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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva zanétem jako takovym. Nejprve je zde zanét popsan
a rozdélen do kategorii. Nechybi popis bakteridlniho a virového zanétu. NejveEtsi Cast je
vénovéana zanétlivym markerim, nejprve reaktantim akutni faze, dale pak bilkovinam
snizujicim pfistup kreaktivnim formam kysliku. Dal$i vyznamnou skupinou jsou
bilkoviny ochranujici tkané pfed jejich poSkozenim protedzami tzv. serpiny. V této praci
jsou popsény také induktory zanétu na konec specidlni senzory, umoznujici buiitkam

reagovat na zmény spojené se zanétem.

KLICOVA SLOVA

Zangt, reakce akutni faze, reaktanty akutni faze



ANNOTATION

This bachelor work deals with inflammation. First there is inflammation described
and divided into categories. There is described bacterial and viral inflammation too. The
biggest part is dedicated to markers of inflammations. First there are reactants of acute
phase, other there are proteins reducing access to reactive oxygen species. Another
significant group are proteins protecting tissue from damage by proteases inhibitors
called serpins. In this work are described inductors of inflammation and specials sensors

which allow cells respond to changes connected with inflammation.

KEY WORDS

Inflammation, reaction acute phase, reactants acute phase



SEZNAM ZKRATEK

(MASP)-1,-2,-3

A2M
ADP
C3-C9
CRP
DAMPs

DNA
EIA
ELISA

HETES
HMGB1
IL

MBL
NAD"
NADH
PAMPs

PGHS
RVEL
SAA
SIL-6R
SIRT1
TH
TNF

serinové proteazy asociované s mannan-vazajicim lektinem
(mannan-binding lectin-associated serine protease)

gen kodujici a2-makroglobulin

adenosin difosfat (adenosine diphosphate)
jednotlivé slozky komplementu

C reaktivni protein (C reactive protein)

Snebezpecim spojené molekuldrni vzory (danger associated
molecular pattems)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyrybonucleic acid)
enzymova imunoanalyza (enzy me imunoassay)

imunochemickd metoda uzvajici enzymem znacenou protilatku
heterogenni (eenzyme — linked immunosorbent assay)

mono-, di- a trihydroxyeikosatetraenoické kyseliny
HMGB1 protein (high-mobility group box1)
interleukin

manodza vazajici lektin (mannose-binding lectin)
oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

S patogenem spojené¢ molekulové vzory (pathogen associated
molecular paterns)

prostaglandin H syntetaza (prostaglandine H syntetase)
resolvin E1

sérovy amyloid A

specificky receptor pro IL-6

NAD" dependentni senzor (NAD" dependent redoxsensor)
pomahajici lymfocyt (helper)

nador nektrotizujici faktor (tumor necrosis factor)
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1 UVOD

Spravny prib¢h imunitni reakce pii zanétu je bezpodminetné nutny pro boj
S patogeny. Jedna se o systematicky proces, jehoz castecné poskozeni zplsobuje
dysfunkci celé imunitni reakce. NejvétsSim nebezpeCim pro imunitni systém jsou
civilizani choroby typu diabetes mellitus, obezita a kardiovaskulami onemocnéni

(Hotamisligil, 2006).

Zanét, maligni bujeni, autoimunitni reakce ¢i poranéni tkdné spousti reakei akutni
faze (Feelders, et al. 1998). Béhem zanétu dochaz k migraci leukocyti zkrevniho
ob¢hu do mist poSkozené tkané. Akutni zanét probihéd rychle a intenzivné v misté
poskozeni, obvykle se misto poSkozeni po zaléCeni zhoji. V misté poSkozeni nachazime
obvykle neutrofilni makrofagy, pozd¢ji monocyty. Na rozdil od tohoto chronicky zanét
doprovazi obvykle poskozeni tkan¢ a nékteré molekuly ziskavaji jiné funkce (naptiklad
interleukin 6). V misté chronického zanétu histologicky najdeme obvykle makrofagy a
lymfocyty (Romani, et al. 1996). Byla prokdzana souvislost mezi chronickym zanétem a
inzulinovou rezstenci. Zpusobuje to ptedevSim tukova tkan, kterd snizuje aktivitu

produktt bilych krvinek (Xu, et al. 2003).

Reakce akutni fize je jeden zklicovych mechanismii pro obranyschopnost
organismu. Tento d¢&j je doprovazen zvySenim nékterych sérovych proteint (Nishio, et
al. 1993). Nejen zanét, ale zranéni ¢i nador zpusobuji syntézu reaktanti akutni faze a
reakci organismu zvySenim teploty a leukocytézou. Dale také dochéaz k vzniku zapomé
dusikové bilance. Za nejduleztéjsi organ pro tvorbu plasmatickych bilkovin jsou

povazovana jatra (Castell, et al. 1989).
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2 ZANET
V historii byl zanét popisovan jako Cerveny, horky, otekly, bolestivy a s poskozenou
funkci. Zanét roziSujeme podle prib¢hu (akutni a chronicky), podle pivodce

(bakterialni, virovy, autoimunitni) a dale také infekéni a neinfekéni (McCall, et al.

2011). Klinickym obrazem zanétu je leukocytdza a zvySena sedimentace erytrocytd
(Ledue, et al. 1998).

Organismus mad mnoho bariér, jak Celit vzniku zinétu. Mez nejdilezitéjsi patii
buné&éné imunita pfedevS§im c¢inky makrofagl, monocyti a neutrofili. Nezanedbatelné

jsou téz bariéry prostorové, sliznice a dalsi (McCall, et al. 2011).

2.1 Reakce akutni faze

Jedna se o slozity d¢&j, na kterém se podili velké mnoZzstvi slozek imunity. Obrana
organismu spociva ve zménach fyzologickych, biochemickych a nutricnich. Stale se
zkouma, mechanismus vzniku a obrany organismu. Dnes zname mnoho plasmatickych
bilkovin, u kterych sledujeme koncentra¢ni zmény v plasme. Tyto proteiny oznacujeme
jako reaktanty akutni faze. RozliSujeme poztivni a negativni reaktanty akutni féaze.
Ptresny vyznam a funkce je u nékterych jiz vysvétlena, avSak u jinych se stale ¢eka na
objasnéni (Ceciliani, et al. 2002). Hlavnimi zistupci reakce akutni faze jsou C-reaktivni
protein (CRP) a sérovy amyloid A (SAA) (Ledue, et al. 1998).

Proteiny reakce akutni faze jsou dilezitymi ukazateli o délce, intenzité a vytrvalosti

infekce (Ledu,e et al. 1998).

2.2 Faze zanétu

Hlavni bariérou vici patogenim je kize, brani vstupu piedevsim bakteriim. Pokud
dojde kjejimu poranéni, mikroorganismy mohou snadno pronikat do tkané a dale do
krevniho fecisté, poptipadé€ do lymfatického fecisté. Rozpoznavame 4 faze zanctu. Prvni
fazi nazyvame koagula¢ni a nastupuje ihned po zranéni. Dalsi fazi je vlastni zanét. Tato
faze plynule pfechazi do faze proliferatni, nasleduje hojeni. Jakékoli naruSeni
rovnovahy téchto procesi vede k prodlouZzenému hojeni ran, nadmémému zjizveni,

popfipad¢€ nezahojeni chronickych 1ézi (Landén, et al. 2016).
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2.3 Induktory zanétu

2.3.1 Exogenni

Charakteristickym zastupcem exogenniho induktoru zanétu je mikrob. Déli se na dvé
hlavni skupiny - patogen spojeny s molekularnimi modely (PAMPS) a virulentni
patogen (Moreau, 2016).

2.3.2 Endogenni

Tyto sloZky imunity jsou tvoieny na zakladé podnétu o poskozeni tkané. V mistech
traumat dochazi k vylcovani molekul znekr6zou znicenych bunék, ¢i se jedna o
produkty rozpadu intraceluldrni matrix. Na tyto latky maji makrofdgy na svém povrchu
receptory. Tyto produkty obecné nazyvame ,s nebezpedim spojené molekuly“
(DAMPSs) (Moreau, 2016).

2.4 Bakterialni zanét

Gram negativni bakterie se svou lipopolysacharidovou jednotkou navéze na znak
CD14, které nesou monocyty a makrofagy, poptipadé CD11 a CD18 ¢i jiné receptory na
povrchu lymfocyti. Touto vazbou se aktivuje panel nastroji imunity, na piednich
mistech cytokiny, které putuji k cilovym tkdnim a informuji je o probihajici invaz

bakterii (Arredouani, et al. 2005).

2.4.1 Patogen spojeny s molekuldrnimi modely

PAMPs jsou dané molekulami vzory, které je nespecifickd imunita schopna
detekovat a bojovat proti nim. K jejich detekci pouzivaji buiiky specialni receptory
umisténé na povrchu bunky nebo v jejim cytosolu. Jedna se o ustilené receptory
zapsané v DNA. Po navazani patogenu na receptor se spousti kaskada reakci. Nejprve
se aktivuji transkripéni faktory. Tyto spoustéji transkripci DNA a tvorbu cytokind,

chemokint a dal§ich molekul vrozené zanétlivé reakce (Moreau, 2016).

2.4.2 Virulentni patogen

Faktory virulence jsou snimany nepiimo. Poté co dojde k posSkozeni tkané, jsou tyto
faktory rozpoznéany imunitnim systémem. Narusuji homeostazu, napiiklad poruSovanim
cytoplazmatické membrany, zniz se pocne vylivat draslik. Na jeho zvySenou
koncentraci reaguje receptor. Organismus ma vytvofeny systém receptoni pro snimani

faktort virulence patogennich bakterii. Napiiklad Clostridium difficile je snimano
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cytotoxinem. Mohou byt sledovany také pigmenty typické napiiklad pro Pseudomonas

aeruginosa (Moreau, 2016).
2.5 Virovy zanét

V prvni fazi nastupuje nespecifickd imunita. Dochazi ke zvySeni teploty a snizeni
pH. Prvni obranny mechanismus proti virim je neutralizace virii, ke které dochaz
pomoci slozek v exudéatu. Dal§im mechanismem je fagocytéza buiikami, poptipadé
unédSeni lymfou do nejbliz§i lymfatické uzliny a fagocytdéza v uzliné. Vuziné jsou
antigeny viri pfedany bunkdm specifické imunity, které proti nim pociaji tvofit

protilatky, ale nyni se jedna o imunitu specifickou (Celer, et al. 201).

