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Abstrakt 

 Plasmodium falciparum je intracelulární parazit způsobující tropickou malárii. Ačkoli 

v našich podmínkách mírného pásu není problémem, v tropických a subtropických oblastech 

se jedná o závažnou zdravotní hrozbu. Onemocnění je nebezpečné zejména pro malé děti, 

které tvoří více než polovinu obětí. Tato práce pojednává o invazi červené krvinky 

merozoitem, která představuje klíčový krok životního cyklu parazita pro vlastní průběh 

onemocnění. Hlavní část je věnována proteinům sekretovaným z organel invazivního aparátu 

buňky plasmodia, které předchází část obsahující základní informace o P. falciparum a 

malárii. Závěr práce je doplněn o kapitolu o úniku parazita z červené krvinky.  

Klíčová slova 

 Invaze, plasmodium, parazit, merozoit, červená krvinka, těsný spoj, klouzavý pohyb, 

apikální komplex, mikronémy, rhoptrie  

 

 

 

Abstract 

 Plasmodium falciparum is an intracellular parasite that causes tropical malaria. 

Although plasmodium is not a problem in the middle latitudes, in tropical and subtropical 

regions it poses a great health threat. This specifically concerns little children, which 

constitute more than a half of the victims. This thesis discusses the invasion of the red blood 

cell by a merozoite, which is a key step of the parasite life cycle responsible for the disease 

development. The main part of the thesis deals with proteins secreted by organelles of the 

invasive apparatus of plasmodium cell. It is preceded by a chapter introducing basic 

information on P. falciparum and malaria. The end of the thesis contains a chapter on the 

parasite exit from the red blood cell. 
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 Invasion, plasmodium, parasite, merozoite, red blood cell, tight junction, gliding 

motility, apical complex, micronemes, rhoptries 
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RON    Rhoptry neck proteins 

SUB    Subtilisin-like protease 

WHO    Světová zdravotnická organizace
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1. Úvod 

Plasmodium patří mezi nejvýznamnější intracelulární parazity. Jedná se o jednobuněčný 

organismus napadající buňky obratlovců i bezobratlých. Tato práce pojednává o druhu P. 

falciparum, jehož hmyzím hostitelem je komár rodu Anopheles, který zprostředkovává přenos 

parazita do lidského těla. P. falciparum je také původcem tropické malárie, která se v případě 

špatné či žádné léčby může vyvinout v těžkou komplikovanou malárii (Cowman et al., 2016). 

Zároveň je tento druh zodpovědný za největší počet úmrtí na malárii, přičemž 

nejohroženějšími jedinci jsou děti do věku 5 let.  

Během svého životního cyklu P. falciparum invaduje tři různé buněčné typy hostitele ve 

třech různých životních stádiích. Jako sporozoit se v lidském organismu dostává do 

hepatocytů, odkud ve formě merozoita napadá červené krvinky člověka a poté již v komářím 

vektoru se ve stádiu ookinetu dále vyvíjí v buňkách středního střeva. Přestože invaze červené 

krvinky zabírá v životě P. falciparum pouze zlomek času , jedná se o klíčový krok v životním 

cyklu parazita, který umožňuje úspěšné ustanovení infekce v krevním oběhu hostitele. Pro 

člověka je pak toto chování parazita zodpovědné za vlastní projevy a míru závažnosti 

onemocnění (Milner, 2018).   

Cílem této bakalářské práce je shrnutí prozkoumaných poznatků o invazi P. falciparum do 

červených krvinek. Tato práce představuje invazivní aparát parazita, zaměřuje se na 

sekretované molekuly a popisuje jejich roli, kterou mají v invazi hostitelské buňky.  
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2. Plasmodium falciparum 

2.1. Zařazení v systému 

 Plasmodium falciparum je intracelulární parazit patřící do třídy Haematozoea pod 

kmenem Apicomplexa.  Jedná se o jednoho ze šesti druhů parazitů způsobujících malárii 

v lidském těle (Milner, 2018). Mezi dalších pět patří: P. vivax, P. ovale wallickeri, P. ovale 

curtisi, P. malariae a P. knowlesi. Z těchto druhů jsou největšími hrozbami P. vivax a P. 

falciparum, přičemž P. falciparum je považované za nejvíce letální a P. vivax je geograficky 

nejrozšířenější a je největší příčinou onemocnění malárií (Cowman et al., 2016).  

2.2. Životní stádia 

Životní cyklus plasmodia se skládá ze čtyř životních stádií, která se liší svou funkcí i 

morfologií: sporozoit, merozoit, trofozoit a gametocyt. Společně tato stádia sdílí pouze 6% 

exprimovaných proteinů, přičemž nejvíce unikátních sekvencí kóduje forma sporozoita, a to 

téměř polovinu (Florens et al., 2002). 

Sporozoiti jsou do těla lidského hostitele vstříknutí komárem. Jsou specializovaní na 

invazi hepatocytů. Během několika hodin po infekci se dostávají do jater, kde invadují 

hostitelské buňky, diferenciují se do schizontů, jenž generují tisíce merozoitů (Soulard et al., 

2015). 

Merozoiti jsou stádiem vstupujícím do červených krvinek. Po invazi vytváří 

parazitoforní vakuolu, ve které se mění na stádium trofozoita. Trofozoit, jehož časné stádium 

nabývá tvar prstýnku, ztrácí invazní aparát a postupně zvětšuje svůj objem. Takto infikované 

krvinky však nejsou zvětšené. Trofozoit se mění na schizonta, který řadou asynchronních 

mitotických dělení vytvoří dceřiné merozoity. Během vývoje v červené krvince se mění 

exprese více než 80% genů (Bozdech et al., 2003). 

Gametocyty mají fazolovitý tvar a mohou být buď samčí nebo samičí. Diferencují se 

z merozoitů uvnitř červených krvinek a jejich další vývoj je iniciován až vstupem do 

komářího vektoru (Florens et al., 2002). 

