsou produkovany pii degradaci Hb, a zahrnuje pieskupovani elektroni z Fe*™ na
Fe*'=0, které vede k produkci skodlivych volnych radikali (Posner et al., 1995; Wu et al.,
1998).

Aktivita artemisininu zna¢né zavisi na degradaci Hb, coZ potvrzuji experimenty, pfi
nichz byl sledovan tuc¢inek tohoto lé¢iva na parazitech s inhibovanymi cysteinovymi
1 aspartatovymi proteazami, které jsou nedilnou soucésti procesu degradace Hb. Aktivita
artemisininu byla pouzitim inhibitorG proteaz omezena, a to zejména pii pouZziti inhibitorti
cysteinovych protedz. Inhibitory také branily zvySeni oxidativniho stresu, ktery je vlivem
plusobeni artemisininu vyvolan. Zminény pokus proto potvrzuje predpoklad zavislosti
artemisininu na absorpci a nasledné hydrolyze Hb. Artemisinin je schopen vazat volny hem,
ktery se uvolni po degradaci Hb falcipainem 2 (Klonis et al., 2011). Jakmile se artemisinin na
hem navaze, neni uz mozné, aby byl hem ptfeveden na Hz (Chugh et al., 2013). Artemisinin
soucasn¢ prokazano, ze artemsinin sniZuje schopnost parazitii piijimat Hb (Klonis et al.,
2011). Nestraveny Hb se pak hromadi v parazitovi (Hoppe et al., 2004). Existuji jesté jiné
studie, které poukazuji na souvislost aktivity artemisininu spojenou s ptimou inhibici ATPazy
vapniku (PfATP6) (Eckstein-Ludwig et al., 2003).

Artemisinin a souvisejici endoperoxidova antimalarika jsou vyjimecna rychlosti 1écby
infekce a zdroven Uc€inku 1 proti parazitim, ktefi uz ziskali na jind antimalarika, jako jsou
napiiklad chinoliny, rezistenci. Naopak nevyhodou téchto léCiv je jejich velmi kratky polocas
rozpadu v in-vivo prostfedi, ktery je ptiblizné 1 — 3 hodiny (Dondorp et al., 2009; Eastman
and Fidock, 2009; Hien and White, 1993). Proto je vhodné podpofit 1éc¢bu téchto antimalarik
jesté kombinaci s léky s dlouhodobé€jSim ucinkem, jako jsou lumefantrin, amodiachin,
piperachin, meflochin, sulfadoxin-pyrimethamin nebo pyronaridin (Nosten and White, 2007).
Artemisininy jsou U€inné proti asexudlnim krevnim staddiim, ale také proti transmisnim
pohlavnim stadiim parazita (Kumar and Zheng, 1990). Mezi vyznamné derivaty artemisininu

patii napf. dihydroartemisinin, artemether, arteether nebo artesunat (Hien and White, 1993).
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Z vyse zminénych informaci je patrné, Zze zelezo je pro aktivitu artemisininu opravdu
esencidlni, coz také potvrzuje fakt, ze pouziti chelatoru zeleza DFO puasobi vici
endoperoxidovym antimalarikiim antagonisticky (Stocks et al., 2007). Nabizela by se proto
hypotéza, ze dodanim vétSiho mnozstvi zeleza by mohla byt posilena aktivita téchto
antimalarik. Nicméné to, zda pfinadSi dodavani zeleza infikovanym pacientim ptiznivé

zdravotni vysledky, je pon€kud sporné, viz kapitola 4.4.
4.3 Chelatory

Bylo navrzeno, Ze dalS$i moznou strategii v boji s malarii by mohly predstavovat latky
schopné vychytavat Zelezo (Raventos-Suarez et al., 1982). Schopnost vychytavat Zelezo maji
chelatory Zeleza, které selektivné vazou Fe’*. Této skupiné dominuje klinicky nejvyuzivangjsi
DFO (Raventos-Suarez et al., 1982), ale jeji soucasti je 1 fada dalSich (Edward et al., 1997;
Fritsch et al., 1987; Heppner et al., 1988; Loyevsky et al., 1993, 1997; Tsafack et al., 1996;
Yang et al, 1992). Antimalarickd aktivita téchto chelatori mize byt potlaCena dodanim
ekvimolarni koncentrace zeleza. Chelatory jsou nejen schopné Zelezo vychytavat, ale také
snim tvofit toxické komplexy (Jairam et al, 1991; Scheibel and Adler, 1982). Tento
mechanismus u&inku je charakteristicky pro chelatory, které selektivnd vazou Fe®',
napt. 2¢,2¢-bipyridyl (Jairam et al., 1991). Antimalarickou aktivitu slouCenin této skupiny
logicky nelze zvratit ptidanim Zeleza (Loyevsky et al., 1997).

