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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Malaria jest chorobg pasozytnicza wywotywang przez pierwotniaki z rodzaju Plasmodium, kt6-
re odpowiadaja za okoto 1-2 mln zgonéw rocznie, w tym giéwnie dzieci do piatego roku zycia
i kobiet w ciazy.

Malari¢ u ludzi moze wywotaé pie¢ gatunkéw zarodZcéw: P. malariae, P. vivax, P. knowlesi, P.
ovale oraz P. falciparum, z ktérych ostatni jest najbardziej zjadliwy. Zarodziec ma dwie fazy cy-
klu rozwojowego: ptciowa (sporogoni¢), ktéra przebiega w organizmie komara i bezptciowa (schi-
zogonig). Faza bezplciowa odbywa si¢ w organizmie cztowieka i dzieli si¢ na dwa etapy: egzo-
erytrocytarny (watrobowy) i endoerytrocytarny (wewnatrzkrwinkowy).

Proces inwazji erytrocytéw ludzkich przez zarodZce malarii jest wynikiem kaskady swoistych
interakcji migdzy biatkami pasozyta i krwinki czerwonej. Mozna wyr6znié cztery gtéwne etapy
tego procesu: swoiste przylaczenie merozoitu do erytrocytu, reorientacje jednokomérkowego za-
rodZca polegajaca na ustawieniu si¢ koricem apikalnym, utworzenie ,,$cistego” i nieodwracalne-
g0 wigzania pomig¢dzy merozoitem a erytrocytem i ostatecznie wniknigcie zarodZca do krwinki
z wytworzeniem wakuoli, ktéra jest miejscem jego dalszego rozwoju.

Zidentyfikowano biatka ulegajace ekspresji w komoérkach zarodZca, ktére biora udziat w po-
szczegblnych etapach. Nalezy tutaj wymieni¢ m.in.: biatka powierzchniowe merozoitéw (MSP)
zwigzane z blong komdrkowa poprzez kotwicg GPI, ktére odpowiadaja za wstgpne rozpoznanie
i odwracalne wigzanie merozoitéw do gatunkowo swoistych erytrocytéw; antygen AMA-1 bio-
racy udzial w reorientacji cze¢sci apikalnej komérki zarodZca w kierunku erytrocytu oraz apikal-
ne biatka zaangazowane w utworzenie ,,Scistego” kontaktu migdzy dwoma komdérkami. Ostatnie
z wymienionych ligandéw mozna zaliczy¢ do dwdch rodzin: RBL (reticulocyte-binding-like) oraz
DBL (Duffy-binding-like). U P. falciparum znaleziono przynajmniej szes¢ biatek z rodziny DBL
o nazwach: EBA-175, EBA-140 (BAEBL), EBA-181 (JESEBL), EBA-165 (PEBL) oraz EBL-1.

Poznanie molekularnych podstaw procesu inwazji komoérek gospodarza przez pasozyty ma prio-
rytetowe znaczenie dla opracowania efektywnych metod leczenia oraz prewencji malarii, w tym
przede wszystkim skutecznych szczepionek. Nadzieje na przyszios¢ wiaze si¢ z powstaniem wie-
loantygenowych i wieloepitopowych szczepionek, ktére zapewnityby petna ochrong organizmu
na wszystkich etapach procesu inwazji przez zarodZce malarii.

inwazja erytrocytow ¢ zarodziec (Plasmodium) * biatka merozoitow * szczepionki
przeciwmalaryczne
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Summary

Malaria is a disease caused by parasites of Plasmodium species. It is responsible for around 1-2
million deaths annually, mainly children under the age of 5. It occurs mainly in tropical and sub-
tropical areas.

Malaria is caused by five Plasmodium species: P. falciparum, P. malariae, P. vivax, P. knowlesi
and P. ovale. Mosquitoes spread the disease by biting humans. The malaria parasite has two sta-
ges of development: the human stage and the mosquito stage. The first stage occurs in the human
body and is divided into two phases: the liver phase and the blood phase.

The invasion of erythrocytes by Plasmodium merozoites is a multistep process of specific prote-
in interactions between the parasite and red blood cell. The first step is the reversible merozoite
attachment to the erythrocyte followed by its apical reorientation, then formation of an irreversi-
ble “tight” junction and finally entry into the red cell in a parasitophorous vacuole.

The blood phase is supported by a number of proteins produced by the parasite. The merozoite
surface GPI-anchored proteins (MSP-1, 2, 4, 5, 8 and 10) assist in the process of recognition of
susceptible erythrocytes, apical membrane antigen (AMA-1) may be directly responsible for api-
cal reorientation of the merozoite and apical proteins which function in tight junction formation.
These ligands are members of two families: Duffy binding-like (DBL) and reticulocyte binding-
like (RBL) proteins. In Plasmodium falciparum the DBL family includes: EBA-175, EBA-140
(BAEBL), EBA-181 (JESEBL), EBA-165 (PEBL) and EBL-1 ligands.

To date, no effective antimalarial vaccine has been developed, but there are several studies for
this purpose. Therefore, it is crucial to understand the molecular basis of host cells invasion by
parasites. Major efforts are focused on developing a multiantigenic and multiepitope vaccine pre-

venting all steps of Plasmodium invasion.
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WePRoOWADZENIE

Malaria, inaczej nazywana zimnica, wywolywana jest przez
pasozyty z rodzaju Plasmodium (zarodZce). Wyrdznia si¢
pie¢ gatunkéw zarodzcéw, ktére moga si¢ rozwijaé w or-
ganizmie cztowieka i powodowac rézne odmiany malarii:
P. falciparum (zarodziec sierpowy), P. malariae (zarodziec
pasmowy), P. ovale (zarodziec owalny), P. knowlesi (nie ma
odpowiednika polskiego) oraz P. vivax (zarodziec ruchliwy)
[23]. Sposrdd nich za najpowazniejsza postaé choroby i nie-
mal wigkszos$¢ zgondw jest odpowiedzialny P. falciparum.
‘Wywotywana przez niego malaria tropikalna prowadzi do
uszkodzenia organéw wewngtrznych w tym sledziony i ne-
rek oraz moze przybieraé posta¢ mézgowa [13,23].

