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ANOTACE

Tato bakalarskd prace shrnuje informace o ucincich zafeni na proteiny souvisejici
s metabolismem kyseliny hyaluronové. Je popsana zdkladni struktura kyseliny hyaluronové,
jeji vlastnosti a vyuziti, dale také metabolismus zahrnujici enzymy a proteiny potiebné k jeji
syntéze a degradaci. V posledni kapitole jsou vysvétleny ucinky ionizujiciho zatfeni na kyselinu

hyaluronovou a s ni souvisejici proteiny.
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CD44.

EXPRESSION OF HYALURONIC ACID METABOLSM PROTEINS
AFTER IRRADIATION

ANNOTATION

This bachelor thesis summarizes information on the effects of radiation on proteins related to
hyaluronic acid metabolism. It describes the basic structure of hyaluronic acid, its properties
and uses, as well as the metabolism involving enzymes and proteins required for its synthesis
and degradation. The last chapter explains the effects of ionizing radiation on hyaluronic acid

and its related proteins.
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UVoD

Kyselina hyaluronova (HA) patfi mezi glykosaminoglykany neboli linearni nevétvené
polysacharidy, které jsou strukturni soucasti extraceluldrni matrix. Byla objevena v roce 1934
ve sklivei skotu Karlem Mayerem a Johnem Palmerem. Vyskytuje se ve vSech zivych
organismech, zejména v pojivovych tkdnich a mé Siroké biologické vyuziti zahrnujici naptiklad
klicovou roli v procesu hojeni ran v metabolismu Skary. HA vznika pfirozené¢ tfemi sav¢imi
enzymy, které nesou nazev hyaluronansyntazy (HAS1, HAS2, HAS3) a naopak je odbourdvéana
tremi enzymy, kterymi jsou hyaluronidazy (HYAL-1, HYAL-2, HYAL-3). Hyaladheriny jsou
proteiny, které na sebe vazi hyaluronovou kyselinu. Mezi hyaladheriny patii protein
s diferenciaéni skupinou 44 (CD44), ktery ptedstavuje hlavni receptor pro kyselinu
hyaluronovou, dale také glialni protein vazajici hyaluronat (GHAP), protein genu stimulovany
faktorem nekrotizujici nadory (TSG6), endotelidlni hyaluronanovy receptor lymfatickych cév
1 (LYVE-1), receptor pro motilitu zprostfedkovanou hyaluronanem (RHAMM),
hyaluronanovy receptor pro endocytézu (HARE), protein indukujici bunéfnou migraci a
vazajici hyaluronan (CEMIP), molekula buné¢né adheze 1 (ICAM-1) a v neposledni fadé Toll-
like receptory (TLR2, TLR4), neboli ,receptory podobné genu Toll“, které¢ slouzi
z rozpoznavani a zahajeni vrozené imunitni odpovédi.

Ionizujici zateni lze definovat jako tok fotonl elektromagnetického zéafeni, nebo hmotnych
castic, které mohou ionizovat atomy prostiedi, ve kterém se nachdzeji. S Ionizujicim zarenim
se setkdvame cely zivot, jeho expozice je ptirodniho piivodu, ale vyuziti naléza i v 1€karském
odvétvi, kdy se pouziva k terapii a 1€cbé, a to souvisi pravé i s kyselinou hyaluronovou.
Nicméné mezi biologické UCinky ionizujiciho zéfeni patii také poskozeni DNA, nebo
chromozomt, coz miize vést ke zvySenému riziku rozvoje rakoviny. Spojenim kyseliny
hyaluronové a ionizujiciho zafeni dochdzi k ionizaci atomd HA, a to muze vést ke zménam
jejich vlastnosti, jako je viskozita, molekulova hmotnost, degradaci a dalSim.

V této praci se budu vprvni fadé¢ vénovat kyselin¢ hyaluronové, jejim vlastnostem,
metabolismu a souvisejicim proteinim a v druhé fad¢ se zaméfim na ionizujici zafeni a jeho

ucinky na kyselinu hyaluronovou a proteiny souvisejici s jeji metabolismem.



CIL PRACE

Cilem této prace je shrnuti a popsani struktury a metabolismu kyseliny hyaluronové a s ni
souvisejicich proteinli a nasledné zhodnoceni ucinkidl ionizujiciho zafeni na kyselinu
hyaluronovou a tyto proteiny. Vysledkem této prace je kompletni pfehled sumarizujici u¢inky

zafeni na kyselinu hyaluronovou a jednotlivé proteiny.
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1. GLYKOSAMINOGLYKANY

Glykosaminoglykany (GAGs) neboli mukopolysacharidy jsou negativné nabité, nevétvené a
linedrni polysacharidy, které se skladaji z derivatt uronovych kyselin (kyselina glukuronova a
galakturonova) a hexosaminovych zbytki (glukosamin nebo galaktosamin). Mezi GAGs se fadi
hyaluronova kyselina, chondroitin-4-sulfat, chondroitin-6-sulfat, dermatansulfat, keratansulfat
a heparin, jejichz chemicka struktura je zndzornéna na obrazku ¢. 1 [1, 2]. Tvofi obsahlou
strukturni slozku extracelularni matrix (ECM) spolu s proteoglykany a kolagenovymi vladkny
[3]. Jsou dilezitou soucasti mezibunécné signalizace, kterd moduluje né€kolik biochemickych
procesti, mezi které patii naptiklad regulace bunécného rastu, podpora adheze, hojeni ran,
migrace, diferenciace, ¢i proliferace. GAGs hraji roli také pfi angiogenezi, imunitnich reakcich,
vyvoji folikuld, hemostazy krve a pfi patologickych ulohach rtiznych onemocnéni, které
zahrnuji vrozené, ¢i infekéni choroby, neplodnost a rakovinu. Jsou vyuzivané k 1é€bé nemoci,
¢i se predepisuji jako terapeutika [4, 5, 6]. Pokud jsou mukopolysacharidy spojené s molekulou
proteinu, oznacuji se jako proteoglykany. Jako prvek zékladni substance jsou spojené se
strukturnimi elementy tkani, kterymi jsou kosti, kolagen a elastin. Diky velkému mnozstvi
hydroxylovych skupin a negativné nabitych naboji jsou GAGs schopné vazat mnoho molekul
vody a vypliovat tak velky prostor, coz umoziuje jejich ptisobeni jako mazivo, ¢i vyplné pro