2.3. Životní cyklus 

 P. falciparum má komplexní životní cyklus. Vektorem a zároveň definitním hostitelem 

je komár z rodu Anopheles. Mezihostitelem se stane infikovaný člověk, ve kterém se parazit 

vyskytuje zprvu v hepatocytech a posléze v červených krvinkách (Obr. 1). 
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 Do lidského hostitele probíhá vstup plasmodia ve formě sporozoitů během krve sání 

infekční komáří samičkou. Sporozoiti se tak dostávají do podkožního tkáně nebo přímo do 

krevního řečiště, což je ovšem méně častá varianta (Miller et al., 2002). Odsud se přemisťují 

do hepatocytů, přičemž prochází skrz několik buněk, než najdou vhodnou cílovou, ve které se 

dále vyvíjí a proliferují (Mota et al., 2001). K přechodu z krevního oběhu do jaterní tkáně 

využívají endoteliální buňky či Kupfferovy buňky, kterými rovněž procházejí díky 

unikátnímu způsobu invaze (Tavares et al., 2013). V hepatocytech probíhá proces buněčného 

dělení tzv. schizogonie, který dává z jednoho sporozoita vzniknout deseti tisícům buněk 

dalšího stádia tzv. merozoitů (Sturm & Heussler, 2007). 

 Tito merozoiti poté musí překonat bariéru hostitelské buňky a endotelu, aby se dostali 

do krevního řečiště. Merozoiti posléze vstupují do červených krvinek, kde probíhá hlavní a 

pro člověka nejdůležitější část životního cyklu plasmodia. Uvnitř červených krvinek se 

merozoiti podrobují asexuálnímu rozmnožovacímu cyklu, vzniká z nich schizont, ze kterého 

se poté zformují další dceřiní merozoiti, přičemž malá část z těchto parazitů se vyvíjí do 

samčích a samičích gametocytů (Meibalan & Marti, 2017). 

Obrázek 1: Životní cyklus P. falciparum v lidském hostiteli.  Na obrázku lze vidět sporozoity a poté stádia vyskytujících 

se v červených krvinkách. Převzato z: (Cowman & Crabb, 2006). Upraveno. 
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 Sexuální cyklus zahrnuje tři fáze, z nichž první je gametocytogeneze - již zmíněná 

produkce gametocytů probíhající v krevním řečišti preferovaně v periferiích lidského těla. 

Druhým krokem je gametogeneze, která zahrnuje tvorbu haploidních gamet ve středním 

střevě vektora. Posledním je fúze těchto gamet za vzniku diploidní zygoty (Sinden, 1983). 

Během 24 hodin se zygota přemění v ookinet, který je schopen pohybu a formuje se 

v oocystu, kterou po několika dnech opouští tisíce sporozoitů připravených k infekci člověka 

(Siciliano et al., 2020). 

2.4. Malárie 

 Malárie je onemocnění vyvolané obecně rodem Plasmodium. V roce 2019 bylo 

potvrzeno 229 milionů nových infekcí, této nemoci v témže roce podlehlo minimálně 409 

tisíc lidí, z čehož dvě třetiny zemřelých nedovršily pěti let života. Necelá polovina obyvatel 

světa byla v ohrožení nakažením (WHO). Druh P. falciparum je přítomen především na 

území afrického kontinentu, kde způsobuje až 70% onemocnění, nejzasaženějším regionem 

jsou země Sub-saharské Afriky. V roce 2002 bylo přibližně 25% nákaz zaznamenáno v 

jihovýchodní Asii (Snow et al., 2005). Geograficky se dá říct, že ohniskem jsou především 

oblasti tropického a subtropického pásu (Gallup & Sachs, 2001). 

Malarické symptomy se objevují až po přechodu merozoitů z jater do krevního řečiště 

a jejich invazi do červených krvinek (Milner, 2018). Mezi nespecifické příznaky provázející 

nekomplikovanou malárii patří bolesti hlavy a svalů, nevolnosti nebo nepřetržitá teplota vyšší 

než 37,5 °C. Rychlá odpovídající léčba v případě P. falciparum infekci zcela vymýtí. Pokud 

se pacient nedoléčí či neléčí, může nemoc přejít v těžkou komplikovanou malárii (Cowman et 

al., 2016). 

 Komplikovaná malárie ohrožuje nejvíce malé děti do věku pěti let. Tyto děti trápí 

kóma, obtíže s dýcháním nebo těžká anémie (Marsh et al., 1995). V některých případech 

těžké malárie a u těhotných žen se může vyvinout hypoglykémie (White et al., 1983). Dalším 

příznakem může být plicní edém, vysoké horečky nad 40°C, křeče, vyčerpání, hypertenze, 

krvácení, selhání ledvin či poškození více orgánů (Bartoloni & Zammarchi, 2012). 

2.4.1. Léčba, terapie, vakcinace a eradikace  

 Malárie je léčitelné onemocnění. Hlavním faktorem vyléčení pacienta je včasná 

diagnóza, použité antimalarikum a úroveň rezistence vůči léku (Bousema & Drakeley, 2011). 

V současné době je podle WHO nejlepší možností kombinovaná terapie založena na 
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artemisininu a jeho derivátech (WHO). Dalšími rozšířenými léky jsou chlorochin, 

pyrimethamin a sulfadoxin. Rezistence vůči těmto lékům se liší napříč životními stádii. Rané 

formy trofozoitů a pozdní schizonti se ukázaly jako nejvíce odolní. Oproti tomu trofozoiti 

vykazovali největší citlivost vůči látkám zabraňujícím glykolýze a proteosyntéze (Terkuile et 

al., 1993). 

 Artemisinin je seskviterpen endoperoxid, který je získáván z rostliny Artemisia annua 

(pelyněk roční). V Číně s ním lidé tradičně léčili různorodé horečky. Jako antimalarika se 

užívají i jeho deriváty: artemether, artether a artesunát. V průběhu metabolismu všechny 

končí u stejného aktivního produktu – dihydroartemisininu (Ridley, 2002). V mechanismu 

jeho účinku je důležitá přítomnost atomu železa v buňce, díky němuž se z artemisininu 

generuje volný radikál či jejich směs. Radikály poté způsobují poškození a akumulují se 

v potravní vakuole plasmodia, což vede ke smrti buňky (Meshnick et al., 1993). Nicméně již 

byly zveřejněny studie z Kambodži, které upozorňují na sníženou citlivost P. falciparum vůči 

artemisininu a jeho derivátům (Dondorp et al., 2009). V rané fázi života parazita uvnitř 

červené krvinky dochází ke zpomalení endocytózy a tvorbě tzv. cytostomu, což jsou struktury 

na povrchu parazita připojené k cytoplazmě krvinky (Bakar et al., 2010). Díky tomu je snížen 

příjem hemoglobinu a v něm vázaného iontu železa, čímž je zřejmě způsobena rezistence 

k artemisininu (Xie et al., 2020). 