Malaria wciaz pozostaje problemem globalnym. Blisko 2
miliardy ludzi na calym $wiecie jest zagrozona zarazeniem,
przy czym 90% przypadkéw zachorowan dotyczy ludnosci
krajéw afrykanskich zamieszkujacej obszary subsaharyj-
skie. Szacuje sig, ze rocznie zapada na malari¢ 300-500

milionéw 0s6b, a umiera 1-2 mln, w tym gtéwnie dzieci
do piatego roku zycia i kobiet w ciagzy [18,57]. Jednak ma-
laria nie jest jedynie problemem krajéw trzeciego Swiata.
Réwniez i w krajach silnie zindustrializowanych, odnoto-
wuje si¢ kilkanascie tysigcy przypadkéw rocznie. Dotyczy
to gléwnie os6b przybywajacych ze stref endemicznych:
turystéw, imigrantéw oraz personelu wojskowego.

Obecnie jedynymi, skutecznymi sposobami zapobiegania
rozprzestrzenianiu si¢ choroby jest przede wszystkim profi-
laktyka, w tym kontrola wektorowa z uzyciem insektycydow
oraz wczesna diagnoza i skuteczne leczenie uwzgledniaja-
ce powstajaca lekoopornosé pasozytéw [23,60]. Niestety
nie istnieje, jak do tej pory, skuteczna szczepionka unie-
mozliwiajaca zarazenie i/lub zapewniajaca skuteczng eli-
minacj¢ zarodZcow z organizmu. Kluczem do rozwiazania
problemu pozostaje jedynie szczegdtowe poznanie istoty
samej choroby, w tym biologii Plasmodium, jak réwniez
molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za pro-
ces inwazji oraz za immunologiczng obrong organizmu.
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SPOROGONIA

Posilajacy sie komar, ktory
przekazuje wraz ze $ling sporozoity
przysziemu Zywicielowi

Posilajacy sig komar, ktory
Wraz z krwia wchiania gametocyty.

Ryc. 1. Gykl rozwojowy zarodzcéw wywotujacych malarie (wedtug [23
zmodyfikowano]

CYKL ROZWOJOWY ZARODZCOW MALARII

A B C D
Enytrocyt - wakuola
odzywcza

Wakuola
pasozytnicza

Merozoit

Ryc. 2. Uwolnienie merozoitéw z erytrocytu: A — dojrzate merozoity
w wakuoli pasozytniczej, B — uwolnienie merozoitéw z wakuoli
pasozytniczej, C — degradacja cytoszkieletu komérki, D —
pekniecie btony komérkowej i uwolnienie merozoitow (wedtug
[11] zmodyfikowano)

Potaczenie gamet, w ciele komara, w zygote zwana ooki-
neta, rozpoczyna proces rozwoju majacy na celu wytwo-
rzenie nowych sporozoitéw. Ookineta zagniezdza si¢ w na-
btonku jelita tworzac oocyste, ktora nastepnie dzieli sig
wielokrotnie, aby utworzy¢ sporozoity. Sporozoity uwal-
niaja si¢ do jamy ciata i wedruja do gruczotéw slinowych
komara. Owad zaraza cziowieka w chwili, kiedy docho-
dzi do ponownego ukaszenia [13,23].

ZARAZENIE ERYTROCYTOW PRZEZ ZARODZCE

U zarodzcéw wywolujacych malarig, tak jak u innych
przedstawicieli typu Apicomplexa, mozna wyr6zni¢ dwie
fazy cyklu rozwojowego (ryc. 1). Pierwsza nazywana jest
plciowa (sporogonia) i zachodzi w uktadzie pokarmowym
komaréw, migdzy innymi z rodzaju Anopheles. Druga na-
tomiast jest bezptciowa (schizogonia) i przebiega w orga-
nizmie ludzkim [11,13,23].

Poczatkiem cyklu zyciowego pasozyta jest zarazenie czio-
wieka przez samice komara widliszka w wyniku ukasze-
nia (ryc. 1). Sporozoity sa przez komara wprowadzane do
ludzkiej skéry wiasciwej. Te unikajac kontaktu z przeciw-
ciatami docieraja do naczyn krwionosnych skory, a stamtad
do krwiobiegu. Nastgpnie sporozoity (w przeciagu 30—40
minut) poprzez krew docieraja do watroby, gdzie wnikaja
do hepatocytéw i rozpoczynaja pozakrwinkowy (egzoery-
trocytarny) etap rozmnazania, ktéry trwa okoto tygodnia.
Z powstatej w hepatocytach postaci schizonta uwalniane sa
do krwiobiegu zywiciela merozoity, ktére zarazaja nastgp-
nie erytrocyty, co jest poczatkiem schizogonii endoerytro-
cytarnej [11,13,23].

W zarazonej krwince czerwonej z merozoitu tworzy si¢
forma piersScienia, ktéry poprzez forme trofozoitu rozwija
si¢ ponownie w schizonta, uwalniajacego merozoity, kto-
re zarazaja kolejne krwinki czerwone. Z kazdego schizon-
ta, ktory ulega procesowi merulacji, w ciagu 48—72 godzin
powstaja nowe merozoity (6—24 w zaleznosci od gatunku),
tak wigc liczebnos¢ pasozytéw w organizmie zywiciela
szybko wzrasta. Endoerytrocytarna faza rozwoju zarodz-
ca jest odpowiedzialna za kliniczne objawy malarii zwia-
zane z masowym rozpadem erytrocytow [13,23].