jiné struktury.

CH OH
2 o
(e]
OH H i AN
NHCOCH 3 NHCOCH 3
D-glukuronat N-acetyl—D glukosamin L-iduronat
hyaluronat dermatansulfat
CH ZOH CH,OH CH,0S03
o] o)
0,50 A
OH OH M O\
NHCOCH 5 H NHCOCH 3
D-glukuronat N-acetyl-D-gaIaktosamm-&t -sulfat D-galaktosa N-acetyl-D-glukosamin-6-sulfat
chondroitin-4-sulfat keratansulfat
CH 20803 COoOo~ CH,0S0;
O _H H o)
H H ! H
OH OH H OH H
o Oo—
NHCOCH 4 H 0SO0, H NHSO
D-glukuronat N—acetyI—D—gaI aktosamin-6-sulfat D-glukurono-2-sulfat N-sulfo-D-glukosamin-6-sulfat
chondroitin-6-sulfat heparin

Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura zastupcii glykosaminoglykanii. Prevzato z: [1].



Vsechny zminéné GAGs obsahuji sulfatové skupiny, vyjimkou je kyselina hyaluronova, u které
se zatim neprokazala ani kovalentni vazba na proteiny, coZ znamend, Ze netvoii zminéné
proteoglykany. Sulfatové skupiny jsou vdzané jako O-estery nebo jako N-sulfaty (to se tyka
heparinu a heparansulfatu). Vyse uvedené typy glykosaminoglykant se navzajem lisi v fadé
vlastnosti, jako je pfitomnost uronové¢ kyseliny, aminocukru nebo vazbou mezi nimi, vyskytem
¢i absenci sulfatu, délkou fetézce, typem vazeb na osové proteiny, vlastnostmi osovych
proteind, ¢i svoji celkovou funkei [6]. V nésledujicim odstavcei se zaméfim prave na odliSnosti
mezi jednotlivymi mukopolysacharidy.

Chondroitinsulfaty, konkrétné chondroitin-4-sulfat a chondroitin-6-sulfat jsou proteoglykany,
kdy chondroitinsulfat je vazan O-glykosidovou vazbou xylen-serin a jsou vyznamnou soucasti
chrupavky. Opakujici se disacharid tvofi kyselina glukuronova a N-acetylgalaktosamin, ktery
je nahrazen sulfatem v pozici 4 nebo 6, jeden sulfat je soucasti kazdé disacharidové jednotky.
Jeden fetézec obsahuje zhruba 50 disacharidovych jednotek. Heparin je opakujici se disacharid
tvofeny glukosaminem a jedné zcelkové dvou moznych uronovych kyselin. VétSina
glukosaminovych skupin je N-sulfatovana, pouze nékteré jsou acetylovany. Osovy protein
proteoglykanu u heparinu je vyjimecny, jelikoz se sklada pouze ze serinu a glycinu. Vyskytuje
se v jatrech, plicich, v zirnych bunkach a v kiizi. Heparansulfat je také jednim ze zastupct
mukopolysacharidii, je soucasti velkého poctu proteoglykani povrchu bunék. Je tvofen
glukosaminem a pievazné¢ uronovou kyselinou. Keratansulfat tvoii opakujici se disacharidové
jednotky galaktosa-N-acetylglukosaminu, jehoz zbytky obsahuji sulfat. Existuji dva typy
keratansulfatu — I a I1, 1isi se strukturou vazby na protein. Keratansulfat I se vyskytuje vétSinou
v rohovce a keratansulfat Il pfevazuje v proteoglykanu, ktery vaze kyselinu hyaluronovou
v chrupavce. Dermatansulfat se vyskytuje hlavné v tkanich zivocichti, tvoii ho l-iduronova
kyselina pfipojena vazbou a-1,3 na N-acetyl-d-galaktosamin. Kyselina hyaluronové je tvofena
nerozvétvenym fetézcem opakujicich se disacharidovych jednotek, které obsahuji kyselinu
glukuronovou a N-acetylglukosamin [6]. Jeji blizsi specifikace bude popséna v nésledujici

kapitole.
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2. KYSELINA HYALURONOVA A JEJI VLASTNOSTI

Kyselina hyaluronova (HA), téz nazyvana jako hyaluronan ¢i hyaluronat, je nesulfatovany,
zaporn¢ nabity, linearni polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti (dosahujici az nékolik
miliond) z tfidy glykosaminoglykanti. Sklada se z opakujici se zdkladni jednotky dvou
sacharidi, obvykle se vyskytuje jako vysokomolekuldrni hmota v synovialni tekuting, ktera
obklopuje klouby, chrupavku, kiizi i tkan€ oka [1, 7, 8, 9]. Vyskytuje se primarn¢ v ECM, ale
byl potvrzen i intraceluldrni vyskyt. HA je jednou z nejvice hydrofilnich molekul v pfirod¢ a je
timto oznacovana jako ptirodni zvlhéovac [10]. Jeji jedineény viskoelasticky charakter spolu
s neimunogenicitou a biokompatibilitou vedl k vyuziti HA v n€kolika klinickych aplikacich,
které zahrnuji 1 doplnéni kloubni tekutiny pfi artritidé [11], lepsi hojeni ran [12] nebo pii o¢ni
chirurgii [13].