Diilezitou vlastnosti chelatort Zeleza je jejich dostatecné vysokd afinita a selektivita
k Fe*". Chelatory selektivni pro Fe*" maji totiz afinitu i k jingym biologicky vyznamnym
dvojmocnym koviim, jako Zn®" nebo Cu®" (Baum and Ng, 2004). Naopak chelatory selektivni
pro Fe*" maji afinitu spi§ k trojmocnym iontdm jako je Ga®" nebo A" aj., které nejsou pro
buniku tak nezbytné (CaracO’ et al., 1998). Jelikoz MA-DFO (methylanthranilic-DFO),
derivat DFO, vaze mnohem vyrazngji Fe’" neZ Fe*" a ma soucasnd vyssi chelataéni u&inky na
P. falciparum nez na sav¢i buiiku, lze usuzovat, Ze Zelezo, které je soucasti LIP parazita se
vyskytuje zejména v Fe*" formé (Glickstein et al., 1996). Idealni jsou proto siderofory, jejichz
ligandem je hydroxamat, pfipadné katechol, jelikoZ maji afinitu k Fe’" velmi vysokou (Hider
et al., 1981, 1983; Bergeron et al., 1991; Yinnon et al., 1989). Na rozdil od sav¢ich bungk,
které po odstranéni chelatoru kompletné obnovuji rast, Plasmodium snasi nedostatek zeleza
zpusobeny cheldtorem hiife a je schopné své Zivotni funkce obnovit jen minimalné (Lytton et
al., 1994) . Uginek chelatoru je dale ovlivnén jejich schopnosti proniknout skrz membranu

infikovanych ¢ervenych krvinek, pficemzZ nejlépe prostupuji hydrofobni slouceniny. Stadium
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pozdniho trofozoitu je nejpropustnéjsi, a proto nejvice citlivé na plsobeni chelatort

(Loyevsky et al., 1993; Raventos-Suarez et al., 1982; Shanzer et al., 1991).

4.3.1 Deferoxamin a jeho derivaty
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Obrazek 7: Chemicka struktura DFO, R = H. Prevzato z Rai et al., 2018.

DFO, jehoz strukturu znazoriiuje obrazek 7, je odvozeny od kyseliny trihydroxamové.
V ptirodé¢ je tento siderofor produkovany bakterii Streptomyces pilosus. Je klinicky
nejvyuzivanéjSim chelatorem zeleza, a to zejména pii 1€cbé zelezem pietizeného organizmu,
k Cemuz miize dochazet po opakovanych transfuzich. DFO se proto vyuziva pii 1écbé
talasémie a srpkovité anémie (Sorrentino et al., 2020), ale také pii 1€cbé neurodegradativnich
chorob, pii nichz se hromadi Zelezo v mozku (Fine et al., 2020). V neposledni fad¢ je DFO
ucinny pii lécbé malarie (Gordeuk et al., 1992).

DFO mé viak fadu nevyhod. Spatné pronikd do &ervenych krvinek, ptisobi pouze na
stadia pozdniho trofozoitu, pii jeho peroralnim podavani je prakticky neucinny a je pomérné
rychle odbouravan z krve, proto je vhodné infuzni podévani (Summers et al., 1979). Z téchto
davodt byla vytvorena fada derivatl, které maji potiebné vlastnosti pro zlepSeni u¢innosti
tohoto sideroforu. U¢inek DFO miZe byt také zesilen kombinaci s jinymi chelatory, p¥ipadné
antimalariky (Chevion et al., 1995; Glickstein et al., 1996; Hershko et al., 1991; Jairam et al.,
1991; Loyevsky et al., 1997; Lytton et al., 1994; Shanzer et al., 1991; Thuma et al., 1998b,
1998a; Tsafack et al., 1996).