Po kilku cyklach wtérnego zarazania erytrocytéw, czgs¢
merozoitow tworzy gametocyty, ktére jezeli zostang pobra-
ne przez samice komara wraz z krwia zapoczatkuja faze
ptciowa rozwoju Plasmodium, czyli sporogoni¢ (ryc. 1).

Proces inwazji erytrocytéw jest ztozony i wieloetapowy,
a jego poznanie stato si¢ mozliwie dzigki technice wideo-
mikroskopii [16] oraz analizie ultrastrukturalnej [6,7].

Aby zarodZce mogty atakowac kolejne erytrocyty mu-
szg najpierw uwolnié si¢ z wakuoli pasozytniczej (ryc. 2),
w ktdrej si¢ rozwijaja, a nastgpnie przebié si¢ przez bto-
ne komorkowa krwinki czerwonej. Uwolnienie w petni
rozwini¢tych merozoitéw wiaze si¢ ze zwigkszeniem ci-
$nienia wewnatrzkomoérkowego oraz z wieloma procesa-
mi biochemicznymi [21,57]. Prowadzi to do destabilizacji
cytoszkieletu i pegknigcia btony komdérkowej erytrocytu.
Etap ten przebiega gwattownie i koriczy si¢ eksplozja ko-
morki zywiciela oraz uwolnieniem merozoitéw do krwio-
biegu. W procesie tym biora udzial najprawdopodobnie;j
proteazy z rodziny SERA (serine repeat antigen), ktére sa
umiejscowione w wakuoli pasozytniczej [41]. Proteazy
SERA biora takze udzial w uwolnieniu dojrzatych sporo-
z0itéw z oocysty w jelicie komara [13].

Po wydostaniu si¢ z komérki erytrocytu, merozoity obie-
raja nowy cel — kolejne krwinki czerwone. Pasozyt swo-
iScie rozpoznaje krwinke, wiaze si¢, a nastgpnie do niej
wnika (ryc. 3) [6,16]. Caty proces przebiega bardzo szyb-
ko (okoto 60 s), ze wzgledu na ograniczenie do minimum
czasu kontaktu z uktadem odpornosciowym zywiciela.
Dzigki wyspecjalizowanym organellom, pasozyt rozréznia
erytrocyty nadajace si¢ do zarazenia od innych komorek.
Wstepny kontakt migdzy komérkami zachodzi w dowol-
nym punkcie powierzchni zarodZca (ryc. 3). Reorientacja
polozenia merozoitu prowadzi do jego ustawienia si¢ kon-
cem apikalnym w kierunku erytrocytu. Nastgpnie tworzy
si¢ tzw. ,,Sciste” wiazanie (tight junction) pomigdzy bto-
na komdrkowa erytrocytu a apikalnym konicem merozo-
itu, zwanym pierscieniem konoidu (ryc. 3, 4). Wiazanie
to przesuwa si¢ od wierzchotka szczytowego w kierun-
ku drugiego korica komérki zarodzZca. Proces napgdzany
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Ryc. 3. Proces wnikania merozoitu do krwinki czerwonej (wedtug [11]
zmodyfikowano)

jest przez kompleks aktyny i miozyny pasozyta. Pasozyt
wnikajac w gtab krwinki zrzuca otoczke okrywajaca bto-
n¢ komoérkowa, dzigki proteazie serynowej (SUB2), ktéra
jest umiejscowiona w mikronemach [25]. Po zagniezdze-
niu w krwince merozoit wytwarza, dzigki organellom na-
zywanym roptriami (ryc. 4), wakuole pasozytnicza (ryc. 2)
odgradzajaca go od cytoplazmy erytrocytu.

Przedstawiony wieloetapowy proces inwazji erytrocytéw
przez zarodZce wywotujace malarig jest wynikiem ztozo-
nych interakcji na poziomie czasteczkowym. Oddziatywania
pomiedzy biatkami merozoitéw i receptorami na po-
wierzchni erytrocytéw, wspdlne dla wszystkich gatunkéw
Plasmodium, zostang omdéwione dalej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem P. falciparum.

BiALKA BIORACE UDZIAL W PROCESIE INWAZJI

Mitochondrium Mikrotubule

Plaszcz

Pierscien
. konoidu

Jadro
komorkowe
Mikronemy

Rybosomy  Granule Rk

Ryc. 4. Schemat budowy merozoitu z wyszczegdlnionymi gtdwnymi
organellami (wedtug [11] zmodyfikowano)

Tabela 1. Wtasciwosci niektérych powierzchniowych biatek GPI
P falciparum

Nazwa Funkcja/struktura

przypuszczalny ligand biatka pasma 3 rbc, dwie

Etap I — wstepne wiazanie merozoitow do
erytrocytow

Powierzchniowe biatka GPI merozoitéw

Kontakt migdzy komoérka zarodZca i krwinka jest przypad-
kowy i moze do niego doj$¢ w dowolnym punkcie. Wigzanie
to jest odwracalne, lecz swoiste, poniewaz merozoity wia-
73 jedynie erytrocyty wilasciwego dla siebie gospodarza
(cztowieka, malpy lub gryzonia), co wskazuje na swoiste
oddzialywania migdzyczasteczkowe [40].