1.1 Historie

HA byla oficialné objevena jako nezndma molekula v roce 1934 Karlem Meyerem a jeho
kolegou Johnem Palmerem ve sklivci skotu. Studovanim této izolované chemické latky dosli
k tomu, Ze obsahuje dvé molekuly sacharidu, z nichZ jednou je kyselina uronova. Proto tato
nezndma latka obsahujici uronovou kyselinu dostala nazev hyaluronova kyselina, coz odvodili
z feckého vyrazu ,hyalos* (sklo) a uronové kyselina. V roce 1942 Endre Balazs pozadal o
patent na pouziti HA jako ndhrazky vaje¢ného bilku do pekatskych vyrobki, v tomto roce byla
tedy poprvé komeréné pouzita. V 50. letech 20. stoleti (1950 — 1959) ur¢il presnou chemickou
strukturu Karl Meyer spole¢né s jeho kolegy. Z poc¢atku byla izolovéana jako kyselina, ale dle
fyziologickych podminek vykazovala znamky jako stl — hyaluronat sodny. Aby nazev
odpovidal mezinarodni nomenklatuie polysacharidd, byl zaveden termin ,,hyaluronan® v roce
1986 Endrem Balazsem, ktery jej vytvofil tak, aby zahrnovala rizné formy, které tato molekula

muze mit, kysela forma je kyselina hyaluronova a stl je hyaluronat sodny [10].
1.2 Chemicka struktura

Kyselina hyaluronova je glykosaminoglykan, ktery se skladd zjednotek sacharidii N-
acetylglukosaminu a kyseliny D-glukuronové, ty jsou mezi sebou spojeny sttidanim f1—3 a
B1—4 glykosidovymi vazbami (obrazek ¢. 2). Tyto dva sacharidy jsou prostorovym
uspofadanim podobné glukdze, kterd v § konfiguraci umoziuje, aby skupiny, které obsahuje,
¢imz jsou hydroxyly, anomerni uhlik na sousednim uhliku a karboxylova skupina, byly ve

stericky vhodnych ekvatoridlnich (rovnikovych) polohach, zatimco malé atomy vodiku
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obsazuji méné stericky ptiznivé axialni (osové) polohy. Struktura je tedy energeticky znacné

stabilni [10].
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D-Glucuronic acid N-acetylglucosamine

Obrazek ¢. 2: Chemicka struktura HA. Prevzato z: [10].

N-acetylglukosamin (obrazek ¢. 3) je derivatem glukozy s acetamidovou skupinou, ktera je
navazana na 2° uhliku glykopyranozového cyklu. Jednd se o vyznamnou slozku fady
biomolekul v télech bakterii, zivo€ichi 1 rostlin. Chitin je Ccistym polymerem N-
acetylglukosaminu. N-acetylmuramova kyselina je éter N-acetylglukosaminu a laktatu, ktera je
materidlem bunééné stény [14]. Casto je koncovym sacharidem oligosacharidové skupiny
glykoproteinu, glykosidicky napojeny s amidovym dusikem zbytku proteinového asparaginu.
V reakci acetylkoenzymu-A s glukosamin-6-fosfatem se zavadi acetylova skupina, vznikly N-
acetylglukosamin-6-fosfat podléha mutazové reakci, kdy vznika N-acetylglukosamin-1-fosfat,
ze kterého poté vznikd UDP-N-acetylglukosamin, ktery je reaktantem v syntézach

oligosacharidi a prekurzorem kyseliny N-acetylneuraminové [15].

HOCH,

OH

Obrazek ¢. 3: Struktura N-acetylglukosaminu. Prevzato z: [15].

Kyselina glukuronova je ziskdvana oxidaci glukozy (obrazek €. 4), je tedy derivatem glukozy
s molekulovou hmotnosti 194,14 Da. V lidské tkani se tvoii dehydrogenaci glukozy
uridindifosfatu (UDP), v prvnim kroku je tvorba glukdza-6-fostatu, jeho izomerace na glukézu-
1-fosfat za vzniku UDP-glukdzy, po nasledné oxidaci za pomoci nikotinamid adenin nukleotidu
a UDP-gluk6zadehydrogenazy vznika UDP-glukuronova kyselina. UDP-
glukuronosyltransferazy jsou enzymy odpovédné za glukuronidaci, maji mnoho izoforem a
Sirokou specificnost substratu, kterd umoznuje glukuronové kyseliné konjugaci s mnoho

slouceninami za vzniku glukuronidd, ty jsou poté vylucovany ve stolici, ¢i moc¢i. Glukoronova
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kyselina je nejsilngj$Sim pfirodnim detoxikatorem, velmi dobfe rozpustnd ve vod¢ a také

vyznamnou soucasti dasni a sliza. [16, 17].
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Obrazek ¢. 4: Tvorba kyseliny glukuronové oxidaci glukozy. Prevzato z: [17].