2.6 Chronicky zanét
Dlouhodobé zvysené proteiny akutni faze znaci pritomnost zanétu, ktery presel do
chronicity. Dale mohou znacit kardiovaskularni onemocnéni ¢i inzulinovou rezstenci.

Chronicky zanét také miZe byt spoustécem diabetu 2. typu (Festa, et al. 2002).

2.7 Cil imunitni reakce

Veskeré¢ molekuly a buiky imunitni reakce se snazi kompletné znicit induktora
zanétu. To znamend znicit viry, bakterie ¢i jiné mikroby, popiipadé aktivovat apoptézu
poskozenych bunék. Dal§im cilem organismu je napravit tkané, aby byla umoznéna
jejich funkénost. Napiiklad pfi aktivaci T-lymfocyti predevSim cytotoxickych mize
dojit krozvinuti imunopatologie. Tyto bunky poc¢nou napadat svou vlastni tkan.
Predevsim bakterialni zanéty jsou nebezpecné. Bakterie maji velké mnozstvi faktori
virulence vcetn¢ toxini. Pokud pacient trpi imunodeficitem, bude s bakteridlnim

zanétem bojovat jen velmi obtizné (Moreau, 2016).
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3 REAKTANTY AKUTNIFAZE

3.1 Komplement

Komplement je zisadni slozka imunity pfi zanétlivych autoimunitnich
onemocnénich. Jeho nedostatek byl nalezen u 2-10 % vSech imunodeficienci. AvSak
geneticky zplUsobeny nedostatek je pouze v nékolika setinach procent. NejcastéjSimi
pfi¢inami nedostatku komplementu jsou meningokokova meningitida, opakované
bakteridlni infekce a autoimunitni onemocnéni. Bylo ziSténo, Ze pfi autoimunitnim
onemocnéni dochazi kpoSkozeni pocédtku kaskddy (Cl1 — C4). Mimo poskozeni
samotnych slozek komplementu mize byt naruSend néktera zdrah aktivace
komplementu (Prohaszka, et al. 2016).

Postupnou aktivaci jednotlivych slozek komplementu dochazi k opsonizaci
cizorodych antigenti. Jednotlivé slozky komplementu se aktivuji vzijemné mezi sebou,
a tim pocinaji imunitni odpovéd’. Diky enzymim, které jsou soucasti komplementu,

jsou schopné nékteré bakterie zabit (Janeway, et al. 2001).

Slozky komplementu jsou v neaktivnich formach tzv. zymogenti. Zymogeny jsou ve
vSech tekutinach téla a je nutné nejprve aktivovat vV misté vznikajiciho zinétu.
Aktivovanim jedné dochazi ke Stépeni substratu. Enzymaticky proces prvni slozky
aktivuje nasledujici slozku ve form¢ zymogenu. Takto se kaskddovité postupuje az do

aktivace posledniho (Janeway, et al. 2001).

3.1.1 Aktivace komplementu

Aktivace je mozna ttemi raznymi cestami (Hot ¢j$i, et al. 2009).
Klasicka cesta

Pocina navazanim protilatek na antigen, nebo miize byt aktivovana pentaxinem.
Tim se zméni molekula protilaitky a uvolni se vazebné misto pro Cl sloZzku
komplementu. Cl se navaze na Fc fragment imunoglobulinu. Tento komplex ma
proteolytickou funkci, diky které se aktivuje C2 a C4. C2a a C4a se navaze na povrch
antigenu. Nasleduje vznik C3konvertazy (Stépi se na C3a a C3b) a dale
C5konvertazy (5tépi se na C5a, C5b). C5b se vaze do komplexu s C6, C7 a C8 timto
se zapocCina lytickd faze. Tento komplex se zanofuje do cytoplasmatické membrany

opsonizované bunky a vdze se na n¢ az 19 molekul C9. Ne vSechny buiiky jsou
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vnimavé vici tomuto mechanismu, mnoho bakterii mé ochranu diky bunécné sténé

(Hoft ¢jsi, et al.2009).

Alternativni cesta

Jedna se o vyvojové starsi proces. Spociva ve schopnosti slozky C3 samovolné
Stépit na C3b a C3a fragment. C3b se dale tcastni reakce s faktorem B, ktery je
Vv pfitomnosti hotciku a proteazy P sStépen na Ba a Bb fragmenty. Bb fragmenty se
vazi v C3b a vznika C3konvertaza. Dale je postup GpIné stejny jako pii klasické cesté
aktivace komplementu. Tato kaskdda se milize snadno zvthnout v autoimunitni
reakci. Pokud totiz C3 slozka komplementu, ktera se mize $tépit samovoln¢€, neni
namifena proti bakteriim, dochazi k poskozovani vlastniho organismu (Hof¢jsi, et al.
2013).

Lektinova drédha

Manan vézajici lektin se navaze na atakovanou buiiku a aktivuje C1 slozku. Dale

pokracuje klasicka cesta aktivace komplementu (Hofejsi, et al. 2013).

3.1.2 Stanoveni komple mentu
Hledime-1i na komplement, jako na analyt, ktery ma poukazat na funkci pacientovy

imunity, popiipadé dopomoci stanovit diagnézu, miZ u ného sledovat mnoho
vlastnosti (viz tab. 1) (Prohészka, et al. 2016).

Tabulka 3.1 VyS$etiované analyty komplementu (Prohészka, et al. 2016)

Celkova aktivita komplementu

Aktivita jednotlivych slozek komplementu

Kvantifikace titr jednotlivych slozek (pomoci ELISA, Western Blot)

produkty Stépeni

Aktivace produktil | komplex mezi sloZzkou komplementu a inhibitorem

makromolekuldrni ko mplexy

Autoprotilatky | ELISA (angioderma, funk¢ni testy - nefroticky faktor)

Povrchové proteiny | Kvantifikace pritokovou cytometrii

Genetické mutace | Detekce genetickych chorob komplementu, pfi jeho
nedostatku ¢i nefunkénosti.

3.2 C-reaktivni protein
Byl objeven v roce 1930, kdy v pacientové séru reagoval s polysacharidem C, ktery

nesou na svém povrchu bakterie Streptococcus pneumoniae. Podle tohoto faktoru
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virulence byl nazvan tento protein (Epstein, et al 1999). C-reaktivni protein (CRP) se
ucastni reakce akutni faze v téle ¢loveka. Patii do skupiny nespecifické imunity. Jeho
koncentrace se vyznamné¢ zvysuje po nckolika hodinach od poranéni kiize ¢i vniknuti
cizorodych mikroorganismil. Je schopen rozpoznavat antigeny na buiikich a rozliSovat
antigeny vlastni a cizi, na kter¢ se vaze. Dale se vaze na bunky, u kterych ma
probéhnout bunécna smrt (Black, et al. 2004). CRP slouz k diagnostice bakterialnich
zanétl. Jeho syntéza probiha v jatrech na zaklad€ podnétu od interleukinu 6. Vaze se na
polysacharidové antigeny bakterii, spousti aktivaci komplementu klasickou cestou
(Simon, et al. 2004). CRP béhem nékolika hodin po propuknuti reakce akutni faze
nabyva vice nez 100 nasobnému zvyseni koncentrace u zanétl vyvolanych bakteriemi
(Ledue, et al. 1998).

3.2.1 Metody stanoveni
CRP stanovime zikalometrickymi metodami (ELISA a dalsi) za pouzti

monoklonalnich protilatek proti CRP (Ledue, et al. 1998).
3.2.2 CRP jako marker onemocnéni srdce a diabetu

Chronickym onemocnénim srdce je chdpéna i vysokd koncentrace cholesterolu a

vznik aterosklerotickych plath. Vtomto stavu miZeme nalézat zvySené zanctlivé
markery v¢etné CRP (Ridker, 2003).

Mnoho lidi, ktefi nespadaji do rizikovych skupin, prodélalo infarkt myokardu ¢i jiné
srdecni onemocnéni. Veédci hledali, co maji spolecné. Zjistili, Zze spolecnym markerem
byl CRP. U zdravého cClovéka nalezneme referen¢ni hodnoty do 1,1 mg/l, hodnoty od
1,1 do 3 mg/l povazujeme za zvySené pro zvySené riziko srdecnich onemocnéni. Nelze
jej posuzovat jako samostatny analyt. Vzdy se posuzuje spolu s tradiCnimi
vySetiovanymi analyty (cholesterolem,...). Byl proveden vyzkum pacienti s chronicky
zvySenym CRP. U téchto lidi byl zvySen vyskyt onemocnéni srdce. Dale byla prokdzina
souvislost zvySeného CRP spolu s diabetem 2. typu (Ridker, 2003).

3.3 Cytokiny

Pii studovani zanétlivych procesti nas zajimaji predevsim cytokiny (Klyne, et al.
2017). Jedna se o endogenni mediatory imunitniho systému (Kilpatrick and Harris,
2004). Stimuluji prib¢h a snizuji imunitni odpovédi na konci zanétu. Pisobenim

prozanétlivych cytokintt dochazi k rozvoji nékterych symptomi, jako je nespavost,
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deprese a dalsi. Nejdulezitéjsim symptomem, ktery vyvolavaji je bolest (Klyne, et al.
2017). Dale pozménuji v cilovych bunkach expresi genl, a tim méni metabolismus

bunky (Kilpatrick and Harris, 2004).

Prozanétlivé cytokiny zahrnuji interleukin (IL)-1, -6 a tumor necrosis factor (TNF).
Tyto cytokiny jsou tvofeny béhem fyziologickych a patologickych stavii i periferni

nervovou soustavou (Smith, et al. 2009).

Cytokiny lze omacit jako “hormony imunitniho systému“, nejedna se vSak o
hormony, protoze pochazeji z riznych bun¢k v zavislosti na podnétu. Maji rozmanité
mnozstvi funkei, které se mohou vzijemné piekryvat. Endogenni medidtory nazyvame
IL 1-4, podl€haji pfisné kontrole a regulaci. Maji pomérmn¢é kratkou dobu, pfi které jsou
plné aktivni (Kilpatrick and Harris, 2004).