Powierzchnia merozoitu pokryta jest biatkami zwigzany-
mi z btong komérkowa poprzez kotwicg glikozylofosfaty-
dyloinozytolowa (GPI) [54]. Zidentyfikowano i opisano
dziewigc takich biatek na powierzchni merozoitéw (MSP,
merozoite surface proteins) (tab. 1), ktére moga by¢ poten-
cjalnymi ligandami bioragcymi udzial w wiazaniu do ery-
trocytéw. Biatka GPI Plasmodium maja podobng budowe
i zawieraja na C-koricu bogate w cysteing domeny, w tym
domeny EGF-podobne (epidermal growth factor-like),

MSP-1 C-koricowe domeny typu EGF, wazny dla inwazji
MSP-2 wysoce polimorficzny
MSP-4 pojedyncza C-koricowa domena typu EGF
MSP-5 homolog biatka MSP-4, niewymagany do inwazji
MSP-10 wystepuje na powierzchni i apikalnym koricu,
(-terminalna domena typu EGF
Pf12 cztonek rodziny biatek,,6-cys”
cztonek rodziny biatek,,6-cys” wystepujacy na
Pf38 . ) :
powierzchni i apikalnym korcu
Pf92 powierzchniowe biatko bogate w cysteine
Pf113 przypuszczalne biatko powierzchniowe

ktdre jak sie sugeruje sa odpowiedzialne za interakcje mig-
dzy biatkami [10].

MSP-1 jest najliczniejszym biatkiem na powierzchni
merozoitu [22]. Jest ono niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania zarodZca, nie mozna bowiem otrzymac
zarodzcow bez genu kodujacego MSP-1 (knock out).
Najprawdopodobniej, ze wzgledu na rownomierne umiej-
scowienie, jest ono biatkiem zapoczatkowujacym kontakt
miedzy Plasmodium, a krwinka czerwona. Przypuszcza
sig, ze decydujace znaczenie w tym procesie ma zwiaza-
ny z btona 90-aminokwasowy fragment MSP-1 , zawie-
rajacy dwie domeny typu EGF, ktérego struktura zostata
poznana [52]. Przypomina ona ptaski dysk utrzymywany
przez 6 wigzan disiarczkowych, w ktérym dwie domeny
EGF nachodza na siebie. Wykazano, ze przeciwciata skie-
rowane przeciwko fragmentowi MSP-1,; blokuja proces in-
wazji erytrocytow in vitro oraz zapewniaja ochrong przed
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zarazeniem P. falciparum u myszy i malp szczepionych re-
kombinowanym fragmentem MSP-1 , [33].

Powierzchniowe biatka peryferyjne merozoitow

Kolejnymi ligandami mogacymi bra¢ udzial w wiazaniu
zarodzca do krwinek zywiciela sg biatka peryferyjne, kt6-
re sa wydzielane do wakuoli pasozytniczej podczas roz-
woju schizonta (tab. 2) [45]. Przytaczaja si¢ one do rozwi-
jajacych si¢ merozoitéw dzigki interakcji z biatkami GPI
(np. MSP-1). Zdecydowana wigkszos¢ biatek peryferyj-
nych nalezy do jednej z trzech gléwnych rodzin: MSP3/6,
MSP-7 oraz do proteaz SERA (tab. 2).

Wydaje sig, ze jedynie kilka biatek peryferyjnych, w tym
biatka z rodziny MSP-7 oraz Pf41, jest wystarczajaco sil-
nie zwiazanych z powierzchnia merozoitu, aby méc pet-
ni¢ rol¢ adhezyn. Pozostale moga petni¢ funkcje struktu-
ralne (w tym MSP-3 i MSP-6) [54].

Etap I1 i III — apikalna reorientacja merozoitow
i,,Sciste” wiazanie do erytrocytow

Bialka apikalnych organelli merozoitu

Apikalne ustawienie merozoitu wzgledem erytrocytu jest
konieczne w procesie wnikania pasozyta do komorki zy-
wiciela. Wykazano, ze biatko AMA-1 (apical membrane
antigen) (tab. 3) bierze bezposredni udzial w tym procesie,
poniewaz PFAMA-1 jest transportowane na powierzchnig
merozoitu przed rozpoczgciem ataku na erytrocyty, a re-
orientacje Plasmodium mozna swoiscie zahamowac prze-
ciwcialami rozpoznajacymi ten antygen [42].

AMA-1 jest integralnym biatkiem typu I, zlokalizowa-
nym w mikronemach, jego fragment zewngtrzny skta-
da si¢ z 3 domen: N-konicowej, centralnej i C-koricowe;j.
Ektodomena AMA-1 zawiera 16 reszt cysteiny, ktére sa
konserwatywne w obregbie rodzaju Plasmodium [29].
AMA-1 jest syntetyzowany jako czasteczka o cigzarze 66
kDa, ktora ulega obrébce proteolitycznej podczas trans-
portu na powierzchni¢ merozoitu. Wydaje sig, ze AMA-
1 stanowi¢ moze pomost, ktéry stabilizuje stabe oddzia-
lywania z udziatem biatek MSP i umozliwia kolejny etap
,.Scistego” wigzania do erytrocytu z udziatem innych bia-
tek apikalnych organelli.

Utworzenie ,.Scistego” kontaktu migdzy apikalnym kon-
cem pasozyta i krwinka jest nieodwracalne i rtéwnoznaczne
z rozpoczgciem procesu inwazji. Zidentyfikowano i scha-
rakteryzowano wiele ligandéw apikalnych organelli P.
falciparum i receptoréw na erytrocytach, ktére uczestnicza
w adhezji i umozliwiaja wnikanie merozoitu do wnetrza
krwinki (tab. 3) [18]. Naleza one do dwoéch rodzin: biatek
homologicznych do liganda wiazacego antygen Duffy P.
vivax/knowlesi (Duffy binding-like — DBL) i biatek wia-
zacych retikulocyty (reticulocyte binding-like — RBL).