1.3 Vyskyt

vSech obratlovct. Je klicovou slozkou riznych vrstev pokozky, a to diky jeji schopnosti
zadrzovat vodu, nachazi se v téméf vSech biologickych tekutinidch a tkanich, a to hlavné
v o¢nich tekutindch a kloubech. Produkuji ji dendritické buniky, coz podporuje prezentaci
antigenu a zvysuje aktivaci a proliferaci T-bun¢k. ZvySenda hladina hyaluronanu je v rané fazi
hojeni ran [18-23]. Kyselinu hyaluronovou produkuji také bakterie, a to konkrétné¢ kmen
Streptococcus equi a Streptococcus zooepidemicus, které umoznily vétsi mnozstvi produkce
nez pii extrakénich metodach. Zmrazenim pupecni $nidry a kohoutich hiebinkt, jsou zniceny
bunééné membrany a HA je tak extrahovéana vodou a vysrazena v organickych rozpoustédlech,
jako je napftiklad chloroform, cetylpyridiniumchlorid ¢i ethanol, kdy po ¢isténi extraktu je
zhruba 0,5 % proteinovych necistot a celkovy vytézek je 0,9 gramit HA na kilogram ptivodniho
materidlu. Tato metoda je prvni primyslové aplikovanou extrakei pro izolaci a ¢isténi HA
farmaceutické kvality, kterou vyvinul Endre Balazs [24]. Reed a kol. provedli peclivou analyzu
téla krysy, kterd by méla byt pouzitelna i pro ostatni savce. Z kiize byla ziskéna téméf polovina
HA a ¢tvrtina z kloub a kosti, v§echny hodnoty ziskané touto metodou jsou uvedeny v tabulce

& 1[25).

Tabulka ¢. 1: Distribuce HA riznych tkani v téle krys. Prevzato z: [25].

Hmotnost (g)

Celkem ziskana HA (mg)

HA (%)

Celé krysa

201

60,5

100
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Kostra a podpiirné tkané | 57,6 16,2 27
Kuze 40,2 33,8 56
Svaly 35,7 4,69 8
Streva a zaludek 15,8 0,50 1
Ostatni vnitini organy 43,4 5,25 9

Nejvice je zastoupend v pojivovych tkanich, jako je pupecnikova $ndra, synovidlni tekutina,

sklivec a klize, nachazi se také ve vyznamném mnozstvi v plicich, mozku, svalech a ledvinéch,

cvwr

koncentrace hyaluronanu v riiznych tkdnich a organech o rizné funkci jsou uvedeny v tabulce

& 2 [25).

Tabulka ¢&. 2: Normalni koncentrace HA v riiznych organech u riiznych saveii (ug. G'). Pirevzato z: [25].

Organ ¢i tekutina clovék ovce kralik krysa
Pupecni $ndra 4100

Synovialni tekutina 1400 - 3600 | 540 3890

Dermis (pokozka) 200

Sklivec 140-338 260 29

Plice 98 —243 34
Ledviny 93 -113 30
Ledvinova papila 250

Ledvinova kura 4

Mozek 35-115 54 -176 74
Sval 27

Stievo 44
Hrudni lymfa 8,518 1,34 5,4
Jatra 1,5 4
Mo¢ 0,1-0,3

Plazma (sérum) 0,01 -0,1 0,12-0,31 0,019 —-0,086 | 0,048 — 0,26
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Komorovy mok 0,3-2,2 1,6 -5.4 0,6-2,5 0,2

Bederni mozkomis$ni mok | 0,02 — 0,32

1.4 Biologické vyuziti

HA je velmi vyznamna molekula v fadé¢ biologickych funkci. Mé jedinecné fyzikalné-chemické
vlastnosti, jako je biokompabilita, biodegradabilita, mukoadhezivita, viskoelasticita a je také
hygroskopickda. Plni kliCovou roli v metabolismu $kary (dermis) v procesech hojeni ran a
obnovy tkani, a to diky své schopnosti udrzovat vlhké prostedi, které je dulezité pro hojeni,
stimulaci rastovych faktorti, bunéénych slozek a migraci bunék, které jsou nezbytné pro hojeni
[26].

V oblasti mediciny se uplatituje v oftalmologii [27], zubnim I€katstvi [28], kloubni patologii
[29], remodelaci ktize [30], cévnich protéz a rekonstrukei nervii [31], pneumologii a rinologii
[32], v estetické mediciné a kosmetice [33] nebo jako terapie ptfi nddorovych onemocnénich
[34] ¢i pti tkdnovém inzenyrstvi [35]. Farmaceutické spole¢nosti maji o kyselinu hyaluronovou
velky zdjem, pomoci novych technologii mohou vyrabét HA a spoustu jejich novych derivatt
za Ucelem prodlouzit dobu setrvani v lidskych tkanich a jeji protizdnétlivé ucinky. Mensi
chemické modifikace v molekule umoznily vyrobu ve vodé nerozpustnych polymert, které se
vyrabéji v riznych formach, jako jsou membrany, netkané sité, gazy a gely, tyto materialy se
pouzivaji pro kryti ran, leSeni pro tkanové inzenyrstvi jako je — epidermis, dermis, chrupavka,

kost a mikro-vaskularizovana kiize [36].
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3. METABOLISMUS KYSELINY HYALURONOVE