IL-23 je specialni cytokin, skladajici se z podjednotky p19 typické pouze pro tento
IL a dale zpodjednotky p40, kterou ma spolecnou s IL-12. Tento cytokin je velice
dalezity pro rozvoj TH lymfocyti (helper). Bylo ziSténo, ze IL-23 izce spolupracuje
S lymfocyty nesoucimi na svém povrchu znak CD4+. Tyto lymfocyty tvoii cytokiny a
nekrotizujici faktory. CD4+ lymfocyty jsou vysoce patogenni a velice dalezité pro
vytvofeni orgdnové specifického zinétu, ktery je spojeny s autoimunitou nervového

systému (Langrish, et al. 2005).

IL-6 béhem akutniho zdnétu piisobi ochranné viici tkanim, ale pokud zanét piejde do
chronicity, nabyva prozanétlivych tcinki. Jednim znich je simulace T a B lymfocyti,
jejichz pfitomnost je charakteristicka pro chronicky zanét. Béhem akutni faze podporuje
tvorbu plasmatickych bilkovin. Tento cytokin fidi rozsah poSkozeni tkané a simuluje
bunéénou imunitni odpovéd’ (Romani, et al. 1996). Trombin funguje jako prozanétliva
molekula, kterd vyrazn¢€ ovlivituje aktivaci endotelu, exkreci IL-8 a aktivaci adhezivnich

molekul (Horii, et al. 1989).

3.4 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou odpovédné za specifickou imunitni odpovéd organismu na
cizorody antigen. Tvoii se v B-lymfocytech pfeménénych na plasmatickou bunku
(Schroeder, et al. 2010). Na B-lymfocytu jsou receptory pro antigen, pokud dojde k jeho

navazani, bunika se zac¢ne délit a pfeméni se v plasmatickou buniku. Tato bunka tvoii
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velké mnozstvi monoklonalnich protilatek proti antigenu, ktery se navazal na receptor.

Typickym znakem B-lymfocyti jsou znaky CD19 a CD20 (Barttinkova, et al. 2011).
3.4.1 Slozeni

Imunoglobuliny maji tvar pismene Y s vykyvnymi rameny. Jedna se o monomerni
molekuly, skladajici se z 2 lehkych a 2 tézkych fetézct. Tézké fetézce oznacujeme H
(heavy) a maji molekulovou hmotnost 50 kDa. Lehké oznacujeme L (light), tyto maji
molekulovou hmotnost 22-25 kDa. L a H fetézce jsou spojeny disulfidickymi vazbami,
stejné tak i H fetézce mezi sebou. Nékteré imunoglobuliny mohou obsahovat krat§i
sacharidové fetézce, které jsou vazané N- i O-glykosidové. Piesné slozeni se liSi mezi
jednotlivymi tfidami. Obecné mizZeme fici, ze v uréité tiidé maji velkou Cast fetézci H
konstantni. U L fetézct maji spolecnou asi z 50 %, zbylé ¢asti, zv1asté pak N-konce se
mohou liSit. Jedné se o epitopy, které jsou zodpovédné za vazbu antigenu, a potadi

aminokyselin odpovida specifikaci protilatky (Schroeder, et al. 2010).

L fetézce se vyskytuji ve dvou modifikacich - k a A, K fetézec je u ¢lovéka castéjsi. U
H fetézcl je déleni variabilnéj$i a podle druhu fetézce je délime do tfid: y fetézec

najdeme u tfidy IgG, a u IgA, pu IgM, d u IgD a e u ttidy IgE (Schroeder, et al. 2010).

3.4.2 Funkce

IgM se pfi imunitni odpovédi tvoti jako prvni, jedné se o pentametr. Pii navazani na
sloZky komplementu aktivuje klasickou drahu tvorby komplementu. Neninutna pomoc
od T-lymfocyti. Fyziologicka hodnota ¢ini 0,9-2,5 g/l (Bartunkova, et al. 2011).

IgG se tvoii pozdé&ji nez IgM a za pfispéni T-lymfocytid. IgG jsou pamétovymi
protilatkami, které nalézame v koncentraci 8-18 g/1. jedna se o velice dulezité slozky
imunity plodu a novorozence, protoze ptrechaz ptes hemoplacentadmi bariéru a chrani
dité v prvnich mésicich zvota, nez za¢ne tvofit protilatky vlastni (Bartinkova, et al.

2011).

IgA nalezneme piedev§im na sliznicich v sekretech a v matefském mléce. Jedna se o
dalsi dulezitou ¢ast imunity novorozence. Jejich tikolem je neutralizace cizorodych
antigenti. Fyziologickd koncentrace je 0,9-3,5 g/l. IQE nalezneme pouze v nizkych
koncentracich, ale zvySuje se pfi parazitarnich onemocnénich a alergiich (Bartunkova,

et al. 2011).
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3.4.3 Metody stanoveni
Elektroforéza

Zéakladni vySetteni poskytuje Cisté informativni vysledek. Pomoci ELFO se rozdé¢li
sérové proteiny na frakce. Podle jejich slozeni lze smétovat dalsi vySetieni, popiipadée
imunoblotovaci techniky. Pro ELFO potiebujeme vanu, stejnosmérné napéti udrzované
zdrojem. Proteiny migruji zjamek startu po nejcastéji vrstvé agardzy (Orsini, et al.
2016).

Westem blot

Nejprve se stanovi obsah celkové bilkoviny Vv sém, poté se elektroforeticky rozdéli
na gelu pfti stejnosmérmeém proudu o napéti 90 V. Rozd¢elené bilkoviny se dale prenéSeji
na folii za konstantniho proudu 0,8 mA/0,8 m?. Nespecifickd vazba na folii je dale
blokovana. Po zesileni vazeb na folii se vzorek promyva. Vzorek se inkubuje pfes noc
S protilatkami proti stanovovanému proteinu. Na tuto protilatku se navazuje znacena

protilatka a provede se kvantifikace (Orsini, et al. 2016).
3.5 Manoza vazajici lektin

Mandza vazajici lektin (mannose binding lectin, MBL) je bilkovina akutni fize a
vaze se v trojitém helixu. Po uvolnéni do séra dochaz k polymerizaci. Z dimeru se
mil Ze stat az oktamer. Mira polymerizace odpovida mife reaktivity. Uastni se vazby
latek pfirozené imunity na molekuly sacharidi na povrchu bakterii. MBL plni nékolik
funkci: 1. aktivuje lektinkomplementovou dréhu, II. napomaha fagocytéze cizorodych
latek, I11. moduluje zanét (Scorza, et al. 2014). Bylo objeveno, Ze tento mechanismus je
zasadni po prodélané mozkové ischemii. KliCovou roli zde sehrdvaji s mandzou
asociované proteazy vazajici lektin (mannan-binding lectin-associated serine protease)
MASP-1, MASP-2, MASP-3 (Orsini, et al. 2016).

Nedostatek ¢asnych bilkovin MBL vede ke zvySeni nachylnosti k infekcim. Snizuje
se schopnost rozpoznat cizorodé antigeny a opsonizovat je. Pokud je v plasmé dostatek
MBL, ale je podezieni na poskozeni, provadi se analyza MASP-1a MASP-2 (Orsini, et
al. 2016).
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3.5.1 Metody stanoveni

Pro pfesné stanoveni koncentrace MBL se vyuziva imunochemickych metod. Pro
jejich citlivost a specifiénost (Bartinkova, et al. 2011). VyuZivame komeréné
vyrdbénych setl pro nefelometrickd stanoveni. Soucasti setu jsou polyklonélni
protilatky proti MBL. Stanoveni probiha metodou ELISA s pouztim kalibracni pfimky

a naslednym vypoctem skuteéné koncentrace vzorku (Ledue, et al. 1998).

3.6 Sérovy amyloid A

Jako SAA se oznacuje skupina proteinti, ktera je kddovana riznymi geny s vysokou
urovni homologni sekvence. Jsou tvoteny v jatrech béhem zinétlivého onemocnéni,
nebo pii jinych onemocnénich jako jsou metabolické poruchy, traumata aspod.
Spektrum jejich pilisobeni je Siroké. Podileji se na metabolismu cholesterolu, brani
agregaci desticek, brani adhezi mikroorganismi a aktivuji neutrofily. Jsou schopny se
navazat na cytoplasmatickou membrinu gramnegativnich bakterii a vyvolat jejich
pohlceni makrofagem. P#i infekéni zloutence typu C plisobi antiviroticky proti
zucastnénému viru tim, Ze blokuje vstup viru do buiiky. Behem reakce akutni faze miize
byt koncentrace zvySena az 1000x. Béhem 1éCby se sleduje snizovani koncentrace, coz

znaci spravné podani 1éciv (Piotti, et al. 2016).

3.6.1 Stanoveni

Provéadi se imunochemickd vySetfeni pomoci znacenych specifickych protilatek
metodou ELISA, nebo jeste citlivéj§imi metodami pomoci western blotu (Wan-lbrahim,
et al. 2016).

3.6.2 Sérovy amyloid A a onemocnéni

Byla provedena studie na pfitomnost a aktivitu SAA. Byly pouzity vzorky pacientl
S nejruznéjSimi jaternimi poruchami v riznych stadiich vyvoje. Vysledkem studie bylo,
7e vysoka koncentrace proteinti SAA je obecné€ v pocatku onemocnéni. Poté co dochaz
k fibroze jater se aktivita SAA snizuje. ZvySeni aktivity jaternich enzymi nezavisi na
zvySeni SAA (Piotti, et al. 2016).

Mimo onemocnéni jater je mozné stanovovat SAA jako nadorovy marker pii
rakoviné kosti. ZvySené koncentrace SAA v séru nalézdme u agresivnéjSich sarkomil

(Wan-Ibrahim, et al. 2016).
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3.7 Albumin

Albumin je nejhojnéj$im proteinem v lidském séru. Jeho nejdilezitéjsi funkei je
transport lipoproteinovych ¢astic. Dale transportuje dal$i latky krevnim fecistém,
naptiklad 1éky ¢i hormony. Byla objevena krystalicka struktura albuminu, byla zde
nalezena hydrofobni mista schopna vazat mastné kyseliny (Curry, et al. 1998).
Koncentrace tohoto proteinu béhem reakce akutni faze klesd, nazyvame jej negativnim
reaktantem akutni faze (Lebreton, et al. 1979). Dalsi funkci albuminu je vyvazovani
volného hemoglobinu z krevniho fecisté (Muller-Eberhard, 1970).