Bylo zjisténo, Ze infikované erytrocyty lépe propousti komplex Zn-DFO, neZ samotny
DFO. Jelikoz ma DFO mnohem vy3§i afinitu k Fe’* nez k Zn*", po vstupu do buiiky vyméfiuje
Zn-DFO sviij navazany Zn>" za Fe’™ ionty, které jsou nezbytné pro Zivotni funkce parazita.
Zn-DFO také ucinkuje pii niz$ich koncentracich nez DFO. (Chevion et al., 1995).

Také pro derivait MA-DFO je membrana erytrocytu propustnéjsi neZ pro DFO. MA-DFO
je nejvice hydrofobni a zaroven do buiiky nejlépe prostupujici slouceninou ze skupiny
N-terminalnich derivatt. Selektivné suprimuje rlst a proliferaci parazitické buiky. Ziejmé
proto, Ze v cytosolu sav&ich bungk pievlada Zelezo v Fe*" form&. MA-DFO viak vaze s vyssi

afinitou Fe’* ionty (Glickstein et al., 1996). DFO je velmi rychle vyplavovan z krve, proto
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jsou vyvijeny derivaty, které by prodlouzily dobu ptisobeni 1é¢iva v krevnim ob&hu. Jednim

z nich je naptiklad 8-ramenny polyethylengylkol-DFO (Yu et al., 2020).
4.3.2 Obracené siderofory

Obracené siderofory (téz syntetické ferrichromy) se vyznacuji svou velmi dobrou
prostupnosti skrz membranu cervenych krvinek. Snaz§i pronikdni do erytrocytti bylo
umoznéno nahrazenim hydrofilni obalky molekuly ferrichromu za obalku hydrofobni.
Pirodni siderofory produkované mikroby vazou Fe’* ionty z média a prostfednictvim
receptord je transportuji do buiiky, ¢imz stimuluji rtist mikroba. Ackoliv 1 obracené siderofory
vazou Fe’" ionty, na rozdil od téch ptirodnich pronikaji do buiiky difuzi, vychytavaji
intracelularni Zelezo a rist mikroba inhibuji. Synteticky ferrichrom obsahujici izoleucin
(SF1-ileu), in-vitro zkoumany zastupce této skupiny, neptisobi na savéi buriky, zato plisobi na
vSechna vyvojova stadia parazita P. falciparum, primarné¢ vSak na stadium prstynku.
Chemoterapeutické ucinky DFO, ktery inhibuje pouze stadium pozdniho trofozoitu, jsou tudiz

kombinaci s SF1-ileu vyrazné zlepSeny. (Lytton et al., 1994; Shanzer et al., 1991).
4.3.3 Acylhydrazony

Soucasti této skupiny jsou slouceniny napi. SIH (salicylaldehyd-isonikotinoyl hydrazon)
a HNFB (2-hydroxy-l-naftylaldehyd-m-fluorobenzoyl hydrazon), u nichz byla potvrzena
jejich schopnost inhibovat rist viech stadii parazita P. falciparum. Vazou Fe*™ a velmi dobre
prostupuji membranou Cervenych krvinek. Obzvlasteé Gc¢inné jsou pak v kombinaci s DFO.
Ackoliv SIH vychytavanim zeleza omezuje rast parazita, pfi jeho nizkych koncentracich
(<20 umol/1) roste parazit paradoxné¢ lépe pii kontinualnim davkovani ve srovnani s parazity
po ukonceni davkovani. Parazit pravdépodobné dokéze recyklovat a znovu vyuzit
extracelularni zelezo, které tam SIH pii nizSich koncentracich dopravuje (Tsafack et al.,
1996). Bylo ukéazéano, ze pokud se SIH nevyskytuje volné, ale ve formé komplexu, miize
poskytovat Zelezo sav€¢im bunkam (Laskey et al.,, 1986). Proto je vyhodné podavat SIH
v kombinaci s DFO, kter¢ diky své Spatné prostupnosti membranou plsobi spiSe
extracelularné a ma vyssi afinitu pro Fe’* nez SIH, takze Zelezo transportované pomoci SIH

z bunikky DFO vyvaze a zabrani tak parazitovi, aby ho znovu recykloval (Tsafack et al., 1996).
4.3.4 Aminothioly