Hyaluronan je hlavni polysacharidovou slozkou ECM a hraje kli¢ovou roli v organizaci
architektury tkani a pii regulaci funkci buniky, mezi které miizeme zatadit proliferaci a migraci,
pomoci interakci s receptory bunécného povrchu a vazebnymi molekulami. Kromé
vyznamnych funkci HA bylo také odhaleno, Ze jeho syntéza mulze regulovat bunécné funkce
prostiednictvim pieprogramovani bunééného metabolismu [37]. Proteiny, které vazou HA, jsou
slozkami extracelularniho matrix a stabilizuji jeho integritu. Receptory hyaluronanu se podileji
na prenosu bunééného signalu, kdy jedna ¢ast receptorii obsahuje vazebné proteiny, jako je
aggrecan, link protein, versican a neurocan, mezi receptory se zahrnuje antigen s diferenciacni
skupinou 44, tumor nekrotizujici faktor a, glidlni protein véazajici hyaluronat a endotelialni
hyaluronanovy receptor lymfatickych cév 1. Zatimco receptor pro motilitu zprostfedkovanou
hyaluronanem je nepifibuzny protein, ktery vaze hyaluronan a vazebnd mista pro HA maji

podnét minimélniho mista interakce s HA [10].
1.5 Syntéza

HA je syntetizovana pfirozené, a to tfidou integralnich membranovych proteint, které nesou
nazev hyaluronansyntazy (HAS), u obratlovcii byly objeveny 3 druhy hyaluronansyntaz —
HAS1, HAS2, HAS3, které budou blize specifikovany v nasledujici podkapitole.
Hyaluronansyntazy jsou enzymy, které syntetizuji velké, linedrni polymery opakujici se
disacharidovou strukturou hyaluronanu a to stfidavym piidavanim kyseliny glukuronové a N-
acetylglukosaminu do zvétSujiciho se fetézce, pomoci jejich aktivovanych nukleotidovych
cukrtt UDP [10]. U eukaryotickych bun¢k je syntetizovana na vnitinim povrchu plazmatické
membrany jako linearni polymer, pro jeji podstatnou velikost je koordinované vytlacovana pres
membranu ven do extraceludrniho prostoru. Produkce HA je fizena zejména
hyaluronansyntazou 2 (HAS2), kterd muze byt regulovana v rtiznych stupnich, a to od
epigenetiky az po transkripcni a posttranslaéni modifikace. Biosyntéza kyseliny hyaluronové je
naro¢ny proces z hlediska energie, ktery ma vyznamné spojeni s udrzovanim metabolické
homeostazy spolu s katabolismem HA. Rozhodujici pro syntézu hyaluronanu je
cytoplazmatickd zasoba UDP-sacharidl, uridin-difosfat-N-acetylglukosamin je podstatny
element zivin a slouzi jako donorovy substrat pro O-B-N-acetylglukosamin nékolika
cytosolickych proteintl, pocitaje HAS2 [38, 39]. Syntéza HA in vitro ¢i in vivo ovliviiuje délku
HA, jelikoz kazdym enzymem se 1isi [18]. Jednotlivé kli¢ové kroky syntézy a degradace HA

jsou znazornény na obrazku €. 5.
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Obrazek ¢. 5: Schéma klicovych krokit syntézy a degradace HA. Prevzato z: [39].

1.5.1 Hyaluronansyntazy
Hyaluronansyntazy zahrnuji tfi sav¢i enzymy, které vykazuji odlisné enzymatické vlastnosti a
mezi jejich vyznamné ulohy patii syntéza fetézci HA o rliznych délkach. Existuji 3 izoformy
hyaluronansyntdz — HAS1, HAS2, HAS3, kter¢ se od sebe lisi charakteristickymi a regula¢nimi
systémy (obrazek €. 6) a jsou vyznamné pfi fizeni biosyntézy HA v nékolika fazich. Jak jiz bylo
zminéno tyto 3 izoformy byly identifikovany u obratlovcet, jejichz aminokyselinové sekvence
jsou konzervované skrze druhy. Byla analyzovana primarni struktura, kdy bylo zjisténo, Ze
veskeré¢ enzymy HAS, obsahuji nékolikanasobné shluky hydrofobnich aminokyselin na
amino- 1 karboxylovém konci, coz vykazuje, Ze jsou vlozeny do lipidové dvojvrstvy [18]. Prvni
gen HAS, byl objeven u kmene Streptococcus v roce 1993, tento enzymovy bakteridlni protein
o velikosti 42 kDa, ktery stfidavé ptidaval N-acetylglukosamin a kyselinu glukuronovou na
neredukujici konec rostouciho fetézce hyaluronanu za pouziti dvou UDP-sacharidovych
substratl, kdy se sttidavé vytvarely f1—3 a f1—4 glykosidické vazby. Dnes jsou u eukaryot
uznavany 3 enzymy HAS, které jsou kodované tfemi piibuznymi geny HAS na tfech odlisnych
chromozomech. Spicer a kol. lokalizovali tfi lidské a myS$i geny na 3 rGznych chromozomech,
HASI byla u mysi lokalizovana na chromozomu 17, u ¢lovéka na chromozomu 19, HAS2 se u
myS$i nachazi na chromozomu 15 a u ¢lovéka na chromozomu 8, HAS3 u mysi je na
chromozomu 8 a u ¢lovéka na chromozomu 16 [40]. Produkty maji identické struktury, i kdyz
ma kazdy enzym jiné vlastnosti. HAS1 je neméné aktivnim enzymem, ptesto je zodpovédny za