Szczegdlnie interesujaca wydaje si¢ rodzina biatlek DBL
mikroneméw P. falciparum, do ktérej naleza ligandy: EBA-
175, EBA-140 (znany tez pod nazwa BAEBL), EBA-181
(inaczej JSEBL), EBA-165 (PEBL, przypuszczalnie nie-
ulegajacy ekspresji) oraz EBL-1 [23]. Wszystkie ligandy
DBL maja podobna budowg taiicucha polipeptydowego,

Tabela 2. Whasciwosci niektérych powierzchniowych biatek peryferyjnych

P falciparum

Nazwa Funkcja/struktura

ABRA nieznana funkgja, prawdopodobnie proteaza
S-antigen nieznana funkgja

GLURP nieznana funkcja,

MSP3 stabo ;wiqzane z povyierzchniq tetrameryczne,

wydtuzone czasteczki

MSP6 biatko MSP-3-podobne, stabo zwigzane z MSP-1

H101 biatko MSP3-podobne, nieznana funkgja

H103 biatko MSP3-podobne, nieznana funkgja

MSP7 \t;/lim ;/;/jiiqzqce MSP-1, silnie zwigzane, rola

MSP7-podobne
MSP7-podobne

prawdopodobnie biatko wigzace MSP-1

prawdopodobnie biatko wiazace MSP-1

cztonek rodziny biatek,6-cys", apikalny koniec

Pfa1 )

merozoitu

SERA3 domena proteazy cysteinowej

SERA4 domepa proteazy cysteinowej, ekspresja
w schizoncie

SERAS domepa proteazy cysteinowej, silna ekspresja
w schizoncie

SERAG domena proteazy cysteinowej, ekspresja

w schizoncie

na ktéra skladaja si¢ N-koncowy fragment zewnatrzbtono-
wy, domena transbtonowa oraz fragment cytoplazmatycz-
ny. W obregbie N-koricowego fragmentu mozna wyréznic¢
dwa regiony (RII oraz RVI) zawierajace duza liczbg kon-
serwatywnych reszt cysteiny. Charakterystyczng cecha li-
gandéw DBL P. falciparum, w odréznieniu od P. vivax, jest
obecnosé dwéch homologicznych domen F1 i F2 sktada-
jacych si¢ na Region II [1].

Na postawie badan dotyczacych najwczes$niej poznanego
liganda EBA-175 ustalono, ze za wigzanie do erytrocytéw
odpowiedzialny jest Region II, a zwtaszcza jego domena
F2 [56]. Wykazano, ze receptorem dla biatka EBA-175 P.
falciparum jest gtéwna sjaloglikoproteina erytrocytow — gli-
koforyna A (GPA). W wiazaniu biora udziat reszty ou(2,3)
kwasu sjalowego O-glikozydowych taricuchéw cukrowych,
znajdujacych si¢ w klasterach, ktérych konformacja zalezy
od struktury N-koncowego fragmentu taiicucha polipepty-
dowego GPA. Otrzymano strukture krystaliczna Regionu
II liganda EBA-175, ktéry moze krystalizowaé w posta-
ci monomeru lub homodimeru utworzonego przez dwie
czasteczki ulozone wzgledem siebie przeciwréwnolegle,
tworzac strukture ,,uscisnietych dtoni” [59]. Pozwolito to
na wyjasnienie molekularnych podstaw interakcji miej-
sca wigzacego antygenu EBA-175 z O-glikozydowymi
taricuchami cukrowymi GPA. Uzyskane wyniki sa nie-
zwykle istotne nie tylko w kontekscie poznawczym, ale
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Tabela 3. Wybrane biatka wytwarzane przez apikalne organelle

P falciparum
Nazwa Funkcje/struktura
AMA-1 66 kDa, receptor nieznany, rola w reorientacji

140 kDa, wiaze glikoforyne C (antygen Gerbich)

EBA-140/BAEBL )
erytrocytow

EBA-175 175 kDa, wiaze glikoforyne A erytrocytéw
EBA-181/JESEBL ESLL(yDnaé wiaze nieznany receptor W odporny na
EBL-1 304 kDa, wigze glikoforyne B erytrocytéw
MTRAP biatko kompleksu aktynowo-miozynowego

ASP przypuszczalnie biatko GPI
SUB2 proteaza serynowa, uwalnia MSP-1/AMA-1

350 kDa, wigze erytrocyty poprzez nieznany
Rh1 receptor Y odporny na trypsyne, zalezny od
kwasu sjalowego

Rh2a 370 kDa, receptor nieznany

370 kDa, wiaze erytrocyty poprzez nieznany
Rh2b receptor Z odporny na trypsyne, niezalezny od
kwasu sjalowego

Rh3 prawdopodobnie nieekspresjonowany

Rh4 220 kDa, funkcja nieznana

i praktycznym, zmierzajacym do otrzymania skutecznych
lekéw, na przyktad inhibitoréw konkurencyjnych miejsca
wiazacego EBA-175.

Podobnie jak w przypadku liganda EBA-175 ustalono, ze
homologiczny antygen P. falciparum EBA-140 rozpoznaje
na erytrocytach, inng sjaloglikoproteing wystepujaca w naj-
mniejszej ilosci — glikoforyne C (GPC) [34,37,39]. Jak po-
przednio w wiazaniu biora udziat reszty kwasu sjalowego
taricuchéw oligosacharydowych N-koricowego fragmen-
tu taiicucha polipeptydowego GPC. Szczegdtowa charak-
terystyka oddziatywania EBA-140-GPC przeprowadzona
w kilku laboratoriach zaowocowata natomiast sprzeczny-
mi wynikami dotyczacymi miejsca wigzania na czastecz-
ce GPC. Wyniki te wymagaja wyjasnienia, ktérego pod-
jeliSmy sig réwniez i w naszym laboratorium, zajmujacym
si¢ od wielu lat glikoforynami erytrocytéw ludzkich [31].
Wymaga to poznania niezbadanej, jak do tej pory, struk-
tury N-glikanu GPC, ktdry bierze przypuszczalnie udziat
w wiazaniu oraz uzycia rekombinowanej formy Regionu
II liganda EBA-140, ktéra ostatnio otrzymaliSmy [wyniki
wlasne, nieopublikowane].