 Chlorochin je syntetický derivát chininu, který je získáván z kůry chinovníku 

(Cinchona). Účinek chlorochinu je dán jeho bazickým charakterem, který inhibuje 

polymerizaci hematinu (oxidované formy hemové skupiny hemoglobinu) v potravní vakuole, 

a to vede k zastavení růstu parazita (Dorn et al., 1998). Bezpečnost, účinnost, stabilita, nízká 

cena a snadná výroba vedla k jeho širokému rozšíření a stal se nejpoužívanějším lékem proti 

malárii (Slater, 1993). V současné době již tento lék není využíván kvůli rezistenci ve všech 

oblastech výskytu P. falciparum (Peters, 1998). 

 První a zatím jedinou aplikovanou vakcínou je RTS,S. Vakcína obsahuje značnou část 

proteinu CSP (circumsporozoite protein) , jehož prostřednictvím je umožněn pohyb 

sporozoita a jeho průchod do hepatocytu (Tewari et al., 2002). Další částí je povrchový 

antigen z viru hepatitidy B, který umožňuje skládání do tvaru virových partikulí. Vakcína je 

využívána v Ghaně, Keni a Malawi prostřednictvím programu Světové zdravotnické 

organizace (WHO). Testy na dětech ukázaly její účinnost proti P. falciparum i bezpečnost pro 

lidské tělo (Alonso et al., 2004). 
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 Další z možností vymýcení malárie je dohled nad vektorem – jeho genetická 

modifikace (GM). Aby se tato varianta stala účinnou, musí se takto upraveným komárům dařit 

v přirozeném prostředí a konkurovat svým nemodifikovaným protějškům (Tuteja, 2007). Ve 

vývoji a účinnosti GM komárů hraje podle (Ito et al., 2002) také důležitou roli bezpečná 

metoda šíření cizího genu v populaci komárů a úprava více genů, které by blokovaly vývoj 

plasmodia různými mechanismy. Jako velice slibný přístup se jeví využití technologie ‚‚gene 

drive‘‘, která umožňuje rychlé šíření GM napříč populací komárů (Hoermann et al., 2021). 

Tato metoda spočívá ve změně pravděpodobnosti přenesení konkrétní alely jedince na 

potomka. Jedná se však o riskantní krok, který může mít nečekané důsledky během aplikace 

ve volné přírodě. 
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3. Obecný náhled na invazi 

 Vstup do červených krvinek vždy probíhá ve stádiu merozoita. Krok invaze je velmi 

účinný a rychlý – extracelulární stádium je tak pouze na minimum času vystaveno imunitnímu 

systému hostitele (Cowman & Crabb, 2006).  

 Celý proces invaze červené krvinky lze rozdělit do tří fází – preinvazivní, invazivní a 

postinvazivní. První část začíná v momentě prvního kontaktu merozoita a plazmatické 

membrány červené krvinky. Tento kontakt probíhá na jakémkoli místě na povrchu parazita 

(Obr. 2). Merozoit je poté reorientován směrem kolmo ke krvince svým anteriorním koncem, 

který obsahuje pro invazi esenciální organely apikálního komplexu (Dvorak et al., 1975) 

(Obr. 2).  V místě kontaktu je krvinka deformována. Úroveň této deformace se však liší – ve 

studii Gilsona a Crabba se někdy objevily krvinky, u kterých byl tento jev sotva 

rozpoznatelný. Po vyvolání deformace krvinky se stále ještě může merozoit od hostitelské 

buňky odpojit (Gilson & Crabb, 2009).   

 Reorientace merozoita umožňuje vzájemnou interakci hostitelské buňky a parazita na 

krátkou vzdálenost. Ve fázi merozoita se mezi parazitem a červenou krvinkou tvoří 

prostřednictvím interakcí proteinů mikroném a rhoptrií komplex známý jako pohyblivý těsný 

spoj (Cao et al., 2009) (Obr. 2). Tento spoj udržuje membránu červené krvinky a parazita na 

vzdálenost přibližně 10 nm. Těsný spoj se poté pohybuje okolo povrchu merozoita až k jeho 

posteriorní straně, přičemž se merozoit dostává celý do hostitelské buňky (Aikawa et al., 

1978), čímž končí druhá, tedy invazivní, fáze (Obr. 2). Pohyb těsného spoje vyžaduje funkci 

aktino-myosinového motoru (Sibley et al., 1998).  

 Ve chvíli, kdy je merozoit celý uvnitř červené krvinky, podléhá krvinka opět 

deformaci tzv. echinocytóze (Obr. 2). Krvinka ztrácí svůj bikonkávní tvar. Děje se tak díky 

odtoku draselných a chloridových iontů, jehož důsledkem je zároveň ztráta vody (Gilson & 

Crabb, 2009). Po několika minutách se krvince vrací její běžný tvar (Obr. 2). Merozoit si 

uvnitř červené krvinky vytváří především pomocí proteinů sekretovaných z rhoptrií a 

denzních granulí parazitoforní vakuolu, která mu poskytuje vhodné podmínky pro další vývoj 

a chrání ho před prostředím hostitelské buňky. 
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Obrázek 2: Zobrazení invaze červené krvinky merozoitem: A: Neorientované přichycení pomocí MSP proteinů, B: 

Reorientace merozoita apikálním koncem k membráně červené krvinky, C: Interakce molekul parazita s receptory na červené 

krvince, D: Tvorba pohyblivého těsného spoje, E: Tvorba parazitoforní vakuoly, F: Pohyb těsného spoje podél povrchu 

merozoita, G: Těsný spoj je na posteriorním konci parazita, H: Echinocytóza červené krvinky po celkové invazi merozoita, I: 

Následné zotavení tvaru červené krvinky. Převzato z: (Cowman et al., 2016). Upraveno. 
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4. Invazivní aparát P. falciparum 

 Za invazivní aparát P. falciparum se považuje apikální komplex, který je lokalizován 

na anteriorní straně merozoita a IMC (Inner Membrane Complex), jenž se vyskytuje pod 

plazmatickou membránou merozoita.   