syntézu nékolika polymert od 2x10° Da po HA, ktera ma vysokou molarni hmotnost a to 2x10°
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Da. HAS?2 je distribuovdna v normalnich dospé€lych tkanich, je vice aktivni a vytvaii vice nez
2x10% Da formy HA. Muize se jednat o HAS enzym, ktery reaguje na zvySeni syntézy vyvolané
stresem, jako u Sokovych situaci, septikémie, zanét, masivni poranéni a ztraté velkého mnozstvi
krve, ¢i pii popaleninadch. HAS?2 je vyznamna také na vyvojovych a opravnych procesech, mezi
které patii expanze a rast tkan¢, podili se na morfogenezi embryonalniho a zejména srdecniho
polstare, spojeni ma i s migraci, invazi a proliferaci bunék a také s angiogenezi béhem vyvoje
[41]. HAS3 je z rodiny hyaluronansyntaz nejaktivnéjSim enzymem, podporuje syntézu nékolika
fetézct HA, které se 1isi velikosti od 0,2x10° po 2 x10° Da. Produkty HAS3 mohou produkovat
pericelularni glykokalyx a HA, kterd vzajemné ptsobi s bunécnymi povrchovymi receptory

[42].
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Obrazek ¢. 6: Podobnosti a rozdily mezi prislusnymi savcimi HAS enzymy. Prevzato z: [42].

1.6 Odbouravani

Odbourédvani, degradace neboli katabolismus HA je u savci vysledkem plisobeni tfi druh
enzymu, kterymi jsou hyaluronidazy, B-d-glukuroniddzy a B-N-acetylhexosaminidazy. Tyto
enzymy se v téle nachazeji v riznych formach, v séru a nitrobunééné. Obecné je znamo, ze
hyaluroniddza $tépi vysokomolekuldrni HA na mensi oligosacharidy, zatimco [-d-
glukuronidaza a p-N-acetylhexosaminiddza dale snizuji oligosacharidové fragmenty
odstranénim neredukujicich koncovych sacharidt. Produkty degradace HA jsou oligosacharidy
a hyaluronan o velmi malé molekulové hmotnosti, tyto ziskané produkty vykazuji
proangiogenni vlastnosti. Hyaluroniddza katalyzuje hydrolyzu HA, tim se snizuje viskozita
kyseliny a timto krokem se zvysuje propustnost tkani. Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyvogenes, Streptococcus pneumoniae a Clostridium perfringens produkuji enzym
hyaluroniddzu ke zvyseni pohyblivosti mezi tkdnémi a také jako antigenni ochranu, ktera brani
jejich rozpoznani fagocyty v imunitnim systému [10]. Dale je degradace HA a ostatnich
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glykosaminoglykant zprosttedkovavana reaktivnimi formami kysliku (ROS), ty pak mohou byt
soucasti destrukce kloubnich struktur. Prvni vyzkum degradace HA pomoci ROS provedl
Pigman a Rizvi vroce 1959. Mezi ROS, které degraduji HA patii hydroxylovy radikal,
superoxidovy anion ¢i peroxid vodiku [42, 43].
1.6.1 Hyaluronidaza 1, 2,3

Jedna se o endoglykosidazy, neboli enzymy katabolizujici HA, jsou velmi dobfte distribuovany
v tkanich, maji velky rozsah optiméalniho pH a také neobvykly rozsah substrat. V tkanich
snizuji normalni viskozitu HA, snizuji jeji lubrika¢ni kvality a pisobi jako ,,rozsifovaci faktor®,
ktery usnadiiuje diftizi podkozné podanych latek, jako jsou antivirové vakciny, ¢i barviva.
Hyaluronidazy maji vyuziti v 1ékatském odvétvi [44], v chemoterapeutikach [45] a aplikuji se
také v plastické chirurgii a dermatologii [46]. Meyer objevil U€inek téchto proteinti a rozdélil
hyaluronidédzy do 3 skupin, a to na sav¢i hyaluronidazu (HYAL-3), hyaluronidazu z pijavic
(HYAL-2) a mikrobialni hyaluronidazu (HYAL-1). Mezi mikrobidlni lze zaradit bakterialni
hyaluronidazy, jenz jsou B-endo-N-acetylglukosaminiddzy a vétSina znich ma pro HA
substratovou specifitu. Jednd se o lyazy, které se lis§i od ostatnich hyaluroniddz tim, Zze
nevyuzivaji hydrolyzu, ale dochazi k -eliminacni reakci na B-1,4 glykosidickych vazbach,
¢imz vzniké nenasyceny disacharid a je mozné tuto reakci sledovat spektrofotometricky. Tyto
enzymy byly izolovany z n€¢kolika mikroorganismi, mezi které 1ze zahrnout kmen Clostridium,
Micrococcus, Streptococcus a Streptomyces. Chybéjici aktivita HYAL-1 byla zjisténa u lidi
jako geneticka porucha a byla nazvéna jako Mukopolysacharidéza IX, porucha je spojena
s kolujicimi hladinami HA. HYAL-1 se jevi jako lysozomalni enzym, ktery mtize HA §tépit na
malé disacharidy, ackoliv hlavnim produktem je tetrasacharid, tato skutec¢nost neni zcela
objasnéna, jelikoz HYAL-1 ma pH optimalni 3,8 a to je vyrazné¢ pod hodnotou pH 4,5
nalezeného v lysozomech, tudiz neni jasné, proc by se v obéhu méla HY AL-1 vyskytovat, jedna
se o artefakty in vitro enzymovych testi. Tato hyaluroniddza je jedinou piitomnou
hyaluroniddzou v lidské moci. Druhou tfidou hyaluroniddz jsou sav¢i typy téchto enzymd,
jedna se o endo-B-N-acetylhexosaminidazy, které degraduji B-1,4 glykosidické vazby HA,
produkujici tetrasacharidy. Pisobi na HA, chondroitin, chondroitin-4,6-sulfat a dermatansulfat.
Tyto enzymy lze je nalézt vsavCich spermiich a lysozomech, vjedu hadl, plazi a
blanoktidlych, exprese se odehrava v chondrocytech a ke zvySeni dochazi, kdyz fibroblasty
podléhaji diferenciaci chondrocytl. Jedna se o hydrolazy, ptidavaji vodu pies tu vazbu, kterd
ma byt rozs§tépena a vytvari tetra- a hexasacharidy jako kone¢né produkty. Tento chod reakce
je obtizny ke sledovani, a proto bylo nutné navrhnout specidlni testy, které méti postup reakce.
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HYAL-3 je mezi hyaluroniddzami zdhadou, jelikoZ je velmi exprimovana, ale hyaluronidazové
testy nedokazi identifikovat zadnou aktivitu. Je moznd i koordinovand exprese HYAL-2 a
HYAL-3, obé& jsou upregulovany zanétlivymi cytokiny, mezi které patii interleukin-1 a tumor
nekrotizujici faktor alfa, ale HYAL-1 nikoliv. Tteti tfidu hyaluroniddz produkuji pijavice,
nektefi parazité a korysi, konkrétné jsou oznacovany jako B-endo-glukuronidézy. Jedna se o
hydroldzy, mohou se proto zdat ptfibuznymi enzymim obratlovci. Tyto hyaluronidazy
degraduji B-1,3 glykosidickou vazbu, a to vede ke vzniku tetrasacharidii a hexasacharidu.
Konkrétné HA s vysokou molekulovou hmotnostni je §t€pena na limitni produkt 20 kDA nebo
50 disachardidovych jednotek. Na rozdil od savéich glykosidaz degraduji pouze HA a zlistavaji
nereagujici vi€i jinym glykosaminoglykantim. Lze je nalézt ve slinnych zldzach mechovct a
pijavic. HY AL-2 je upevnéna k plazmatické membrané glykosylfosfatidylinositolovou vazbou
a ¢ast se vyskytuje v rozpustné formé. Hyaluronidazy lze rozdélit také podle aktivity zavislé na
pH, a to na kysel¢ aktivni hyaluronidazy, tato skupina enzymd je aktivni pii pH 3 a 4. Druhou
skupinou jsou neutralni aktivni hyaluronidazy, které jsou aktivni pfi pH mezi 5 a 8, do této