Najnowsze badania wykazaty ponadto, ze receptorem dla
kolejnego liganda P. falciparum EBL-1 jest druga pod
wzgledem ilosciowym, homologiczna do GPA sjalogliko-
proteina erytrocytow — glikoforyna B (GPB) [38]. Podobnie
jak w przypadku ligandéw EBA-175 i EBA-140, wiazanie
biatka EBL-1 P. falciparum do erytrocytéw jest zalezne

od reszt kwasu sjalowego, lecz wymaga dalszej szczegd-
towej charakterystyki.

Biatka roptrii P. falciparum z rodziny RBL (tab. 3) sa
homologami ligandéw wytwarzanych przez roptrie u P.
vivax, ktére uczestnicza w inwazji tylko na mtode krwin-
ki, tzw. retikulocyty. Naleza do nich cztery biatka: PfRh1
(PfRBP1), PfRh2a (PfRBP2a), PfRh2b (PfRBP2b) i PfRh4
(PfRBP4), ktére prawdopodobnie petnia podobna funk-
cj¢ do bialek z rodziny DBL (tab. 3) [58]. Zostaty scha-
rakteryzowane receptory na erytrocytach wiazace ligandy
PfRh1 oraz PfRh2b.

Przypuszczalnie obecnosé wielu ligandéw umozliwia P.
falciparum wykorzystanie alternatywnych drég inwazji,
ktore moga by¢ dostosowywane do réznych receptoréw
na erytrocytach, zmieniajacych si¢ w zaleznosci od wie-
ku krwinki oraz danej populacji ludzkiej. Umozliwia to
zwigkszenie skuteczno$ci zarazenia P. falciparum w po-
réwnaniu z P. vivax/knowlesi, ktérego jedynym recepto-
rem na erytrocytach jest antygen Duffy, wiazacy prefe-
rencyjnie retikulocyty. Dodatkowa korzyscig jest réwniez
dezorientacja uktadu immunologicznego, ktéry musi od-
powiada¢ wciaz na nowe antygeny. Fakt ten jednoczesnie
sprawia, ze zablokowanie inwazji P. falciparum jest wy-
jatkowo trudne i wymaga kompleksowego zahamowania
wielu czynnikéw jednoczesnie.

DoDATKOWE BIALKA POSREDNICZACE W PROCESIE INWAZJI

W chwili, kiedy zarodziec wytworzy, dzigki apikalnemu
koncowi, ,,$ciste” wigzanie wprowadza do krwinki zwiaz-
ki mediujace proces inwazji, o ktérych na razie niewiele
wiadomo. Sa one wydzielane przez mikronemy oraz rop-
trie 1 maja na celu stabilizacje procesu tworzenia wakuoli
pasozytniczej [24]. Prawdopodobnie P. falciparum moze
wykorzystywacé rowniez biatka komorki nosiciela, ponie-
waz wystepuje aktywacja receptoréw 2-adrenergicznych
erytrocytu z udziatem biatek G [26].

Kompleks aktynowo-miozynowy

Jednym z najwazniejszych elementéw wspomagajacych
proces inwazji jest kompleks aktyna-miozyna, ktéry bie-
rze udzial we wnikaniu merozoitu do komoérki zywicie-
la (ryc. 5) [11].

Biatka biorace udziat w wiazaniu pasozyta do cytoszkie-
letu zostalty poznane gtéwnie u sporozoitéw, ktére infe-
kuja komorki watroby. Sugeruje sig, ze biatko TRAP P.
Jalciparum wiaze si¢ krétkim koficem cytoplazmatycznym
poprzez aldolaze z F-aktyna, ktora poprzez kompleks mio-
zyny A z biatkami MTIP oraz GAP 45 asocjuje z trans-
btonowym biatkiem GAPS50 (ryc. 5) [8]. Caty kompleks
zakotwiczony w wewnegtrznej btonie komérkowej merozo-
itu wprawia inwazyjna posta¢ zarodZca w ruch, od apikal-
nego do przeciwleglego korica (ryc. 3). Wnikanie w gtab
erytrocytu umozliwiaja wyspecjalizowane proteazy tra-
wiace adhezyny w regionach przechodzacych przez blo-
n¢ Plasmodium. Poniewaz funkcjonowanie kompleksu ak-
tynowo-miozynowego u Apicomlexa wydaje si¢ podobne,
leki wymierzone w ten kompleks mogtyby pomdc w wal-
ce nie tylko z malaria, ale i z innymi pasozytniczymi cho-
robami, np. z toksoplazmoza.
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Ryc. 5. Schemat budowy kompleksu aktynowo-miozynowego merozoitu
(wedtug [11] zmodyfikowano)

Biatka UCZESTNICZACE W PROCESIE INWAZJI JAKO POTENCJALNE
SKLADNIKI SZCZEPIONEK PRZECIWMALARYCZNYCH

Malaria stanowi nadal globalny problem. Podejmowane
ogdlnoswiatowe wysitki zmierzajace do jego likwidacji,
obejmujace profilaktyke i leczenie, okazaty sig¢ nie w pet-
ni skuteczne. Swiadczy o tym wciaz ogromna liczba za-
chorowan i zgonéw na malari¢. Wydaje sig, ze jedynym
panaceum mogtaby by¢ szczepionka, ktéra zapewnitaby
skuteczne zablokowanie procesu inwazji komoérek oraz
eliminacj¢ pasozytéw z organizmu cztowieka.