4.1. Apikální komplex 

 Do apikálního komplexu obecně patří konoid jako strukturní organela a zároveň i 

sekreční organely – mikronémy, rhoptrie a denzní granule (Obr. 3). Všechny tyto sekreční 

organely hrají roli při vývoji P. falciparum, a především jsou esenciální v jeho invazi do 

hostitelských buněk. Druhy Plasmodium však konoid nemají, jelikož patří do skupiny 

Aconosea, která je typická nepřítomností konoidu. 

4.1.1 Konoid 

 Konoid je organela vyskytující se na anteriorním konci parazita napříč rodem 

Apicomplexa s výjimkou skupiny Aconosea, do které spadá i P. falciparum. Jeho funkce je 

neznámá, při invazi se rozšiřuje a zaujímá tvar náprstku (Carey et al., 2004). Jeho struktura je 

Obrázek 3:  Na obrázku je stavba buňky merozoita, lze vidět morfologii sekrečních organel a jejich lokalizaci na 

apikálním pólu parazita. Převzato z: (Cowman & Crabb, 2006). Upraveno. 
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založena na tubulinu, který se ovšem liší od tubulinu obsaženého v mikrotubulech organizací 

protofilament. K sestavování dceřiného konoidu dochází de novo a bez potřeby templátu (Hu 

et al., 2002). Tyto studie proběhly na jiném organismu z kmene Apicomplexa – přesněji na 

Toxoplasma gondii.  

4.1.2. Mikronémy 

 Mikronémy jsou malé organely oválného tvaru. Každý merozoit jich má kolem 40. 

Jsou formovány během doby, kdy merozoiti pučí ze schizonta. Zároveň jsou ve stejném 

časovém rozmezí pomocí mikrotubulární sítě lokalizovány na anteriorním okraji parazita 

(Bannister et al., 2003) a sekretují proteiny na jeho povrch. Po sekreci se tyto proteiny pomocí 

aktino-myosinového motoru rozšiřují i k posteriorní straně povrchu. Mezi tyto proteiny patří 

AMA-1, EBA-175, EBA-140, EBA-181, EBL1, MTRAP a SUB2. 

 Vystavení parazita prostředí o nízké koncentraci draselných iontů, jakým je krevní 

plazma, vede ke zvýšení vnitrobuněčné koncentrace vápenatých iontů v buňce parazita a 

následné sekreci výše uvedených efektorových proteinů. Samotný přechod do krevní plazmy 

tak automaticky spouští sekreci proteinů EBA-175 a AMA-1 z mikroném na povrch parazita 

(Singh et al., 2010).  

 EBA-175 (erythrocyte-binding antigen 175) se, jak už z názvu vyplývá, váže na 

červenou krvinku. Vazba probíhá prostřednictvím sialové kyseliny na receptoru červené 

krvinky – glykoforinu A (Sim et al., 1994) (Obr. 4), který je nejběžnějším receptorem na 

povrchu krvinek. Glykoforin A má strukturu transmembránového dimeru se dvěma vysoce 

glykosylovanými doménami, které směřují do extracelulárního prostoru. Na EBA-175 bylo 

rozpoznáno celkem šest vazebných míst pro glykan. S glykoforinem interaguje ve formě 

dimeru. Vazebná oblast obsahuje dvě podobné domény bohaté na cystein - F1 a F2, přičemž 

F2 zprostředkovává většinu kontaktů s glykany (Tolia et al., 2005). Cytoplazmatická část 

tohoto proteinu, oblast bohatá na cystein a transmembránová doména jsou esenciální pro 

funkční invazi merozoita do červených krvinek. Při výzkumu mutantních merozoitů, kteří 

měli zkrácený protein EBA-175 o tyto části byla objevena dráha nezávislá na sialové 

kyselině. V této dráze je předpokládáno zapojení jiného ligandu, který se váže k červeným 

krvinkám (Duraisingh et al., 2003). Interakce mezi proteinem EBA-175 a jeho receptorem 

glykoforinem A vede k obnovení výchozí koncentrace vápenatých iontů v plasmodiu. Tato 

změna spouští postupnou sekreci proteinů z rhoptrií – nejprve z užší části rhoptrií tzv. krčku 
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(rhoptry neck), následně díky signálům z krčku i z širší části tzv. rhoptry bulb (Singh et al., 

2010).  

 EBA-140 (Erythrocyte-binding antigen 140) má podobnou celkovou strukturu jako 

EBA-175. Domény F1 a F2 mají odlišnou funkci, přičemž F1 se dostává do kontaktu 

s receptorem, kterým je glykoforin C (Obr. 4). Interakce probíhá taktéž přes sialovou kyselinu 

(Jaskiewicz et al., 2019). EBA-181 (Erythrocyte-binding antigen 181) je dalším z proteinů 

rodiny vážících se na červené krvinky (ebl). I zde je vazba zprostředkovaná kyselinou 

sialovou. Receptorem však není glykoforin A, B ani C, nicméně jiný sialoglykoprotein na 

povrchu krvinek (Gilberger et al., 2003) (Obr. 4). Zároveň tento protein interaguje s doménou 

proteinu 4.1, který je součástí skeletu červené krvinky. Tento kontakt by mohl zamezit 

opravnému mechanismu na membráně krvinky (Lanzillotti & Coetzer, 2006) a tím umožnit 

snadnější vstup celému merozoitovi.  

EBL-1 (erythrocyte-binding ligand 1) je díky podobnosti s ostatními proteiny 

vázajícími červené krvinky považován za další z možností, jak se P. falciparum dostává do 

hostitelské buňky (D. S. Peterson et al., 1995). Od ostatních genů z rodiny ebl se liší v 3´-

oblasti genu, kam je vloženo 5 tymidinů, které vedou ke změně čtecího rámce. Jeho exprese 

probíhá pouze ve stádiu schizonta. EBL-1 se váže na glykoforin B (Obr. 4). K vazbě jsou 

potřeba obě domény F1 a F2 (Mayer et al., 2009), přičemž hlavní vazebné místo se nachází na 

segmentu domény F2 a má délku 69 aminokyselin (Li et al., 2012).  