skupiny patii hyaluroniddzy z hadiho a v¢eliho jedu [39, 47, 48, 95, 96].
1.7 Hyaladheriny

Proteiny, které k sobé vazi hyaluronan, byly zafazeny do skupiny nesouci nazev hyaldheriny.
Lze je rozd¢lit na proteoglykany vazajici HA (extracelularni nebo matrixové hyaladheriny), HA
bunécné povrchové receptory (celuarni hyaladheriny). Hyaluronan ma dva molekularni
mechanismy interakce se svymi hyaladheriny, HA muze interagovat autokrinnim zptsobem se
svymi receptory na stejné bunice a druhym mechanismem ma schopnost chovat se jako
parakrinni latka, kterd vdze své receptory na okolni bunky a tim pak aktivuje rtzné
intracelularni signalni kaskady. HA tedy pusobi jako leSeni, které stabilizuje strukturu ECM
diky svému pasivnimu strukturdlnimu ptsobeni a také prostiednictvim aktivni interakce
s n¢kolika extracelularnimi hyaladheriny, jako je aggrecan, ktery je vyznamny v chrupavce,
neurocan a brevican, které jsou vyznamné v centralni nervové soustave a versican, coz je velky
fibroblastovy proteoglykan, ktery je exprimovan v embryondalni chrupavce. Interakce kyseliny
hyaluronové sjejimi bunénymi povrchovymi receptory je zprosttedkovéna tfemi
biologickymi procesy, kterymi jsou — pienos signalu, tvorba periceluarnich povlaki a
internalizace zprostfedkovana receptory [18, 49, 50].
1.7.1 Glykoprotein s diferencia¢ni skupinou 44
Glykoprotein s diferenciacni skupinou 44 (CD 44) je hlavnim receptorem pro kyselinu

hyaluronovou, kdy se vaze se a aktivuje CD44, ¢imz aktivuje bunécné signalni dréhy, které
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indukuji bunéfnou proliferaci, zvySuji preziti bunck a bunéénou motilitu a moduluji
cytoskeletdirni zmény. CD44 je nekindzovy transmembranovy glykoprotein, ktery je
exprimovan v mnoha izoformach difundovanych ve vét§iné typt lidskych bunék, véetné
rakovinnych kmenovych bun¢k, kdy reguluje metastaze prostiednictvim Siteni CD44 na
bunécny povrch. Interaguje s vhodnymi ligandy ECM a tim podporuje proces migrace a invaze,
které jsou zahrnuty v metastazich. Stépeni a vylu¢ovani CD44, zvysena hladina rozpustného
CD44 v séru pacienta je markerem nadorové zatéze a metastdz u mnoha druht rakoviny.

Struktura proteinu a genu CD44 je zndzornéna na obrazku €. 7.