Pierwsze proby prowadzone w latach 60. i 70. ubiegtego
wieku z uzyciem atenuowanych napromieniowaniem spo-
rozoitéw P. falciparum wykazaty dobra skutecznos¢ takich
szczepionek [35]. Sq one wciaz punktem odniesienia dla
opracowania nowoczesnych szczepionek podjednostko-
wych, ktérych powstanie wymusity trudnosci praktyczne
w uzyskaniu odpowiedniej liczby atenuowanych zarodz-
céw oraz wzgledy bezpieczenstwa. Otrzymanie skutecz-
nych szczepionek podjednostkowych wiaze si¢ z dogigb-
na znajomoscia procesu inwazji i biatek bioracych w nim
udzial. Szacuje sig, ze wigcej niz 5200 genéw Plasmodium
moze kodowac biatka nadajace si¢ do petnienia roli anty-
gendw w potencjalnych szczepionkach antymalarycznych
[20]. Celem najnowszych szczepionek jest taczenie jak naj-
wigkszej ilosci biatek zaangazowanych we wszystkie eta-
py inwazji [14,47,51].

I tak kolejno, biatka sporozoitéw zarazajacych hepatocy-
ty stanowia sktadniki szczepionek, ktérych zadaniem jest
blokowanie inwazji juz na poziomie watrobowym [28].
Rekombinowany, C-koricowy fragment taiicucha polipepty-
dowego (r.a. 207-395) biatka CSP (circumsprozoite protein)
P. falciparum, w fuzji z antygenem powierzchniowym wiru-
sa zapalenia watroby typu B, zostal wykorzystany przez fir-
me¢ Glaxo-Smith-Kline we wspétpracy z Walter Reed Army
Institute of Research (WRAIR) przy opracowywaniu obec-
nie najbardziej obiecujacej szczepionki RTS,S. CzgSciowa
ochrona przed kliniczna postacia malarii, rzedu 30% zo-
stata uzyskana w testach prowadzonych w Mozambiku na
grupie dzieci w wieku 1-4 lat. Wykazano réwniez utrzy-
mujaca si¢ az do 18 miesigcy ochrong przed zarazeniem
u dzieci i niemowlat [2,3]. Inna szczepionka, ktéra bazu-
je na syntetycznym peptydzie ztozonym ze 120 r.a. odpo-
wiadajacych C-konicowemu fragmentowi biatka CSP P,
Jalciparum byta szczepionka CS102. W potaczeniu z adiu-
wantem Montanide ISA pomyslnie przeszia testy klinicz-
ne I fazy, lecz préby fazy Il nie wykazaty jej skutecznosci
w ochronie przed malarig [53].

Blokowanie inwazji pasozyta na poziomie komoérek wa-
trobowych moze si¢ odbywac réwniez poprzez uniemozli-
wienie wytwarzania wakuoli PV (parasitophorous vacuole)
przez sporozoity. Do wytworzenia tej wakuoli konieczne
sg biatka z rodziny ,,6-Cys”. Wykazano, ze sporozoity za-
wierajagce mutanty delecyjne biatek ,,6-Cys” wnikaja do
hepatocytéw, ale nie rozwijaja si¢ dalej [43]. Moga stu-
zy¢ zatem przy konstrukeji szczepionek, jako genetycznie
atenuowane pasozyty. Badania na myszach wykazaly, ze
szczepionka oparta o te mutanty indukuje petng ochrong
przed pézZniejsza inwazja przez okoto 6 miesiecy. Nadzieja
na pozytywny wynik badan na ludziach wynika ze wcze-
$niejszych do§wiadczen ze szczepionkami zawierajacymi
napromieniowane, zywe sporozoity [35].

Analiza procesu inwazji erytrocytow przez merozoity wska-
zata kolejne, biatkowe sktadniki szczepionek blokujacych
rozwdj choroby w fazie erytrocytarnej. Zastosowano biat-
ka powierzchniowe merozoitéw, w tym biatka GPI: MSP-1
i MSP-2 oraz biatko peryferyjne MSP-3. Badania in vitro
wykazaly, ze przeciwciata rozpoznajace biatko MSP-1
blokuja inwazjg erytrocytéw ludzkich [45]. Dobrym ce-
lem dla szczepionki wydaje sig¢ jego podwdjna C-koricowa
domena EGF, gdyz wykazuje ona duza konserwatywnos¢
wsrdéd wszystkich szczepéw Plasmodium [61]. Biatka MSP-
11 MSP-2 sa sktadnikami szczepionki ,,Combination B”,
ktora zawiera réwniez antygen powierzchniowy zainfeko-
wanego erytrocytu RESA (ring-stage infected-erythrocyte
surface antygen) oraz adiuwant Montanide [19]. Faza III
testéw klinicznych na 120 dzieciach z obszaru Papua Nowa
Gwinea wykazata jej 62% skutecznos$¢ wobec szczepu 3D7
P. falciparum. Niestety, z powodu wysokiego polimorfi-
zmu MSP-2 obserwowanego wsréd Plasmodium, skutecz-
nos¢ szczepionki gwattownie zmalata wobec innego klo-
nu FC27. Inne propozycje szczepionek oparte zostaly na
dwoch rekombinowanych, C-koficowych fragmentach biat-
ka MSP-1: fragmencie 42 kDa oraz 19 kDa. Fragment 42
kDa (nazwany FMP1) w potaczeniu z adiuwantem AS02
stanowi baze szczepionki opracowanej przez Glaxo-Smith-
Kline we wspotpracy z Walter Reed Army Institute of
Research. Zostata ona poddana testom klinicznym II fazy
na matej grupie dzieci w Kenii [50]. Rezultaty niestety nie
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byty zadowalajace. W Instytucie Pasteura w Paryzu przy
wspotpracy EMVI (European Malaria Vaccine Initiative)
opracowano natomiast szczepionke na bazie syntetycznego
polipeptydu odpowiadajacego fragmentowi biatka MSP-
3, ktéry zawiera epitopy dla komérek B i T [5]. Faza I te-
stow klinicznych wykazata, ze jest bezpieczna. Indukuje
ona u myszy powstawanie dtugo utrzymujacych si¢ prze-
ciwciat zdolnych do hamowania rozwoju P. falciparum
w obecnosci monocytéw (aktywnos¢ ADCI, antibody-de-
pendent cellular inhibition) [15].