MTRAP (merozoit thrombospondin-related anonymous protein) je homolog TRAP 

proteinů, které hrají roli v invazi sporozoitů a ookinetu. Je sekretován na povrch buňky 

v oblasti apikálního komplexu ve stádiu schizonta a uvolněného merozoita. Membránová 

topologie proteinu MTRAP umožňuje jeho interakce na obou stranách cytoplazmatické 

membrány. Jeho cytoplazmatická část proteinu je v interakci s aldolázou merozoita (Baum et 

al., 2006), jejíž funkce je zde strukturní, zatímco extracelulární TSR doména se podílí na 

vazbě na červenou krvinku v prvotní interakci parazita a hostitelské buňky (Uchime et al., 

2012). Receptorem na krvince pro MTRAP je homodimer Semaphorinu-7A (Bartholdson et 

al., 2012) (Obr. 4). Interakce s aldolázou zprostředkovává spojení mezi cytoskeletem parazita 

a doménami proteinů vážících se na receptory červených krvinek (Jewett & Sibley, 2003). 

MTRAP je tedy součástí pohyblivého těsného spoje.  

 SUB-2 (Substilisin-like protease 2) je serinová proteáza sekretovaná z mikroném. 

Ačkoli její sekrece na povrch probíhá v anteriorní části v apikálním komplexu, proteáza je 
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posléze translokována na opačný posteriorní konec. Tento přesun je závislý na aktinu. SUB-2 

štěpí AMA-1 i MSP-1, čímž odstraňuje komplexy mezi parazitem a hostitelskou buňkou po 

parazitově invazi (P. K. Harris et al., 2005). Zbytky těchto proteinů zůstávají 

v extracelulárním prostředí. Sestřihové místo pro AMA-1 není dáno sekvencí aminokyselin, 

nicméně primárně vzdáleností od transmembránové domény tohoto proteinu (Olivieri et al., 

2011).  

 AMA-1 (Apical membrane antigen 1) neboli PF83 je pro invazi klíčový protein, který 

je sekretován na povrch merozoita ve chvíli, kdy probíhá uvolňování merozoitů ze schizonta 

(M. G. Peterson et al., 1989). Jedná se o jeden z nejprozkoumanějších proteinů P. falciparum 

a zároveň o jednoho z nejžhavějších kandidátů pro vývoj účinné anti-malarické vakcíny. 

Některé vlastnosti tohoto proteinu jsou konzervovány napříč rodem Plasmodium, v délce 

aminokyselinové sekvence se však mohou lišit – homolog PK66 u P. knowlesi je výrazně 

kratší než AMA-1 P. falciparum. Sdílí pouze kolem 55% aminokyselinové sekvence (Waters 

et al., 1990). Přibližně 15 minut po syntéze je protein AMA-1 štěpen na 66-kDa molekulu. 

Takto upravená molekula může být distribuována po celém povrchu merozoita (Narum & 

Thomas, 1994). AMA-1 je tvořena cytoplazmatickou částí, transmembránovou doménou a 

ektodoménou, tedy části proteinu vyčnívající do extracelulárního prostoru. Tato ektodoména 

je rozdělena na subdoménu I, II a III, přičemž každou z nich charakterizuje určitý počet 

intramolekulárních cysteinových spojů (3-2-3) (Hodder et al., 1996). Zároveň se na 

ektodoméně nachází hydrofóbní žlábek. S tímto žlábkem interagují proteiny sekretované 

z krčku rhoptrií – RON2 a RON4, jenž jsou součástí tzv. RON komplexu (Obr. 4). Proteiny 

z RON komplexu jsou přemístěny na membránu červené krvinky, přičemž většina proteinu je 

exponovaná do lumen krvinky (Riglar et al., 2011). RON2 k vazbě na AMA-1 využívá 

převážně oblasti bohaté na cystein, které jsou v P. falciparum vysoce konzervované (Hossain 

et al., 2012). Právě mezi těmito oblastmi se dle studie (Lamarque et al., 2011) nachází 

strukturní smyčka obsahující dva cysteiny, umožňující tvorbu vazby s hydrofobním žlábkem 

AMA-1. Interakce probíhá po reorientaci merozoita apikálním koncem k červené krvince a 

jejím prostřednictvím je tvořen pohyblivý těsný spoj mezi merozoitem a hostitelskou buňkou 

(Cao et al., 2009). Vytvořením spoje se spouští sekrece z širší části rhoptrií (Riglar et al., 

2011). Tento spoj poté prostřednictvím aktino-myosinového motoru migruje přes celý povrch 

parazita, čehož důsledkem je celková invaze do hostitelské buňky (Sibley et al., 1998). AMA-

1 je nakonec štěpena proteázou SUB2, která je taktéž sekretovaná z mikroném, jak bylo 

zmíněno v předchozím odstavci. Proto také není AMA-1 detekovatelná ve stádiu trofozoita 
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neboli prstýnku uvnitř červené krvinky (Crewther et al., 1990). Při inhibici AMA-1 byl 

identifikován R1 peptid, který je schopen se taktéž navázat na hydrofobní žlábek a tím 

zablokovat tvorbu pohyblivého těsného spoje a v důsledku toho i invazi merozoita do červené 

krvinky (K. S. Harris et al., 2005). 

4.1.3. Rhoptrie 

 Rhoptrie jsou největší sekreční organely patřící do apikálního komplexu. 

V merozoitech se vyskytují v páru. Mají žárovkovitý tvar, přičemž úzká část nazývající se 

krček je spojena s apikálním pólem merozoita. Tato část produkuje pro invazi nepostradatelné 

proteiny rodiny RON (rhoptry neck proteins). Široká část oproti tomu obsahuje proteiny RAP 

(rhoptry-associated proteins) podílející se na formování parazitoforní vakuoly. 