3.7.1 Negativni reaktant akutni faze

Veédci provedli studii, aby zjistili, pro¢ se koncentrace albuminu béhem reakce akutni
faze snizuje. Béhem ni byli sledovani pacienti s nadorovym onemocnénim, ktefi
vykazovali reakci akutni faze, pfi niz bylo zisténo, ze TNF a IL zpiisobuji snizenou
expresi genu pro albumin a naslednou translaci albuminu. Naopak v jatrech jsou tvoteny
bilkoviny akutni faze. Dale bylo zisténo, Zze k hypoalbuminémii nedochéz vlivem

snizené rychlosti syntézy albuminu (Fearon, et al. 1998).

3.7.2 Stanoveni

BéZn¢ se provani stanoveni pomoci reakce albuminu s bromkresolovou zeleni. Jedna
se 0 jednoduchou metodu s pouzitim stabilnich reagencii. Pouziva se 0,075mol/l roztok
bromkresolové zelené, sukcinatovy pufr o pH 4,2, métime absorbanci pii 620 nm.
Reakce je linearni do 6 g/dl krve. Nyni je mozné ptidavat do reakce povrchové aktivni
latky, které snizuji absorbanci blanku a podporuji linearitu reakce (Doumas, et al.
1971). Stanoveni nerusi vysoka chylozita séra. Byla provedena studie, pfi niz bylo

zjisténo, ze se bromkresolova zelent nevaze na sérové globuliny (Rodkey, 1965).

3.8 Interferon

Interferon je dilezty pro zotaveni po virové infekci. Vylucuje se na pocatku virové
infekce. Indukuje v organismu antivirovy stav. Aktivuje pomocné T-lymfocyty.
Existuje transkripéni faktor interferon 1, ktery reguluje syntézu interferonu
(Panchanathan, et al. 2005).

Pivodn¢ byla piedstava, Ze vrozeny imunitni systém rozpoznava viruS pomoci

nukleovych kyselin. Bylo vSak objeveno, Ze organismus disponuje specialnim
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receptorem schopnym navazat virus. Tento receptor poté indukuje syntézu nterferonu.

Takto se chovali protizanétlivé monocyty (Barbalat, et al. 2009).

3.8.1 Lopus erythe matodes

Jedna se o jedno znejcastéSich koznich onemocnéni na svété. Mnoho studii
prokdzalo, Zze interferon uUzce souvisi s timto onemocnénim. Interferon tvofi
plazmacytoidni buiky v koznich 1ézich, které vznikaji pfi tomto onemocnéni. Interferon
déle indukuje produkci dalSich chemokini. Tyto molekuly dale zvySuji cytotoxickou
kapacitu poSkozenych bunék. Onemocnéni dale rozsifuji nejriznéjs$i intracelularni
adhezivni receptory, jejichZ funkce je prenést do poSkozené tkané autoaktivni lymfocyty

(Wenzel and Tiiting, 2007).

Byla zpracovéna studie, zabyvajici se 1écbou tohoto onemocnéni. Mimo standardni
vyuzti 1€k s protizanétlivym ucinkem proti chemokintim, adhezivnim receptorim a
dal$im 1ze po blizSim studiu najit dalsi cesty 1écby. Nabiz se 1écba pomoci inhibice
interferonu. Je mozné inhibovat samotny interferon, jeho syntézu ¢i jeho receptory.
Dals$i mo znost je inhibice molekuly TLRY, kterd je schopna podpofit tvorbu chemokinii.
Popfipadé lze pouZt jako lécbu pfimé anti-interleukin protilatky (Wenzel and Tiiting,
2007).
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4 BILKOVINY SNIZUJICI VZNIK A PRISTUP
K REAKTIVNIM FORMAM KYSLIKU

4.1 Haptoglobin

Jedna se o reaktant akutni fize. Jeho narist je spojeny se zvySenou hemolyzou, ktera
je zpusobena zanétlivym procesem. Haptoglobin je antioxidant. Tato bilkovina ma za
ukol vyvazovat volny hemoglobin. Transportuje jej do jater, kde je dale zpracovavan
(Sadrzadeh and Bozorgmehr, 2004). Vazba hemoglobinu na haptoglobin je nevratna
(Wejman, et al. 1984). Tato bilkovina je syntetizovana jatry, po stimulaci IL-6. Nartst
koncentrace haptoglobinu mize v nékterych stavech vést k utlumu produkce cytokint.
Utlum imunitni reakce je zpUsoben schopnosti vézat se na buiiky imunity a tim

zpomalovat jejich ptisobeni (Arredouani, et al. 2005).

4.1.1 Struktura

Molekula se sklada ze dvou H ftetézcli, které jsou spojeny dvéma L fetézci. Kazdy H
fetézec vyvazuje of3 dimer hemoglobinu. Obecné lze pfipodobnit haptoglobin k €ince,
kdy 2 kulaté konce ptedstavuji H fetézec a spojeni odpovidd dvéma L fetézcim
spojenym uprostied. Informace o struktufe tohoto proteinu byly ziStény pomoci

elektronové mikroskopie (Wejman, et al. 1984).

Existuji 3 hlavni fenotypy: haptoglobin 1-1, 1-2, 2-2. Aktivita klesa podle potfadi
vysSe. 1-1 je biologicky nejaktivnéjsi, nejlépe ze vSech vaze hemoglobin uvolnény pfi
zanétlivé reakei (Sadrzadeh and Bozorgmehr, 2004). Referen¢ni mez haptoglobinu pro
dospé€lé je u fenotypu 1-1 0,77-1,94 g/l, u fenotypu 2-1 0,32-1,84 g/l a u fenotypu 2-2
0,15-1,49 g/l (Masopust, 1998). Haptoglobin, ktery vyvaze hemoglobin na sviij povrch,
vyvazuji makrofagy diky znaku CD136. Tyto bunky dale hemoglobin metabolizuji
(Hvidberg, et al. 2005).

4.1.2 Mechanismus pusobeni

Mezi primarni poSkozeni volnym hemoglobinem patii toxicita viici endotelu kapilar.
Toxické ptisobeni je vedeno dvéma cestami. Prvni cesta poSkozeni je zpiisobena globin
degradacnimi produkty. Druhd cesta se tyka poSkozeni modifikovanymi lipoproteiny
(Schaer, et al. 2013). Béhem jedné studie bylo ziSténo, ze haptoglobin nejen vyvazuje
hemoglobin, ale také pusobi vyrazné antioxida¢né in vivo. Zabrailuje vzniku Zelezem

stimulovanych radikalii (Gutteridge, 1987).

26



4.1.3 Stanoveni

Haptoglobin stanovime imunochemickymi metodami pomoci zikalovych metod s
monoklonalni ¢i polyklonalni protilditkou. Zname 3 fenotypy haptoglobinu, proto
musime pouzt sety a vysledky interpretovat podle pokynii od vyrobce (Masopust,
1998).

4.2 Hemopexin

Tato plasmaticka bilkovina vykazuje nejvyssi afinitu k hemu. Hlavni funkci
hemopexinu je vazat volny hem, aby nedoslo k tvorbé volnych radikald, které by mohly
dale reagovat sbunécnymi strukturami. NejnebezpecnéjSi je vznik hydroxylového
radikalu ve fosfolipidovych membranéch. Jedna se o nejdilezitési transportni protein
V plasmé pro transport hemu. Na svém povrchu ma specificky receptor, ktery umoziiuje
velice pevnou vazbu (Tolosano and Altruda, 2002). Stanovujeme jej pomoci
imunochemickych metod, naptiklad ELISA (Oh, et al. 2016).

4.2.1 Protein vazajici hem

Tento protein najdeme nejen v buiitkdch krevniho fecisté, ale také v mozkomiSnim
moku. Protein vazajici hem byl objeven na bunikach, jako jsou napfiklad makrofagy,
hepatocyty €i neurony. Ma charakter lipoprotemového receptoru. Hemopexin vyvaze
hem a poté je sdm vazan na specialni receptor, ke kterému ma vysokou afinitu

(Hvidberg, et al. 2005).

Byla provedena studie, pfi niz byl komplex hemopexin-hem oznacen radioaktivnim
izotopem. Takto pfipraveny material byl pfidan ke kultivovanym monocytim.
Vhodnymi zobrazovacimi metodami na principu konfokalni mikroskopie byla
pozorovana interakce mezi timto komplexem a monocyty. Byla zpozorovana podobna
clearence jako u komplexu hemoglobin-haptoglobin. Hemopexin-hem komplex byl
vychytavan diky znaku CD91 na monocytech (Hvidberg, et al. 2005).

4.2.2 Hemopexin a periferni nervova tkan

Hemopexin miize byt tvofen i poSkozenymi nervovymi bunikami, kde napomaha
jejich reparaci. Ve Schwannovych burnikach a fibroblastech nalezneme mRNA ko dujici
tento protein. Vytvofeny hemopexin se kumuluje v extracelularnim prostoru. Byla
provedena studie, pii které byla sledovéna regeneracni schopnost hemopexinu

v nervové tkani. Bylo zisténo, Ze se koncentrace hemopexinu vyrazné zvysuje béhem
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prvnich 2 dni a poté rychle klesa, na rozdil od plasmatického hemopexinu, ktery klesa

postupn¢ (Madore, et al. 1999).

4.3 Ceruloplasmin

Ceruloplasmin je dalsi velice dulezity protein akutni faze (Golenkina, et al. 2017). In
vitro byl zkouman ucinek ceruloplasminu pifi zanétlivé reakci. Bylo zisténo, Ze
polymorfonukleary pii reakci akutni faze adheruji na endotelidlni bunky. Kadhezi
potiebuji molekuly ceruloplasminu. Timto vSak funkce tohoto proteinu nekon¢i. Béhem
interakce polymorfonukleari s endotelem vznikaji velice nebezpené hydroxylové
radikaly, které pfitomny ceruloplasmin redukuje a tim inaktivuje. V buiikdch endotelu
sice najdeme superoxiddismutazu, ale této reakce nebyla prokazana spolutcast.
Polymorfonukleary adheruji na endotelialni buiiky, aby mohly prostoupit blize k zanétu
a pusobit v misté poSkozeni. Adheracni schopnosti ovliviiuji dal$i zanétlivé proteiny

jako je IL-24 a leukotrien B4 (Broadley and Hoover, 1989).