Do této skupiny chelatori patii BAT (ethan-1,2-bis(N-1-amino-3-ethylbutyl-3-thiol)
a TAT (N N‘N°‘tris(2-methyl-2-mercaptopropyl)1,4,7-triazacyklononan), coZ jsou

slouceniny, které dokaZzi inhibovat rlst parazita P. falciparum Skrat az 10krat efektivnéji, nez
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DFO. BAT i TAT brani vzniku skodlivych hydroxylovych radikalii. Jsou cytotoxické vici
parazitim malarie, nikoliv vi¢i sav€éim bunkam. Plisobi na stddium trofozoita a schizonta.
TAT je ucinnéjsi nez BAT, je totiz lipofiln€j$i a ma vyssi pocet koordinac¢nich mist pro zelezo
(Loyevsky et al., 1997).

4.3.5 Hydroxypyridin-4-ony

Chelatory této skupiny jsou, na rozdil od DFO, G¢inné i pti peroralnim podévéani. Vazou
s vysokou specifitou Fe’™ v LIP napadenych &ervenych krvinek. Dokazi inhibovat raist
parazita Plasmodium in-vitro 1 in-vivo. Membrana erytrocytu je propustnéj$i pro
hydrofobné¢j$i molekuly, schopnost vychytavani Zeleza z bunky je proto dana mirou lipofility
chelatorti. Vyhodou hydroxypyridinond je, Ze 1ze modifikovat jejich lipofilitu zménou délky
R, substituentu navazaném na dusiku heterocyklu (Hershko et al., 1991).

NejznaméjSim hydroxypyridinonem je ziejmé deferipron, ktery je uzivan pacienty,
jejichz organismus je pietizen nadmérnymi hladinami Zeleza, nejcastéji po opakovanych
transfuzich pfi lécbe talasémie (Kontoghiorghes et al, 1987). Byly také testovany
antimalarické U€inky deferipronu. Ackoliv pfi pozorovani in-vitro dochéazelo k inhibici ristu
parazita P. falciparum, in-vivo nikoliv. Deferiprone ma pomérné nizkou lipofilitu a je velice
rychle odbouravan z krve. Aby inhiboval parazita in-vivo, musel by byt soustavné podavan ve
vysSich déavkach, s ¢imz je zase spojené riziko abnormdalniho snizeni poctu neutrofilnich
granulocytti v krvi, ptfipadné jinych vedlejSich UCinkl. Deferipron proto neni pro 1éCbu

malarie ptili§ vhodny (Thuma et al., 1998b).
4.4 Vztah zeleza, malarie a anémie

Jak bylo jiz feCeno, malarie zptusobuje mimo jiné také anémii. Anémie je onemocnéni
krvetvorby, pii kterém dochdzi ke snizeni koncentrace Hb v krvi. Existuje n€kolik druht
a specifickych ptic¢in tohoto onemocnéni.

NejzndméjSim druhem anémie spojené s malarii je srpkovitd anémie. Vyskytuje se
vyrazné Castéji v oblastech zasazenych malérii nejspiSe proto, Ze jedinci trpici srpkovitou
anémii jsou vii€i projevim tézké malarie odolni, ¢imz témto jedinctim poskytuje evoluéni
vyhodu (Aidoo et al., 2002). Jak je z ndzvu patrné, srpkovita anémie se vyznacuje zménou
tvaru Cervenych krvinek, a to zjejich pfirozeného tvaru promacknutého piSkotu na tvar
protazeného srpku. Tyto deformované Cervené krvinky infikované parazitem jsou kvili
zvySené opsonizaci pomoci IgG a C3c prednostné urceny k pfedcasnému zniceni fagocytézou
(Ayi et al., 2004). Srpkovitd anémie je zplisobena mutaci genu pro [-globin (Ingram, 1957),
kterd je autozomdlné recesivné dédi€nd a vede k fadé¢ symptomil. Mimo ptiznaky
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charakteristické pro vsechny typy anémii, jako jsou unava, bledost a dusnost, je dalSim
priznakem také tzv. obéhova piihoda, ktera vede k ucpavani cév a poté az k odumieni
nékterych organu, nejcastéji jsou postizeny slezina, srdce, ledviny a plice (Williams and
Thein, 2018).