 RON komplex interagující s proteinem AMA-1 je sekretován z krčku rhoptrií a 

sestává z následujících proteinů: RON2 s přímou vazbou na AMA-1 (Cao et al., 2009), RON4 

(Lebrun et al., 2005) a RON5 (Curtidor et al., 2011). Proteiny RON komplexu jsou dosud 

neznámým mechanismem translokovány do cytoplazmatické membrány červené krvinky 

(Besteiro et al., 2009), přičemž větší část proteinů je exponovaná do její cytoplazmy. RON2 

se pomocí C-koncové části, ve které je větší frekvence aminokyseliny cysteinu, váže na 

červené krvinky přes dosud neznámý receptor (Hossain et al., 2012). Zároveň interaguje 

s proteinem AMA-1, jak již bylo popsáno v kapitole mikronémy. Dalšími RON proteiny, 

které se však nepočítají jako součást RON komplexu, jsou RON3, RON6 a RON12. Ačkoli 

byl protein RON3 považován za protein krčku rhoptrií, jeho lokalizace koreluje s RAP1 (tedy 

s ‚‚rhoptry bulb‘‘). RON3 interaguje během invaze s RON2 a RON4, žádný kontakt však 

nebyl detekován s AMA-1. Po invazi merozoita se nachází v parazitoforní vakuole (Ito et al., 

2011).  Proteiny RON6 (Proellocks et al., 2009) i RON12 (Knuepfer et al., 2014) jsou 

v merozoitech přítomny na apikálním konci, ve stádiu časného trofozoita už jsou však 

transportovány do parazitorní vakuoly.  

Jinou rodinou proteinů vyskytujících se v krčku rhoptrií jsou tzv. Rh (reticulocyte-

binding protein homologue) proteiny (Obr. 4). Jsou takto klasifikované podle podobnosti 

s RBPs (reticulocyte-binding proteins) v P. vivax. Mezi členy této rodiny patří: Rh1, Rh2a, 

Rh2b, Rh3, Rh4 a Rh5. Jejich funkce je v kooperaci s ebl proteiny (Lopaticki et al., 2011), 

váží se k receptorům červené krvinky a jsou sekretovány ještě před vytvořením těsného spoje. 

Vazba Rh1 je závislá na sialové kyselině (Triglia et al., 2005), přesný receptor je však 

neznámý. Gen pro Rh3 je považován za pseudogen, který je ve fázi schizonta transkribován, 
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nýbrž nedochází ke tvorbě proteinu (Taylor et al., 2001). Pro protein Rh4 bylo zjištěno, že 

jeho vazba je nezávislá na přítomnosti sialové kyseliny. Rh4 se totiž specificky váže na CR1 

(complement receptor 1) (Tham et al., 2010). Rh5 je ligandem pro receptor basigin, který 

patří mezi imunoglobuliny hostitelské buňky (Crosnier et al., 2011). 

RALP1 (Rhoptry-associated leucine zipper-like protein 1) je dalším z proteinů 

sekretovaných krčkem rhoptrií. Je přítomen v pohyblivém těsném spoji, jeho lokalizace 

odpovídá proteinu RON4, není však v asociaci s AMA-1 (Ito et al., 2013).  

 RAP1, RAP2 a RAP3 jsou součástí tzv. RAP komplexu lokalizovaného v části rhoptry 

bulb (Baldi et al., 2002). Komplex vzniká napojením v lumen Golgiho aparátu po kontaktu 

RAP1 s proteinem RAMA, jehož prostřednictvím probíhá translokace komplexu do rhoptrií 

(Richard et al., 2009). RAMA interaguje v Golgiho aparátu se sortilinem, který funguje jako 

chaperon v sekretorické dráze pro komplex RAMA-RAP1 (Hallée et al., 2018). Proteiny 

tohoto komplexu mají signální sekvenci vedoucí do rhoptrií. Jakmile dorazí do cílového 

místa, membrány sekretorických váčků fúzují, čímž vytváří vlastní buněčný kompartment 

rhoptrií. Obsah sekretorických váčků se tak stává lumen rhoptrií (Howard & Schmidt, 1995). 

Obrázek 4: Schéma molekul merozoita vážících se na různé receptory červené krvinky včetně metod, dle kterých byly receptory 

objeveny. (NM = neuroaminidáza, CytD = cytochalasin D) Převzato z: (Weiss et al., 2015). Upraveno. 
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Sekrece z rhoptry bulb je spuštěna po zformování pohyblivého těsného spoje. Komplex RAP 

je v průběhu invaze přemisťován do parazitoforní vakuoly vznikajícího trofozoita (Howard et 

al., 1984). 

 RAMA (Rhoptry-associated membrane antigen) je protein lokalizovaný na membráně 

rhoptrií. Původní protein má velikost 170 kDa, je však štěpen proteázou na 60 kDa protein, 

který je k membráně připevněn GPI (glykosylfosfatidylinositol) kotvou (Topolska et al., 

2004). Kromě interakce s RAP-1 tvoří komplex s proteinem sekretovaným z krčku – s RON3 

(Ito et al., 2021). Dle autorů recentní studie (Sherling et al., 2019) zprostředkovává RAMA 

přenos z Golgiho aparátu jen některých proteinů rhoptrií. Zároveň se ve stejné práci 

prokázalo, že narušení správné exprese tohoto proteinu vede k poruše invaze.  

 RhopH (rhoptry heavy) komplex sestává ze tří proteinů: RhopH1, RhopH2 a RhopH3 

a je identifikovatelný v rhoptriích merozoitů (Bushell et al., 1988). V P. falciparum je 

RhopH1 kódován genem clag9 z rodiny clag (cytoadherence linked asexual gene) (Kaneko et 

al., 2001). Gen rhoph1/clag prošel během evoluce rodu Plasmodium několikanásobnou 

duplikací, což dalo vzniknout pěti známým členům genové rodiny clag – clag 2, 3.1, 3.2, 8 a 

9, přičemž každý RhopH komplex obsahuje pouze jeden z produktů těchto genů (Kaneko et 

al., 2005). RhopH1 se váže jak k proteinu RhopH2, tak RhopH3, mezi kterými však není 

přímá interakce (Schureck et al., 2021). Komplex interaguje s plazmatickou membránou 

červené krvinky prostřednictvím dráhy závislé na sialové kyselině (Sam-Yellowe & Perkins, 

1991). Dle recentní studie (Chourasia et al., 2020) je pro protein Clag9 receptorem na 

hostitelské buňce komplex GPA-band3 (glykophorin A-band 3). Celý komplex je posléze 

přenesen do parazitoforní vakuoly, kde se podílí na zásobení vakuoly živinami ve formě póru 

(Schureck et al., 2021). Při výzkumu lokalizace proteinu RhopH2 se ukázalo, že 

z parazitoforní vakuoly tento protein migruje přes cytoplazmu červené krvinky až na svou 

konečnou pozici na membráně krvinky, kde interaguje s proteiny hostitelského cytoskeletu 

(Counihan et al., 2017).  