Ceruloplasmin ma strukturu 2a-globulinu (Schosinsky, et al. 1974). Sklada se z 1046
zbytkll aminokyselin, ddle md 4 mista pro navazini oligosacharidovych zbytki.

Celkova molekulova hmotnost ceruloplasminu je 132 kDa (Takahashi, et al. 1984).

4.3.1 Stanoveni

Stanoveni koncentrace a aktivity ceruloplasminu je dilezité pro diagnostiku chorob.
Mezi nejdileztéjsi patiti Wilsonova choroba a Mankestv syndrom. Dale se vyuziva
jako marker akutni faze. Byla vyvinuta jednoduchda a snadno automatizovatelnd metoda

ke stanoveni ceruloplasminu (Schosinsky, et al. 1974).

Diive se pouzivala slozit&jsi metoda, ktera vyzadovala ciSténi substratu. Pro
zjednoduseni a kautomatizaci byla vyvinuta metoda se substratem o-dianisidin
dihydrochloridem. Méfi se aktivita ceruloplasminu po pfidani substratu. Tento substrat
Jjiz nevyzaduje dalsi ciSténi a je dodavéan ve vodném roztoku. V pfitomnosti
ceruloplasminu a kysliku dojde ke vzniku Zlutohnédého produktu. Reakce bézi pii pH S.
Pro zastaveni reakce je nutné roztok okyselit. Produkt zméni barvu v purpurové

cervenou. Roztok métime pii 520 nm (Schoslinsky, et al. 1974).

Dodnes se vyuziva metoda s o-dianisidin dihydrochloridem. Vyuziva se oxida¢ni

schopnosti médi. Tato metoda je mnohem citlivéjsi nez imunochemické metody, proto ji
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pouzivame pro stanoveni ceruloplasminu u Wilsonovy choroby a pii sledovani

ucinnosti lécby (Stepien and Guy, 2017).

4.3.2 Ceruloplas min a téhotenstvi

Enzymaticka aktivita ceruloplasminu odrdzi koncentraci médi v séru pacienta. Déle
se predpoklada, ze neni ovlivnéna hormony ¢i pohlavim. Proto byl ceruloplasmin vyuzit
jako zdkladni analyt u jedné ze studii, kde byly sledovény t¢hotné Zeny a Zeny, které
neuzivaji hormondlni antikoncepci, ale téhotné nejsou. Byl sledovan pomér
médi/aktivité ceruloplasminu. U t€hotnych Zen byla nalezena vys$$i koncentrace médi i
ceruloplasminu. Zavérem bylo feceno, ze béhem téhotenstvi dochdz ke zvysené syntéze
ceruloplasminu tzn. zvySeni sérové koncentrace médi. Postupné se ale snizuje

oxidazova aktivita, ktera znaci postupné vycerpani zasob (Louro, et al.2001).

4.4 Ferritin

Tato bilkovina je tzce spjata s metabolismem Zeleza. Zelezo jako takové je
bezpodminecné dualezité pro organismus, ale pokud je uvolnény v plasmé, muze
zpusobovat tvorbu volnych radikalii. Proto buiiky ziskavaji Zelezo, které je dopravovéno
transportnimi  bilkovinami, nejcastéji transferinem. VeétSina Zeleza vazaného na
transferin je vyuzta pro syntézu hemoglobinu (Ponka, et al. 1998). Mechanismus
ukladani zeleza ve ferritinu ¢i transferinu si vyvinuli vS§echny organismy vcetné€ bakterii
a vysSich rostlin. Z toho vyplyva, ze zelezo ma nezastupitelnou roli ve vSech zvych

organismech (Boyer, 1986).

4.4.1 Molekula ferritinu

Feritin slouZ jako protein nesouci zasobni zelezo (Ponka, et al. 1998). Tato bilkovina
je schopna navéazat az 4500 molekul Fe**. Proteinova slozka je nazyvana apoferritin.
Sklada se z 24 polypeptidovych jednotek, které maji stejnou strukturu. Molekuly zeleza
jsou zde v rozpustném stavu, aby bylo mozné je snadno pouzt (Crichton, 1973).
Molekula feritinu se sklada zpodjednotek lehkych a tézkych (Curtis, et al. 2001).
V molekule jsou kanaly, které vedou z povrchu do centra molekuly. Byly zde objeveny
2 typy kanall. 6 kandli ma na svém vnitinim povrchu hydrofobni zbytky a dalSich 8 je
lemovéno hydrofilnimi zbytky. Predpoklada se, ze uspotadani kanalii ma hlavni funkci

pii ukladani a vylucovani Zeleza (Boyer, 1986).
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4.4.2 Ferooxidazova aktivita

Apoferritin katalyzuje oxidaci Fe** na Fe**. Fe** je poté moimo zabudovat do
molekuly transferinu & ferritinu. Rychlost oxidace zivisi na koncentraci Fe®" a
apoferritinu. Jedna se o prvni reakci v procesu vyvazani volného Zeleza. Inhibitorem

ferooxidazové aktivity apoferritinu je Zn?* (Boyer, 1986).

4.4.3 Regulace koncentrace ferritinu a transferinu

Piijem zeleza bunkou je regulovin zpétnou vazbou na rovni posttranskripcnich
mechanismii pomoci proteini 1 a 2. Pokud je nedostatek Zeleza v bunécnych
strukturach, dochaz k navazani téchto proteini na vhodné ¢asti molekuly mRNA, aby
doslo ktranslaci transferinu. Pokud je situace opacna, tyto proteiny se navazuji na
opatné konce, aby doSlo ksyntéze feritinu, ktery prebyte¢né Zelezo vylouci. Takto
udrzime hladiny Zeleza v idedlni koncentraci pro spravnou funkci organismu (Theil,
1990).

Béhem chronického zanétu dochaz k vzniku anemie zptisobené nedostatkem Zeleza.
Tato komplikace onemocnéni je zpusobena piedev§im zvySenou tvorbou ferritinu.
Ferritin je tvofen na zakladé stimulace cytokiny v jatrech, které jsou béhem chronického

zanétu syntetizovany dlouhodobé (Feelders, et al. 1998).

4.4.4 Vazba zeleza

Volné zelezo zptsobuje reakci s kyslikem vznik volnych radikal, které kaskadovité
poskozuji buiiky. Existuje velké mnozstvi reparacnich procesti zabranujicich této reakci.
Jednou z nich je i ferritin (Theil, 1990). Vratna pfeména zeleza z pevného hydratu oxidu

zeleza zplsobuje moznost napravy reaktivnich forem kysliku a detoxikuje volné Zelezo
(Theil, 2003).

4.5 Hepcidin

Hepcidin je bilkovina, kterd je tvofena u pacientl pii infekénich onemocnénich,
zanétech a dlouhodobém zatizeni Zelezem. Je tvofen v jatrech a vylucovan moci. U vysSe
vyjmenovanych skupin pacientll byl nalezen ve zvySeném mnozstvi v moci. Protein byl
zkouman in vitro a bylo nalezeno, Ze jeho tvorbu stimuluje IL-6, ale IL1 a TNF nikoli,
coZ znamena, ze jej fadime mez druhé reaktanty akutni faze. Byla ziSténa souvislost

mez hepcidinem a anemii, v zniklou béhem zanétlivého onemocnéni (Torti, et al. 2002).
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Hepcidin m4 mnoho funkci. Snizuje vstfebavani Zeleza v tenkém stfevé, ale
upfednostiuje jeho vyuziti po recyklaci z makrofagti. Béhem vyvoje plodu transportuje
zelezo ptes placentu (Torti, et al. 2002). Na bunikach enterocytt, placenty a hepatocyta
nalezneme prenaSe¢ Zeleza tzv. feroporting. Po navazani hepcidinu na tento pienaSec
dochazi kjeho degradaci a tim se zastavuje vyluCovani Zeleza zdané bunky.
Koncentrace hepcidinu je regulovana koncentraci sérového Zeleza a hepcidin reguluje

koncentraci Zeleza v bunice vyvazanim pienasece (Nicolas, et al. 2002).

4.5.1 Recyklace Zeleza
Tento proces probiha béhem regulace plasmatické koncentrace Zeleza. Transferin
transportuje zelezo k bunkam, pieda jim jej a zpét odebere piebytek. Tento piebytek

prenasi do makrofagu, ti jej dale metabolizuji (Ponka, et al. 1998).

4.5.2 Stanoveni
Béhem studie byly pouzty predevSim imunochemické metody. U pacienti byly
stanoveny hodnoty krevniho obrazu v laboratofi a poté byl proveden mocovy hepcidin

test, pomoci protilatky a naslednym blotovanim (Torti, et al. 2002).
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5 BILKOVINY PUSOBICIi PROTI KOLATERALNIMU
POSKOZENI TKANE

Tyto bilkoviny se nazyvaji serpiny a jejich ukolem je regulace imunitni reakce.
Plisobi proti aktivaci komplementu, aktivaci koagulacni kaskddy atd. VSechny tyto
inhibitory vykazuji homologii s a-1 antitrypsinem z 30 %. Tercidri struktura je u vSech
téchto proteinii stejnd. Jednd se o 3 P skladané listy s reaktivni smyckou, kterd
predstavuje pseudosubstrat pro cilové protedzy. Pokud zde dojde k navdzani cilového
proteinu, dojde Kjeho uzavfeni (tzv. ,past na mysi“). Poté je bilkovina rozpoznana
jaternimi receptory a odstranéna zob¢hu. Takto uspofddané molekuly jsou vysoce

nachylné ke zméndm ve struktufe molekuly, bodovym mutacim, popfipad¢ vlozeni

smycky zjiného typu serpinu (Lomas, et al. 2002).

Serpiny jsou soucasti imunity vSech savci. Jejich nejdileztéjsi vlastnosti je
schopnost vyvazovat volné protézy a tim ochranovat organismus pfed posSkozenim
tkani. Protedzy béhem zanétu zvySuji virulenci. Protedzy vytvofené organismem
samotnym ¢1i parazitem zpusobuji silna poskozeni tkani, proto je nutné jejich ptisobeni

regulovat (Armstrong and Quigley, 1999).