Uwzglednia sig takze i inne syntetyczne peptydy indukuja-
ce powstawanie przeciwciat o aktywnosci ADCI. Efektem
wsp6lpracy Dunskiego Instytutu Surowic i EMVI jest szcze-
pionka zawierajaca syntetyczny polipeptyd powierzchnio-
wego biatka merozoitu GLURP (glutamate-rich protein)
[27]. Natomiast szczepionka oparta o podjednostki SERA,
byta testowana w potaczeniu z réznymi adiuwantami na
matpach szerokonosych (Aotus) [30].

Grupa biatek wytwarzanych przez apikalne organelle me-
rozoitéw, zwtaszcza antygen AMA-1 oraz rodzina antyge-
néw EBA, ktére sa odpowiedzialne za utworzenie ,,Sciste-
20" wigzania migdzy merozoitem a krwinka sa szczeg6lnie
interesujace jako sktadniki szczepionek.

U gryzoni i ssakéw naczelnych (z wyjatkiem ludzi) rekom-
binowana posta¢ AMA-1 wykazata zdolnos¢ do indukowa-
nia swoistej dla szczepu ochrony przed malaria. Niestety
wysoki polimorfizm AMA-1 stanowi problem dla twor-
c6éw uniwersalnych szczepionek przeciwmalarycznych.
Wociaz trwaja testy kliniczne fazy I szczepionek zawie-
rajacych AMA-1 w potaczeniu z adiuwantem Montanide
ISA 720 w USA, na Mali, w Kenii oraz w Australii [55].
Planowana jest II faza testéw klinicznych. Biatka AMA-1
oraz MSP-1 zastosowano jednoczesnie w innej szczepion-
ce w celu zwigkszenia jej uniwersalnosci i skutecznosci.
Wyprodukowana w Szanghaju szczepionka PfCP-2.9 za-
wierata fuzyjny antygen MSP-1/AMA-1 utworzony przez

PismiennicTwo

potaczenie C-konicowego regionu AMA-1 oraz 19 kDa
fragmentu MSP-1. Przeszta ona pomyslnie I fazg préb
klinicznych w Chinach [46]. Antygen AMA-1 stosuje si¢
réwniez w potaczeniu z biatkiem CSP. Przyktadem jest
szczepionka MVA (modified vaccina Ankara) opracowy-
wana na Uniwersytecie w Oksfordzie, ktéra zawiera ate-
nuowane wirusy ptasiej ospy jako wektory dla ekspresji
biatek AMA-1 i CSP [9].

W fazie intensywnych badan sa oméwione wczesniej szcze-
gotowo ligandy mikronemoéw P. falciparum: EBA-175,
EBA-140 oraz EBA-181. Stwierdzono, ze maja one zdol-
nos¢ do indukcji przeciwciat u zwierzat do§wiadczalnych,
a przeciwciatla te efektywnie blokuja inwazje erytrocytow
przez P. falciparum [32,44]. Co jest istotne, rekombinowa-
ne formy regionu wigzacego tych ligandéw sa rozpoznawa-
ne przez naturalne przeciwciata obecne u oséb chorych na
malari¢ [12,17,49]. Swiadczy to o istotnym znaczeniu dro-
gi inwazji erytrocytow ludzkich przez zarodZca sierpowe-
go, przebiegajacej z udziatem antygenow EBA, co stawia
je w rzedzie potencjalnych sktadnikéw szczepionki prze-
ciw malarii [48,49]. Przeszkoda w uniwersalnym zastoso-
waniu takiej szczepionki moze by¢ jednakze wysoki poli-
morfizm ligandéw EBA-140 i EBA-181 [36].

Przedstawione przyktady pozwalaja uzmystowié¢ wysitki
zwiazane z opracowaniem skutecznej i bezpiecznej szcze-
pionki przeciwmalarycznej. Niestety, wieloetapowa droga
inwazji komoérek cztowieka, mnogosé gatunkéw zarodZca
oraz duza liczba polimorficznych biatek bioracych udziat
w zarazeniu nadal daje pasozytom przewagg i sprawia, ze
nadal nie ma takiej szczepionki. Jak si¢ wydaje, najwigksze
szanse na sukces maja jedynie wieloantygenowe i/lub wie-
loepitopowe szczepionki, ktére zawieraja wiele biatek lub
domen biatkowych odnoszacych sie¢ do kilku etapéw rozwo-
ju zarodZca [14,47,51]. Z cata pewnoscia jednak intensywne
i prowadzone na szeroka skale badania pozwalajace na lep-
sze zrozumienie molekularnych podstaw inwazji to nadzie-
ja na opracowanie nowoczesnej szczepionki w przysztosci.
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