4.1.4. Denzní granule 

 Poslední sekreční organelou, která je součástí apikálního komplexu, jsou denzní 

granule. Jsou to váčky ohraničené membránou, jejichž počet, tvar a velikost se liší mezi druhy 

i stádii plasmodia. Ačkoli se počítají do invazivního aparátu, jejich funkce je spíše 

postinvazivní. Při výzkumu P. knowlesi bylo objeveno, že po invazi parazita denzní granule 



16 

 

vypouští svůj obsah do parazitoforní vakuoly. Na její membráně byla poté detekována tvorba 

transportních kanálů (Torii et al., 1989). 

 Nejdůležitějším z těchto kanálů je tzv. PTEX komplex (Plasmodium Translocon of 

Exported proteins), jehož struktura byla nedávno popsána pomocí kryoelektronové 

mikroskopie (Ho et al., 2018). Je složený z několika proteinů sekretovaných z denzních 

granulí (Koning-Ward et al., 2009) a umožňuje specifickou translokaci proteinů parazita do 

cytoplazmy červené krvinky. Tento proces je naprosto nezbytný pro povrchovou modifikaci 

membrány červené krvinky proteiny parazita a následné sekvestraci krvinek z krevního oběhu 

(Gruenberg et al., 1983). Sekvestrace krvinek znamená navázání infikované krvinky na 

endotel kapiláry. Tímto způsobem se parazit může ukrýt před imunitním systémem hostitele. 

 RESA (Ring-infected erythrocyte surface antigen) je protein sekretovaný během 

invaze denzními granulemi do cytoplazmy červené krvinky (Aikawa et al., 1990; Culvenor et 

al., 1991). Funkce tohoto proteinu souvisí s deformací krvinek, jež je zásadní pro stádium 

prstýnku, kdy ještě není krvinka napojena na endotel (Mills et al., 2007). Tato deformace 

probíhá díky napojení na cytoskeletární protein hostitelské buňky – spektrin (Foley et al., 

1994).  

4.2. Klouzavý pohyb 

 Klouzavý pohyb je speciální druh pohybu napomáhající invazi, jehož využívají 

zástupci kmene Apicomplexa. Pomocí něj je zajišťován pohyb těsného spoje k posteriornímu 

konci parazita. Důsledkem je potažení merozoita membránou hostitelské buňky a zformování 

parazitoforní vakuoly. Pohyb zajišťuje komplex glideozomu (Obr. 5) sestávající se z aktinu a 

myosinu a součástmi komplexu IMC (Inner membrane complex) sestaveného 

z membránových váčků pod plazmatickou membránou.  

Komponenty IMC, mezi něž patří GAP45 (gliding-associated protein 45), GAP50 a 

MTIP (Myosin A tail domain-interacting protein), tvoří komplex s Myosinem A a jsou 

všechny lokalizované na okrajových částí buňky merozoita (Baum et al., 2006). Jako první je 

exprimován GAP50 současně se samotnou biogenezí IMC, do kterého je vkládán. Ostatní 

proteiny jsou translatovány až později ve vývoji parazita (Jones et al., 2006). IMC se vytváří 

již během schizogonie – jeho funkce tedy nemusí být omezena pouze na invazi, ale může se 

podílet i na obalení dceřiných merozoitů plazmatickou membránou (Ridzuan et al., 2012). 
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 GAP45 se svým C-koncem váže jak k IMC, tak interaguje s MTIP, který je navázán 

na myosin A (Bergman et al., 2003), čímž ho připoutává k IMC. GAP50 obsahuje na C-konci 

transmembránový helix, jehož funkce je ukotvení k IMC, druhou stranou pak interaguje 

s GAP45 (Bosch et al., 2012). Pro regulaci IMC merozoit využívá CDPK1 (Ca2+-dependent 

protein kinase 1), pro kterou je GAP45 a MTIP ligandem (Green et al., 2008; Vaid et al., 

2008). Fosforylace GAP45 probíhá však i pomocí jiných kináz, jejichž funkce může mít vliv 

na sestavování glideozomu (Jones et al., 2009). 

Myosion A má v glideozomu funkci motoru. Řadí se do XIV. třídy myosinů. Jeho 

globulární hlavová doména se váže na polymerizující F-aktin a za hydrolýzy ATP (adenosin 

trifosfát) je zprostředkován pohyb. Aktin na opačné straně interaguje s aldolázou, která tvoří 

spojení mezi glideozomem a adheziny (Jewett & Sibley, 2003). Samotná aldoláza podporuje 

polymerizaci aktinu (Diaz et al., 2014). Zároveň je v kontaktu jak s proteinem MTRAP, tak se 

na ní váže cytoplazmatická část proteinu AMA-1 (Srinivasan et al., 2011). 
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4.3. Povrchové proteiny merozoita  

MSPs (merozoite surface proteins) je další specifická skupina proteinů vyskytujících se na 

povrchu merozoita, na který je většina z nich přichycena prostřednictvím GPI kotvy (Gilson 

et al., 2006). Jen malá část těchto proteinů využívá k vazbě na povrch buňky vazbu s jiným 

MSP proteinem. MSPs nejsou sekretované žádnou z organel invazivního aparátu, podílejí se 

však také na invazi hostitelské červené krvinky. Jejich role je prvotní kontakt parazita 

s červenou krvinkou v rámci tzv. neorientovaném přichycení, po kterém nastává reorientace 

merozoita apikálním koncem k hostitelské buňce. 