5.1 a-1 antitrypsin

Nejdileztéjsi funkei a-1 antitrypsinu je ochrana plic pfed pisobenim neutrofilni
elastdzy. Tento protein je tvofen v jatrech, ale misto hlavniho pasobeni jsou plice
(Stoller and Aboussouan, 2005). Vice nez 20 alel pfispiva k polymorfismu této
proteazy. VétSina alel udrzuje normalni koncentraci a-1 antitrypsinu v plazmé. Alela
PIZ vsak zptisobuje snizenou pohyblivost pfi elektroforéze a snizenou koncentraci a-1
antitrypsinu v séru. Substituce aminokyseliny v fetézci, nedostatek kyseliny sialové ¢i
zména struktury polysacharidového fetézce zplsobuje atypickou mobilitu

v elektroforetickém gelu (Jeppsson, 1976).

5.1.1 Vrozeny deficit a-1 antitrypsinu

Jedna se o velice vzacné onemocnéni, zpisobené poSkozenim genetické informace.
Pii tomto onemocnéni dochazi k poskozeni, které mize vyustit az v rozedmu plic.
Onemocnéni se charakterizuje jako chronické obstrukéni onemocnéni plic. NemocC

prechazi dale v chronické onemocnénti jater. Historicky bylo prvni stanoveni diagn6zy r.
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1854. Vzorek byl zkouman elektroforeticky a byla zaznamenana absence prouzku

v zon¢ a1 sérovych proteint (Stoller and Aboussouan, 2005).

5.1.2 Clearence a-1 antitrypsinu

Stanoveni vylucované bilkoviny se provadi podénim znacenych molekul a poté
sledovanim jejich ubytku v organismu a piitomnosti v moci ¢i stolici. Byla objevena
snadn¢j$i a levné&j$i metoda, kterd vyuziva fekalni clearence a-1 antitrypsinu. Ve
vykalech a v krvi se radidlni imunodifizi méti koncentrace této bilkoviny. Nakonec se
provadi ptepocet a vysledek je uveden jako clearence. Bylo provedeno srovnani metody
clearence a metody, kde byly plasmatické bilkoviny znaeny izotopem >'Cr. Byla
zjisténa vyznamna korelace mezi témito dvéma metodami. Zaveér srovnani metod byl, ze
provedeni clearence je vyznamné levnéjSi a jednodusi metodou monitorovani ztrat

proteint vylucovacim systémem (Florent, et al. 1981).

5.1.3 Glykosylace a-1 antitrypsinu

Glykosylaci proteini ziskame stabilné€j$iobtizn€ lyzovatelné a méné reaktivni sérové
proteiny. Pro mnohé bilkoviny vyhodna uprava molekuly je pro nhibitory protedz
nevhodnd. Bylo zisténo, Ze po glykosylaci téchto molekul ztraci svou biologickou
aktivitu. Nestabilita molekuly je nezbytné pro jeji spravnou funkei. Glykosylace a-1
antitrypsinu na tfech mistech této molekuly ji pIné stabilizuje. Tato molekula ztraci

ochrannou funkci v séru (Sarkar and Wintrode, 2011).

5.2 a-1 antichymotrypsin

Jedna se o specifickou antiproteazu. Repara¢ni proces je zatim neznamy. Ale byl
prokdzan znacny antiapopticky efekt, stejné jako u celé fady dalsi inhibitorh proteaz.
Tyto molekuly ochranuji buiiky hladkého svalstva a cév pied nastupem apoptozy (Ikari,
et al. 2001). Granulocyty vykazuji podobnou aktivitu jako chymotrypsin. a-1
antichymotrypsin vykazoval vysokou afinitu vi¢i proteinim granulocyti. Vznikly
komplex proteinu a ol-antichymotrypsinu migruje v agarbzovém gelu jako molekula
globulinu (Ohlsson and Akesson, 1976).

5.2.1 Chronicka obstruk¢ni plicni nemoc
Mutace genu, kodujiciho potadi aminokyselin v bilkoviné al-antichymotrypsin vede
konemocnéni zvanému chronicka obstrukéni plicni nemoc. Jedna se o postupné

poskozovani plic, které miize vést v krajnich ptipadech az ke smrti. Toto onemocnéni
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zpusobuje vySe zminéna mutace, ale také velky podil na onemocnéni ma koufeni
cigaret. Antichymotrypsin (typ IX) vaz katepsin G zzirnych bunék IX-
antichymotrypsin produkuji jatra a plicni makrofagy. Deficit tohoto ochranného
proteinu ma za nasledek proteolytické poSkozeni plic, s naslednou ztratou elasticity a

snizenim kapacity plic (Sandford, et al. 1998).

5.2.2 Alzheimerova choroba

Jednéd se o chronické onemocnéni, které¢ je zplisobeno usazovéanim amyloida
v mozku, vcetné¢ a-1 antichymotrypsinu. Béhem studie bylo prokdzano, ze a-1
antichymotrypsin podporuje usazovani plaki na astrocytech. Tyto usazeniny poté

zpusobuji chronické zanétlivé onemocnéni (Yamin, et al. 1999).

5.3 a-1 kysely glykoprotein

Jedna se o bézny sérovy protein, ktery nalezneme v séru v pfiblizné koncentraci 650
ng/ml. Lze jej povazovat za reaktant akutni faze, protoZe jeho koncentrace se zvySuje
béhem zanétu i rakovinného bujeni az 5x. Jedna se o glykoprotein, na jehoz fetézci
nalezneme vysoce polami kyselinu sialovou, ktera je dulezitd pro funkei tohoto
glykoproteinu. Bylo ziSténo, Ze pusobi jako inhibitory reaktivity lymfocytd, jiz pfi
blastogenezi. Dale inhibuji agregaci desticek vyvolanou ADP a adrenalinem. Bylo

zjiSténo, Ze b&hem chronickych onemocnéni dochazi k absenci kyseliny sialové

v molekule kyselého glykoproteinu (Costello, et al. 1979).

V jedné studii byla snaha popsat mechanismus, jakym dojde k aktivaci transkripce
kyselého glykoproteinu. Zjistili, Ze cytokiny a glikokortikoidy jsou schopny aktivovat
tuto transkripci. Bylo zisténo, ze nuklearni faktor pro IL-6, ktery je transkrip¢nim
faktorem pro IL-6, nejsilnéji podporuje tvorbu kyselého glykoproteinu. Dale byl
pozorovan mechanismus, kdyZ reakci dvou proteinti byla spusSténa transkripce kyselého
glykoproteinu. Kysely glykoprotein kddovany DNA na svém 5" konci nese misto, které
je citlivé k signalu od cytokinii a poéne transkripce kyselého glykoproteinu (Nishio, et
al. 1993).

5.4 a-2 makroglobulin
a-2 makroglobulin inhibuje vsém pam-protedzu, jejiz vysokd koncentrace
zpusobuje Alzheimerovu chorobu. Udrzovani stalé koncentrace pam-proteazy se

provadi pomoci clearence a degradace. Tento makroglobulin je kdédovan genem A2M.
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Jeho delece zptisobuje zvysené riziko pro vznik Alzheimerovy choroby. Tato mutace se
dale deédiv potomstvu (Tanzi, et al. 1998). a-2 makroglobulin je Sirokospektra bilkovina
vazajici proteazy. Tyto protedzy vyvazuje z télnich tekutin. Ty jsou déle pieneseny do

lyzozomi degradujicich bun¢k (Armstrong and Quigley, 1999).

Receptorem zprostfedkovana endocytdéza a-2 makroglobulinu mize byt inhibovana
pomoci mnoha chemickych slou€enin, které inhibuji transglutaminazu. Dale bylo
zjisténo, Ze receptor pro zesiténi je dulezitym faktorem pro endocytdozu (Davies, et al.
1980). Receptor pro a-2 makroglobulin je charakteru lipoproteinu o nizké hustote.
Vazbou na tento receptor dojde k vyvazani komplexu a-2 makroglobulin—proteinaza
zplazmy. Dale existuji dvé cesty degradace tohoto komplexu. Prvni moznosti je
degradace ligandi v jatrech. Dal$i moznosti je schopnost degradovat ligandy tohoto

serpinu piimo v nékterych organech jako je naptiklad mozek (Moestrup, et al. 1992).

5.5 Inhibitor C1

Inhibitor C1 je jedinym znamym inhibitorem slozky komplementu C1. Dale byla
zkoumana ochrannd funkce timto proteinem a bylo ziSténo, Ze po mozkové piithodé
inhibitor C1 esteraza velice rychle zptisobuje népravu ischemickych bunék mozku a tim

snizuje poskozeni (De Simoni, et al. 2003).

Inhibitory ClI, Clr a Clq jsou komplexem inhibitori ptasobici proti aktivaci
komplementové kaskady. Inhibitor C1 mize inhibovat MBL ¢i MASP 1-3. Pro své
Siroké vyuZiti byl od roku 1970 pouzvén ¢iStény mnhibitor C1 jako lé¢ivo u pacienti
S vrozenym angioedémem. Jeho Sir$i uzti pfi 1é¢beé zanéti, akutnich infarktd myokardu
a dalSich se zda byt neusp&né, z divodu potieby vysoké davky tohoto proteinu. Déle
bylo zjisténo, ze v piitomnosti heparinu ma vyssi uéinnost. Nejuéinnéjsi je vSak dextran
sulfat. Dextransulfat zvySuje Gi¢innost inhibitoru C1 in vivo az 60krat. AvSak komplex

dextransulfat-inhibitor C1 jsou velice brzy vylouceny (Bos, 2002).

5.5.1 Struktura

Jedné se o bilkovinu skladajici se ze 478 aminokyselin. Molekula je dale silné
glykosylovana az z 30 % (hmotnostnich). Na N konci je N terminalni struktura, jejiz
funkce nebyla zatim zcela objasnéna. Dale v molekule najdeme dva disulfidicke
mustky. Mezi determinantami N a C. N determinanta pravdépodobné hraje roli

v clearenci inhibitoru CI1. Dale se v této oblasti naléza nejvic glykosylacnich molekul.
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Inhibi¢ni kapacita mize byt rozSifena pomoci glykosaminoglykanti. Ale neni znamo,

zda ktomu dochazi v N determinant¢ (Bos, 2002).