Podobné talasémie je dédicné onemocnéni krve, jehoz vyskyt koreluje s oblastmi vyskytu
malarie z podobnych diivodd, jako tomu bylo u srpkovité anémie. Mutantni ¢ervené krvinky
podstatné hiif prenaseji kyslik, proto maji postizeni jedinci vyssi pocet ¢ervenych krvinek, nez
zdravi lidé. Ackoliv bude postizeny napaden stejnym mnoZzstvim parazitl jako zdravy jedinec,
piesto bude mit vice nenapadenych cervenych krvinek, tudiz bude vi¢i malarii odolnéjsi
(Fowkes et al., 2008). Pfi¢inou onemocnéni je porucha syntézy nékterého z polypeptidovych
fetézcl Hb, nejCastéji a (v pripad¢ a-talasémie) nebo vzacnéji B (v pripad¢ f-talasémie). To
brani spravné tvorbé Hb, a tim padem i potfebné distribuci kysliku po téle, coz vede nejen
k fyzickym, ale 1 psychickym patologiim (Rikos et al., 2020; Taylor et al., 2012a).

Ackoliv je znama celd fada dalSich typi anémii, existuje jesté jeden typ, ktery nesmi byt
opomenut, a to tzv. sideropenickd anémie, jejiz pfiCinou je nedostatek zeleza. Je to
nejrozsitenéj$i druh anémie, ktery postihuje ptevazné déti predSkolniho véku a téhotné Zeny.
Projevuje se podobné¢ jako ostatni typy anémii Unavou, bledosti, bolesti hlavy, nizkou
soustiedénosti, ale také ptiznaky souvisejicimi pravé s nedostatkem zeleza, jako je
koilonychie (1zickovita deformace nehtil), vypadavani vlast, zrychlené buseni srdce, syndrom
neklidnych nohou a dalsi. U déti mize nedostatek zeleza zplisobovat zpozdéni mentalniho
a motorického rozvoje, u te€hotnych pak roste riziko ptedcasnych porodu. Pacientiim s touto
anamnézou je proto dodavano zelezo (Camaschella, 2015). Jelikoz se ale vyskyt anémie
zpusobené nedostatkem Zeleza prekryva s oblastmi vyskytu malarie, zlistava otazkou, zda tuto
lécbu zalozenou na dodavani Zeleza anemickym pacientiim pouzit i v oblastech postizenych
malarii. Existuji totiz studie, které¢ ukazuji, ze je pro P. falciparum snazsi infikovat Cervené
krvinky s dostatenym mnozstvim Zeleza, nez ty s jeho niz§im obsahem (Barffour et al., 2017;
Camaschella, 2015; Goheen et al., 2016; Gwamaka et al., 2012; Moya-Alvarez et al., 2017;
Nyakeriga et al., 2004). Nékolik védeckych skupin se proto zacalo touto problematikou
zabyvat, nicméné doSly k pon€kud rozporuplnym vysledkiim.

Z vysledkii n€kterych vyzkumi vyplyvd, ze dopliiovani Zeleza anemickym détem
v oblasti s vyskytem malarie nemd Zadny vliv na zhorSeni infekce. Pozitivni uCinky
doplilovani zeleza na anemické pacienty pievazuji nad ptfipadnym negativnim vlivem na
zhorSeni malarie. Nicméné Zadny negativni vliv v téchto studiich nebyl zaznamenan (Bates et

al., 1987; Berger et al., 2000; Desai et al., 2004; Ekvall et al., 2000; Gara et al., 2010; Van
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Den Hombergh et al., 1996; Mebrahtu et al., 2004; Menendez et al., 1997; Verhoef et al.,
2002).

Jiné experimenty ukazaly opacné vysledky. Denni dopliiovani zeleza vedlo ke zhorSeni
zdravotniho stavu az k umrti u nakazenych jedincti (Nwanyanwu et al., 1996; Oppenheimer et
al., 1986; Sazawal et al., 2006; Smith et al., 1989).

Podobné experimenty na druhé rizikové skuping, tedy teéhotnych zenach, vykazovaly
nejasné vysledky po lécbe anémie, zalozené na dopliovani zeleza (Fowkes et al., 2018;
Kabyemela et al., 2008; Menendez et al., 1994).