MSP-1 je majoritním proteinem lokalizovaným přes celý povrch parazita. Tento protein je 

primárně štěpen již ve fázi schizonta uvnitř hostitelské buňky. Štěpení zajišťuje proteáza 

SUB-1 a po jeho dokončení je MSP-1 schopen se vázat na molekuly cytoskeletu krvinky - 

Obrázek 5: Schéma molekul zahrnutých v klouzavém pohybu. Převzato z:               

(Thomas et al., 2010). Upraveno. 
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spektrinu a heparinu a tím je destabilizovat. Interakci se spektrinem potvrzuje taktéž studie 

(Herrera et al., 1993) . Dle práce (Das et al., 2015) hraje MSP-1 roli v prasknutí plazmatické 

membrány krvinky, přičemž autoři práce nezpochybňují jeho další aktivitu v invazi.  Po tomto 

primárním proteolytickém štěpení prekurzoru MSP-1 vznikají 4 fragmenty (p83, p33, p30 a 

p38), které interakcemi mezi sebou tvoří velký komplex (Kauth et al., 2003). MSP-1 se 

jednou svou doménou váže na receptor band 3 na červené krvince (Goel et al., 2003), zároveň 

pro vazbu jinou doménou pak využívá hostitelský receptor glykoforin A, který tvoří s band 3 

komplex (Baldwin et al., 2015). Sekundární štěpení tohoto proteinu probíhá prostřednictvím 

proteázy SUB-2, která je sekretována z mikroném (P. K. Harris et al., 2005). Mezi další 

proteiny z rodiny MSP, u kterých byla prokázána schopnost navázat se na červené krvinky, 

patří MSP-3 (Rodríguez et al., 2005), MSP-4 (Garcia et al., 2007), MSP-6 (López et al., 

2006), MSP-7 (Garcia et al., 2007), MSP-8 (Puentes et al., 2003) a MSP-10 (Puentes et al., 

2005).   
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5. Únik z červené krvinky 

Merozoit se vytváří diferenciací schizonta, který vzniká v pozdním stádiu infikované 

červené krvinky. Prvním krokem v životě merozoita je opuštění buňky, ve které se parazit 

dosud vyvíjel. Existují návrhy tří různých cest, jak toho mohou jedinci P. falciparum docílit.  

V první z možností dochází k narušení parazitoforní vakuoly a membrány hostitelské 

buňky.  Membrána červené krvinky je podrobena vezikulaci tzn. tvorbou váčků, změně tvaru 

díky pohybu merozoitů a bobtnání vedoucí k explozivnímu uvolnění těchto merozoitů. Celý 

tento proces probíhá během jedné minuty (Dvorak et al., 1975). 

Druhý model zahrnuje tvorbu kanálu z parazitoforní vakuoly prostřednictvím fúze 

s membránou červené krvinky, který by umožňoval únik z hostitelské buňky. Ke splynutí by 

mělo docházet v místech, kde jsou obě membrány v dostatečně blízké vzdálenosti (Clavijo et 

al., 1998). Tento koncept zároveň předpokládá, že se obsah hostitelské červené krvinky uvolní 

do extracelulárního okolí. 

Podle posledního modelu je celý proces dvoukrokový. Nejdříve dochází k prasknutí 

membrány parazitoforní vakuoly, čímž se promíchají obsahy vakuoly a hostitelské buňky. 

Poté následuje narušení membrány červené krvinky (Wickham et al., 2003). 

K narušení membrány a degradaci cytoskeletárních proteinů hostitelské buňky jsou pro P. 

falciparum esenciální proteázy. V případě membrány parazitoforní vakuoly zprostředkovává 

narušení cysteinová proteáza, která je inhibovatelná pomocí E-64 (Rosenthal et al., 1987), 

pouze však pokud je přidán dříve než v pozdním stádiu schizogonie. Merozoiti jsou po použití 

E-64 v tenké průhledné membráně, pravděpodobně vakuolárního původu, jelikož je 

rozpoznávána protilátkami proti komponentům parazitoforní vakuoly (Salmon et al., 2001).  

Důležité jsou v tomto procesu kyselé endoproteázy plasmepsin I a II, které jsou nejdříve 

součástí potravní vakuoly, kde se podílí na štěpení hemoglobinu. Tyto dvě endoproteázy mají 

odlišnou selektivitou vůči hostitelským proteinům. Pro plasmepsin II to může být kromě 

hemoglobinu i spektrin, aktin a protein 4.1. U všech těchto proteinů se jedná o součásti 

cytoskeletu membrány červené krvinky (Le Bonniec et al., 1999). Plasmepsin II se tedy na 

rozdíl od plasmepsinu I podílí na destabilizaci membrány krvinky a tím i jejího rozpadu. Další 

proteiny, které hrají roli v rozpadu hostitelské membrány jsou cysteinové proteázy Pf28 a 

Pf35-40 a serinová proteáza Pf75 (Deguercy et al., 1990).  
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Zároveň se s výstupem merozoitů z červených krvinek také pojí zvýšení nitrobuněčného 

tlaku a hypotonické prostředí v hostitelské buňce. Uvolnění parazité jsou schopni ihned po 

uvolnění infikovat sousedící červené krvinky (Glushakova et al., 2005). Pravděpodobně se tak 

děje do jedné minuty. 
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6. Závěr 

Invaze červených krvinek je pro Plasmodium klíčovým krokem v jeho životě. Invaze 

sestává z několika kroků, které se konají v následujícím pořadí: neorientované přichycení 

merozoita na červenou krvinku, reorientace merozoita apikálním komplexem směrem ke 

krvince, vytvoření těsného spoje a pohyb těsného spoje podél povrchu merozoita. Těchto 

kroků se účastní jak povrchové molekuly parazita, tak proteiny sekretované z organel 

apikálního komplexu – mikroném a rhoptrií. Poslední krok zprostředkovává organela zvaná 

glideozom, která je sestavena z aktino-myosinového motoru a IMC.  

Cílem práce bylo shrnutí informací o invazivním aparátu P. falciparum a molekul 

zahrnutých v invazi. Největší pozornost byla věnována proteinům sekretovaným z mikroném 

a rhoptrií, a to především těm, které se váží na některý z receptorů červených krvinek nebo se 

podílí na tvorbě těsného spoje. Na závěr byla přidána kapitolu o úniku parazita z červené 

krvinky, který předchází následující invazi sousedních krvinek dceřinými merozoity.  

Text byl také doplněn o kapitolu věnující se životnímu cyklu parazita a onemocnění 

tropické malárii, pro kterou je P. falciparum původcem. Každým rokem malárii podléhá 

necelý půl milion lidí, z čehož většinu tvoří děti do 5 let (WHO). Další výzkum této 

problematiky je proto důležitý pro vývoj léčiv a vakcinace, která by zredukovala počet obětí 

malárie. V tomto odvětví by mohly být užitečné inhibitory invaze červených krvinek. Invaze 

je totiž komplikovaným procesem sestavujícím se z mnoha specifických kroků, které by 

mohly být potenciálním cílem pro vývoj léků. Pro většinu procesů invaze již byl objeven jeho 

inhibitor, jehož optimalizace by mohla vést k vylepšení vlastností a klinickému využití.  
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