5.5.2 Inhibi¢ni kapacita

Kapacita je dana schopnosti vyvazat protedzy podle principu typického pro serpiny.
Vazba vyZzaduje spravnou polohu reaktivni smycky a vhodnou asocia¢ni konstantu,
ktera udava miru zivaznosti proteazy. Protedza musi byt vlozena velice rychle do
smycky centralntho B listu. Dochézi krychlému dokonceni zafixovani molekuly
pomoci hydrolyzace argininu v poloze 444. Udrzeni protedzy je urceno disociacni
konstantou. Proteaza, kterd ma vysokou konstantu udéavajici miru zavaznosti a vysokou

disocia¢ni konstantu, je vhodna k vyuziti jako substrat (Bos, 2002).

5.5.3 Deficit inhibitoru C1

Deficit inhibitoru C1 je charakteristicky opakovanym angioedémem. Jedna se o
dédicné onemocnéni. Dochazi ksyntéze poSkozeného inhibitoru ¢i poSkozeni
transkripce tohoto proteinu. Klinickym obrazem je nizka sérova koncentrace inhibitoru
C1 ¢i snizena funkce a nizka koncentrace inhiitoru C4. Tyto deficity mohou zptisobit

az fatalni otok hrtanu. Akutn¢ lze podat davku inhibitoru C1 (Gompels, et al. 2005).

Poprvé byl v roce 2000 popsan angioedém, ktery nebyl zpisoben deficitem
inhibitoru C1. Jedna se o nové dédicné onemocnéni. Angioedém pii normalni
koncentraci inhibitoru C1 je dale zkouman a hleda se pfiina tohoto onemocnéni

(Zuraw, et al. 2012).

5.5.4 Mutace

Jsou mozné 3 typy mutaci, které jsou rozdélené do ttid. Prvni tfida zahrnuje takové
molekuly, jez vedou ke zméné€ expozicniho mista. Do druhé tiidy patii molekuly, které
maji chybné uloZené reaktivni misto. Tyto molekuly mohou slouZit pouze jako substrat.

Treti tfida zahmuje latentni molekuly, které vazi smyckou sebe ¢i jiné molekuly (Bos,

2002).

5.6 Antitrombin

Antitrombin lze zafadit mezi markery zanétu proto, ze zanét a koagulace jsou velmi
uzce spjaty. Zanétem indukovand koagulace ma pusobit proti mikrobidlnimu agens.

Ptehnana koagula¢ni reakce miize vést ke vzniku trombu a rozvinuti trombotickych
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stavii. Velice komplikovanym piipadem je vznik trombdzy na aterosklerotickém plaku,
ktery je sdm o sobé chronickym zanétlivym loZiskem. Antikoagula¢niproteiny, které by
se navazaly na mononuklearni ¢i endotelové buiikky ty mohou spustit tvorbu cytokint
(Robson, et al. 1990). Bylo zjisténo na mys$ich modelech, Ze od$tépeny antitrombin ma

macné protinadorové Gcinky diky inhibici vzniku cév v nadoru (Lee, et al. 1998).

Heparin je aktivatorem antitrombinu. Oba jsou zisadnimi reguldtory koagulace.
Heparin indukuje konforma¢ni zmény ve struktufe antitrombinu, tim jej aktivuje.
Aktivovany antitrombin je schopny vyvazat aktivovany faktor X, za vzniku komplexu
(Olson, 2002). Deficit antitrombinu a dalSich antikoagula¢nich faktori zptsobuje
trombofilni stavy. Pfredev§im béhem tehotenstvi, porodu a Sestined¢€li je riziko vzniku

tromb6z vysoké (Montagud, et al. 1993).

5.6.1 Struktura
Molekula antitrombinu ma charakter dimeru, kdy jedna molekula antitrombinu je
aktivni a druh4 je latentni. Latentni molekula mé aktivni smycky zaclenény na konci 3

lista (Carrell, et al. 1994).

5.6.2 Funkce antitrombinu

Heparin nalezneme nejen na endotelu cév, ale lze jej uzivat jako 1écebny prostiedek
pfi trombofilnich stavech. Jedna se o sulfatovy polysacharid. Heparin se vaze na
antitrombin, ¢imz 300krat zvysi jeho inhibicni aktivitu. ProtoZe navazanim heparinu
dojde ke konformaénim zméndm na antitrombinu a zvyS$i afinitu vici faktoru X.
antitrombin, stejné jako vSechny serpiny ma reaktivni smycku, kterd bez aktivace
heparinem slouZ jako substrat pro ostatni protedzy. Stépenim antitrombinu proteazou
dojde k ptesunuti smycky do centra 3 listu. Tato konformace je latentni (Thunberg, et
al. 1982). Heparin $tépi karboxylové konce na smycce antitrombinu (Lee, et al. 1998).

5.7 Inhibitor aktivatoru plazminogenu 1

Tento protein je hlavnim inhibitorem bilkoviny aktivujici plazminogen. Aktivni
forma spontann¢ ptechazi v latentni. Dale je znadma také forma substratu, ktery je Stépen
enzymy, ale netvoii stabilni komplexy. Uginkuje nejen na hemostazu, ale v mnoha
jinych procesech, které jsou zavislé na aktivaci plazminogenu ¢i plazminu (Lijnen,
2005). Dale napomaha remodelaci tkani, které prochaz hojicim procesem a zaroven

reguluje rozpad krevni srazeniny (Sharp, et al. 1999).
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Organismus ma schopnost rozpouStét srazeninu. V plasmé koluje neaktivni
proenzym plazminogen, ktery je aktivovan na plazmin. Plazmin je aktivni forma
schopna rozpoustét fibrinové vldkno za vzniku fibrin degradacnich produkti. Inhibitor
aktivatoru plazminogenu je dilezity regulator tohoto mechanismu (Lijnen, 2005). Tento

inhibitor pisobi na tkafiovy iurokinazovy plazminogen (Sharp, et al. 1999).

Poruchy fibrinolytickych funkci organismi jsou spojené piedevSim s vysokou
koncentraci inhibitoru. Tyto stavy nalézame bézné u pacienti s trombotickou chorobou.

Regulace koncentrace inhibitoru neni dodnes zcela ziejma (Lijnen, 2005).

Trvale zvySena koncentrace inhibitoru vede ke zvySenému riziku vzniku infarktu
myokardu. Dale vede ke vzniku aterosklerotickych plati v tepnach. Podanim inhibitoru
aktivatoru angiotenzin konvertujiciho enzymu dochaz ke sniZzeni rizika névratu infarktu

(Vaughan, et al. 1995).

5.7.1 Vliv na nadorové one mocnéni

Tento serpin mad také nezastupitelnou ulohu pii adhezivnich vlastnostech bun¢k,
které prochéz prestavbou pfi nadorovém bujeni a pii zabudovani metastdz. Pisobi jako
podpumy protein pro tvorbu nadori. Tato funkce je spjata s vitronektinem. Jedna se o
adhezivni glykoprotein. Aktivovany inhibitor je metastabilni a spontanné pfechaz do
latentni konformace. ZvysSena koncentrace inhibitoru odpovida pfitomnosti metastaz.
Dochdzi ksoutézi o vazebné misto mezi urokindzovym plazminogenem
s vitronektinem. Béhem pokusu s myS$mi byl odstranén z genetického kodu gen kodujici
tento inhiitor a tim doslo k inhibici rozifovani nadoru a vzniku cévniho zisobeni

(Sharp, et al. 1999).

5.7.2 Struktura

Celkova struktura tohoto inhibitoru je totozna s ostatnimi serpiny. f skladany list se
smyckou je umistén na jednom konci protdhlé molekuly. Pfi Stépeni molekuly ¢i pti
tvorb¢ jeji latentni struktury dochazi k neCekanym zménam konformace (Nar, et al.

2000).
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6 MEDIATORY ZANETLIVE REAKCE

6.1 Resolvin

Resolvin jsou specialni mediatory akutniho zanétu. Molekula ma charakter lipidu
(Ohira, et al. 2010). Resolvin El1 (RvE1) je specialni molekula odvozena od omega-3
kyseliny eikosapentaenové. RvE] plisobi jako protizanétlivy medidtor. Vznika béhem
rozliSovani faze zanétu. Jejich funkce spociva predev§im v regulaci migrace
granulocyti mezi endotelialnimi bunkami (Albert, et al. 2002). Tato molekula zlepSuje
fagocytozu apoptickych neutrofili (Ohira, et al. 2010).

6.1.1 Zpisob interakce

Byla objevena signélni draha, kterd zpiisobuje interakci granulocytu s mediatorem.
Poc¢ina reakci RVEI se specifickym receptorem ChemR23. Po navazani dochaz
kstimulované fosforylaci, na niz je vazba mez receptorem a medidtorem zavisla.
Cilovym proteinem je transla¢ni regulator S6. Béhem fosforylace, miize dojit k inhibici

fosforylace a tim naruSeni interakce (Ohira, et al. 2010).

6.2 Leukotrieny

Leukotrieny jsou molekuly odvozené od kyseliny arachidonové, ze které vznikaji
cyklooxygenaci. Pokud je metabolizovana pomoci lipoxygenazy, vznikaji mono-, di- a
trihydroxyeikosatetraenoické kyseliny (HETES). HETES jsou velice dualezité pro
chemotaktické a chemokinetické vlastnosti leukocytl zvlasté neutrofili a eoznofila.
Studie prokazala, Ze agregace leukocyti a jejich aktivace neni zptisobena mono -hetes
ale molekulou leukotrienu B (Ford-Hutchinson, et al. 1980). Leukotrieny byly poprvé
nalezeny v leukocytech, proto je jejich ndzev odvozen od leukocyti. ZvySuji adhez

leukocytt k endotelu a aktivuji je. Pisobib&hem akutniho zanétu (Samuelsson, 1983).