Zda zelezo v malarickych oblastech anemickym jedincim dopliovat, ¢i nikoliv, je stale
nejasné. Rozporuplné vysledky riznych studii jsou dany komplikovanym testovanim. Pokusy
mohou byt ovlivnény celou fadou faktorii, jako je veék a pohlavi jedince, ro¢ni obdobi,
dostateény pocet probandt, velikost davky a frekvence s jakou je Zelezo dodavano,
pfitomnost hemoglobinopatologie a momentalni stav Zeleza, na stavajicim pribéhu malarie
u nakazeného aj., proto lIze jen obtizn€ zobecnit jednotlivé zavery.

Dopliiovani zeleza jedinciim s jeho nedostatkem pritkazné zlepSilo jejich hematologicky
stav, proto je doplilovani Zeleza anemickym jedincim vhodnym postupem. Nicméné
vzhledem k tomu, ze se vyskyt malarie a anémie zplisobené nedostatkem zeleza pirekryva,
a vzhledem k moznému naslednému zhorseni infekce je doporuc¢eno dodavat Zelezo soucasné

s antimalariky (Fontaine, 2007).
Zavér

Pfedmétem této prace bylo shrnout, jakou roli hraje zelezo v boji s malarii. Popsat,
z jakych zdroji a jak parazit zelezo pfijima, transportuje a vylucuje a jaky vliv na né¢j maji
hladiny Zeleza hostitele. JelikoZ je Zelezo nezbytné pro vyvoj a preziti parazita Plasmodium,
nabizi se vyuzit pravé zasah do metabolismu Zeleza jako zplsob 1€cby malarie. Proto jsou zde
také zminény latky, které na Zelezo a jeho metabolismus cili.

Parazit pravdépodobné neni zavisly pouze na jednom zdroji Zeleza, ale vyuziva Zelezo
z vice riznych zdroji, jako je zelezo vazané v LIP, feritinu, transferinu nebo hemu hostitele.

Neni dosud zcela jasné, jakym mechanismem Plasmodium Zelezo pifijima a jakym ho
vylu€uje. Zda se vSak, Ze pravé protein ZIPCO souvisi s pfisunem Zeleza skrz plazmatickou
membranu, 1 kdyZ se o¢ividné nejedna o jediny zplsob transportu. Transportér PfVIT naopak
zprostiedkovava detoxifikaci Zeleza. Jak bylo uk4zéano, tak oba tyto transportéry se vyznamné

podili na udrZzovani homeostazy Zeleza u téchto parazitli a stavaji se tak zajimavym cilem pro

antimalarické 1é¢iva.
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Parazit Plasmodium travi Hb. Béhem traveni Hb dochazi k uvoliovani volného hemu,
ktery je pro bunku toxicky. Toxickému vlivu volného hemu se parazit brani preménou hemu
na chemicky inertni Hz. Zelezo uvniti Hz viak parazit nevyuziva. Tvorba Hz, ktera je pro
parazita esencialni, pfedstavuje mozny cil. A pravé na ten mifi chinolinové a artemisininova
antimalarika.

Dalsi zminovanou strategii je chelatacni terapie, ktera se stale zdokonaluje. Jsou vyvijeny
nové chelatory s lepsi schopnosti proniknout do bunky, s delsi dobou ptlisobeni, s niz§imi
negativnimi vedlej$imi G¢inky na hostitele, s i€innosti 1 pfi perordlnim podavani.

Zda je vhodné lécit anemické jedince v malarickych oblastech podavanim Zeleza je
dosud nejasné. Vysledky studii mluvi protichtidné. Pfi této 1é¢bé v oblastech trvalého vyskytu
malarie je proto na misté spolu s dodavanim zeleza preventivni podavani antimalarik.

Malérie je po staleti zndAmym, a proto Siroce probadanym onemocnénim. Nicméné 1 pies
zna¢né pokroky ve vyzkumu existuje stdle mnoho otaznikli, na néZ je tfeba odpovédét.
Soucasné kvili neustale se objevujicim rezistentnim kmeniim, je nutné stale patrat po novych

uc¢inngjsich lécivech.
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