Poddnim protizanétlivych nesteroidnich 1é¢iv je mozné zastavit jejich syntézu a
biologickou aktivitu. Receptorem pro tyto molekuly je receptor G-protein. Zde se
uplatni regulaéni schopnosti organismu, protoZze na tento protein mohou pulsobit
antagonisté (Weggen, et al. 2001). Adrenalin noradrenalin a dopamin zabranuji
vylu€ovani leukorient, ale naopak podporuji vylu€ovani prostaglandinu. Katecholaminy
jsou kofaktory antioxidantli, které zpusobuji redukeci oxidovanych molekul, pfedev§im
Zeleza, a tim zabranuji anafylaxi tkani, dale snizuji pomér leukotrien/prostaglandin

(Parantainen, et al. 1990).
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6.2.1 Leukotrien B4

Jedna se o prozanétlivy mediator, ktery je sytetizovany v myeloidnich butikach. Jeho
syntéza je katalyzovéna enzymy S-lipoxygenazou a leukotrien Ad4-hydrolazou.
Leukotrien B4 indukuje aktivaci neutrofilii,, monocytl a eozinofili. Dal§im krokem je
tvorba prozanétlivych faktorti a cytokind, ktefi maji za ukol prodlouzt zanétlivou
reakci. Na membrané myeloidni buiiky je receptor 5-lipoxygendaza aktivujici protein.

Tento je kofaktorem vySe zminénému enzymu (Crooks and Stockley, 1998).

6.3 Prostaglandiny

Prostalandiny jsou chemicky eikosanoidy, které jsou tvofeny zkyseliny
arachidonové pomoci prostaglandin H syntetazy (PGHS). Spolu stromboxany jsou
odpovédné za modulaci tonu cév. PGHS je specificky enzym, ktery ovliviiuje rychlost
syntézy prostaglandini a tromboxanu. Pokud dojde kvazokonstrikci simulované
prekurzorem tromboxanu, tento déj neni zavisly na PGHS. Ktomuto dochaz pfi
patologickych stavech v mozku ¢i plicich. Mechanismus pisobeni PGHS je velmi
dilezity pro pouzti protizanétlivych 1éCiv. Nesteroidni protizinétliva 1é¢iva naptiklad
aspirin ¢i ibuprofen ptisobipraveé natento déj (Smith, et al. 2000).

Prostaglandiny pisobi v cévach predevsim vasodilatacné. Nejvice jej nalezneme na
endotelu cév. Po stimulaci IL-1 dochéaz k simulaci endotelidlnich bunék pupecnikové
zily ktvorbé prostaglandin (Camacho and Vila, 2000). Pokud dochaz k vystaveni
organismu napfiklad oxida¢nimu stresu ¢i jiné patologii dochaz k poSkozeni syntézy
prostaglandinti. Nyni musi dojit k PGHS-dependentni vasodilataci (Chataigneau, et al.
1999).

6.3.1 Syntéza prostaglandini

Nejprve musi byt uvolnén arachodinit zfosfolipidové membrany pomoci
fosfolipdzy. Na arachidonat pisobi PGHS. Pfipojenim O, pomoci PGHS vznika
prostaglandin G;. Nyni plsobenim enzymu peroxidazy vznika PGHS-2. Dalsimi
upravami napiiklad isomeraci vznikd metabolicky aktivni prostacyklin ¢i tromboxan.
Enzym PGHS je systematicky zafazen jako prostaglandin endoperoxid syntdza. M4 3
isoenzymy oznacené potadovym cislem PGSH 1, 2, 3. Tento krok urcuje rychlost

samotné syntézy prostaglandini. (Smith, et al. 2000).
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6.3.2 Prostaglandin D
Tento medidtor ze skupiny prostaglandinli je odpovédny za vyvolani spanku a

regulace zmén vnimani bolesti béhem zanétu (Urade and Hayaishi, 2000).

6.4 Tromboxany

Nejenom desticky, ale také endotelidlni bunky produkuji tromboxany, které
zpusobuji vasokonstrikci cév (Liou, 2000). Vzikaji vySe popsanym zpusobem
Z kyseliny arachidonové (Smith, et al. 2000). Aby vsak doSlo ktvorbé tromboxanu,
musi byt vyrazné sniZzena tvorba prostacyklini (Camacho and Vila, 2000). Struktura
kruhového prostaglandinu endoperoxidu sama o sob¢ nestaci jako substrat pro vznik
tromboxanu, zalezi dale na nasyceni uhlikovych fetézcti, aby mohlo dojit k enzymatické
reakci. Pokud jsou vhodné podminky, plsobi na molekulu tromboxan syntetdza.
Vznikaji molekuly tromboxanu A2 a A3. Tromboxan Al a jeho endoperoxidy takto
syntetizovan neni. Tromboxany plisobi silné vazokonstrikéné a napomahaji agregaci
desticek. K agregaci mize dojit ale i bez pasobeni tromboxanu (Needleman, et al.
1976).

6.5 Nekrotické buriky jako induktor zanétu

Buiiky, u kterych byla smrt vyvoldna nekrdézou, vylucuji do svého okoli protemn,
ktery se za fyziologickych podminek nachaz v jadfe. Jedna se o vysoce mobilni protein
skupiny 1 (HGMB1). Tato bilkovinaslouz v jadie ke stavb¢ histonti. Behem nekrozy je
vyloucena do okoli buiikky. Imunitni systém ji rozpoznava jako neziddouci a spousti
kaskadu imunitnich reakci. Aktivace imunitniho systému nenastava v piipad¢, ze dojde

k apoptoze. Tato programovana smrt buniky je doprovazena autolyzou, a proto nedojde

k vylu¢ovani kompletnich bilkovin do okoli (Scaffidi, et al. 2002).
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7 BUNECNE SENZORY
7.1 NAD"-dependentni senzor SIRT1

Béhem akutniho systematického zanétu jsou bunky pfeprogramovéany. Nejprve
mizeme zaznamenat vysokou produkci ATP a zvysSuje se NADH. Toto je zpiisobeno
glykolyzou. Poté dochéz ke snizovani hmotnosti mitochondrii a ndhlému ubytku ATP.
Dochadzi ke zméné poméru ATP/AMP a NAD'/NADH. Nastava fize Gtlumu a
pfeprogramovani tloh v buiice. Snizuje se glykolyza, fosforylace a buiika se dostava do
faze klidu. Popisovany mechanismus nalezneme V hepatocytech, makrofazich a
buiikdch kostemiho svalstva. Redoxni zmény, zplsobené utlumem bunék byly
pozorovany na buiikich kosterntho svalstva my$i. Zde byl nalezen senzor NAD'-
dependentni senzor Redox SIRT1. Senzor SIRT1 pochdz ze skupiny senzorii SIRT,
prvni senzor byl pozorovéan u kvasinek a oznacen jako SIRT2, ktery je oznacovan jako
NAD" senztivni deacetylaza. Jeho funkce je tvofit heterochromatin. Lidsky SIRT1 je
velice podobny senzoru SIRT2, ale mad jiné funkce. Tento senzor koordinuje
epigenetické posuny béhem akutniho zanétu a reguluje zanét na epigenetické urovni.
Déle ovlivituje aktivaci komplementu a interleukini. NAD" je hybnou silou pro NAD"-
dependentni senzor SIRT1. Skupina senzord SIRT je odpovédna za metabolické a
protizanétlivé ucinky v zavislosti zmén NAD" (McCall, et al. 2011).

7.2 Receptor P2X7

Tento receptor najdeme na membranach bunék piedev§im imunitntho systému,
makrofazich ¢i myeloidnich bunék. Tento receptor je aktivovan pfitomnosti
extracelularniho ATP. Po jeho aktivaci dochaz ke zpracovani sekretovanych cytokint a
pii reakci akutni faze (Wiley, et al. 2011). Byla prokazana souvislost mezi aktivovanym
receptorem P2X7 a chronickymi bolestmi. Na tento receptor se soustfedi nova

analgetika, ktera pusobi antagonisticky (Karasawa and Kawate, 2016).

7.3 Rozpustné cytokinové receptory

Tyto receptory jsou velice dulezité kregulaci pribé¢hu zanétu. Brani pfedevs$im
nadmérné imunitni odpovéd. Pro kazdy cytokin je znam specificky receptor, jehoz
pfitomnost na membrané bunck zplsobuje zesileni ¢i zeslabeni jeho tcinki. Napiiklad

IL-6 ma specificky receptor s IL-6R, je syntetizovan dvéma moznymi cestami:
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proteolytickym $tépenim na membrané navazaného proreceptoru IL-6R, nebo mize byt

syntetizovan pomoci sesttihu anaslednou syntézou IL z mRNA (Levine, 2004).
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8 ZAVER

V této bakalarské praci jsem se zabyvala zanétem. Zanét lze rozdé€lit podle mnoha
hledisek. Z ¢asového hlediska na akutni a chronicky, dle ptivodce onemocnéni na
virovy, bakteridlni ¢i mykozni. nakonec také zanét autoimunitni, ktery je v dnesni dob¢

velmi zkouman. Déle l1ze zanét rozd¢lit, podle mista ¢i organu, ktery je zasazen atd.

Mez hlavni zanétlivé markery patii reaktanty akutni faze, jejichz koncentrace se
zvySuje na zaCatku onemocnéni. Podle koncentraci nékterych z nich lze jiz na pocatku
usoudit, zda se jedna o zanét bakteridlniho ¢i virového charakteru. Dale sem patii
protilatky, které béhem pribéhu zinétu meéni své sloZzeni, a tak pomoci nich lze
monitorovat prib¢h. DalSimi dulezitymi bilkovinami jsou transportéry volného
hemoglobinu, Zzeleza a médi. Pokud by totiz tyto bilkoviny v organismu chybély nastal
by oxida¢ni stres, ktery pribéh onemocnéni vyrazn¢ komplikuje. Velice dileztou
sloZzkou imunity jsou sempiny, které vyvazuji volné proteazy a zabranuji celkovému
poskozeni tkani. oproti témto proteinim plisobi tzv. medidtory zanétlivé reakce, které
naopak zvySuji reaktivitu molekul a snaz se co nejvice bojovat s patogenem. Jejich
reakce musi byt umirnéna témito serpiny. Na konci jsem svou praci doplhila nékolika
zajimavymi bunénymi receptory.

Zanétliva reakce je komplexni déj, zasahuji do mnoha védnich obord. Tato prace
mize byt tvodem do této problematiky. Probihajici vyzkum zanétlivych molekul

pfispiva k lepSimu pochopeni souvislosti a k efektivnéjsi 1écbée.
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