Ligand binding domain

B Variable domain

membrane ))\y ()//// Transmembrane domain
Inner cell \ X U“[}a Cytoplasmic tail
membrane

Obrazek ¢. 7: Struktura proteinu a genu CD44. Prevzato z: [51]

Jedna se o jednotetézcovy glykoprotein kédovany jednim genem umisténym na chromozomu
11 u lidi a u mysi se nachazi na chromozomu 2. CD44 muze reagovat i s riznymi rastovymi
faktory, cytokiny a proteiny ECM, jako je napiiklad fibronektin. CD44 intraceludrni doména
interaguje s cytoskeletem, proto kdyz navaze ECM hyaluronanu vytvoii se spojeni mezi
cytoskeletarnimi strukturami a biopolymerem. Tato interakce mezi HA a CD44 se ucastni
mnoha intracelularnich signdlnich drah, které tidi bunééné biologické procesy, mezi které lze
zafadit angiogenezi, migraci bun¢k, proliferaci, agregaci, receptorem zprostiedkovanou
internalizaci ¢i degradaci HA a adhezi ke slozkdm ECM. Tento receptor hraje dulezitou roli pfi
hojeni ran a zanétech. Co se tyce exprese tohoto receptoru normalni buitkou dospélého a plodu,
prvné byla standardni izoforma izolovana z hematopoetickych bunék a nyni se nachazi
v centralnim nervovém systému, epidermis nebo naptiklad v plicich. Distribuce izoforem je
omezena a exprimovana na vybér epitelidlnich bunék, u izoforem s omezenou distribuci a
sekvenci exonu je mozné, ze budou mit rizné funkce ve srovnani se standardni izoformou.
Vybrané epitelidlni buniky, keratinocyty a makrofagy exprimuji variantni izorofmy CDA44
(CD44v) a jsou pfitomny v riiznych fazich na tkanich. Pokud dochdzi ke ztrat¢ CD44 je
poruSeno hojeni ran, proliferace keratinocytli a je naruSen metabolismus hyaluronanu. U

nadorovych bunék, kde ma CD44 metastaticky potencidl u lidské malignity je tfeba dal§iho
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objasnéni. Buiiky rakoviny prsu ukazuji na abnormalni expresi CD44, a to v€etn¢ heterogennich
exprimujicich izoforem CD44. Jak jiz bylo zminéno, existuje celd rodina CD44 nekinazovych
transmembranovych glykoproteinii a rizné izoformy CD44v, které odehravaji rizné funkéni
role. Izoformy CD44v se mohou chovat jako koreceptory, jelikoz vazou ristové faktory na
bunécny povrch a prezentuji je specifickym receptorim. Neoplastické buiiky prostaty exprimuji
vys$$i hladiny CD44 a buiiky prostaty, které jsou benigni, exprimuji vyssi izoformy CD44
varianty 5 (CD44v5). Ptiklady jednotlivych variant izoforem CD44 jsou uvedeny v tabulce €.

3 spolecné s jejich vyznamem a funkcemi [18, 51, 52].

Tabulka ¢. 3: Vyznam a funkce izoforem CD44. Prevzato z: [51].

Izoformy
Biologické funkce Typ rakoviny
CD44
CD44s Rist nddoru, metastazy, nizkd mira pieziti Rakovina slinivky
CD44s Postup Rakovina prsu
Migrace, nadmérné exprimovand v nadorové | Spinocelularni
CD44v3 ) )
tkani karcinom hlavy a krku
CD44v4, . . o
Lokus plicnich metastaz Rakovina slinivky
CD44v5
Metastéza; asociace s jaternimi metastdzami . o
CD44v6 Rakovina slinivky
CD44v6 Exprese bunék epitelidlniho fenotypu Rakovina prostaty
CD44v6 Tumorogenni a chemorezistence Rakovina prostaty
) . . Kolorektalni
CD44v6 Migrace, metastazy, pokrocilé stddium nadoru .
adenokarcinomy
Rakovina tlustého
CD44v6 Metastaza
stfeva
Koreluje s metastazami do lymfatickych uzlin,
CD44ve6, o ) . .
metastdzami v jatrech a stddiem TNM (nador, | Rakovina slinivky
CD44v9 )
uzliny, metastaza)
Niz§i mira pfeziti, koreluje s metastazami
CD44v9 ) o ) Rakovina slinivky
lymfatickych uzlin/jater a stidiem TNM
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Spojeno s horsi prognozou, prispélo k invazi a .
o ' Rakovina  mocového
CD44v9 migraci zprostfedkované piechodem z epitelu
méchyte

na mezenchym

Podporovana iniciace adenomu u Apc (Min/+) '
CD44v4-10 o Kolorektalni rakovina

mys$i, iniciace nadoru
CD44v8-10 Iniciace nadoru Rakovina zaludku
CD44v (v6-10, . .

Metastazy v plicich Rakovina prostaty
v7-10, v8-10)

1.7.2 Protein genu 6 stimulovany faktorem nekrotizujicim nadory
Protein genu 6 stimulovany faktorem nekrotizujicim nadory (TSG6), ktery je u cloveka
koédovan genem TNFAIP6 a je lokalizovan na chromozomu 2, u mysi je taktéz na chromozomu
2. Jedna se o zanétlivy cytokin produkovany makrofagy ¢i monocyty béhem akutniho zanétu a
je zodpovédny za rizné signalni udalosti v buitkach, které vedou k nekroze ¢i apoptdze. Je
dilezity také diky své odolnosti proti infekcim a rakoviné [53]. Zprostfedkovavd mnoho
imunomodulacnich a prospéSnych aktivit meneznchymalni kmenové ¢i stromalni buiky. U
Clovéka je exprese TSG6 zajisténa stromalnimi bunkami, je pfitomen ve fibroblastech,
sekre¢nich granulich neutrofilti a u mysi se nachazi v zirnych buiikach. Neni produkovan ve
zdravych dospélych tkanich, ale jeho exprese je indukovana ve Skale bunéénych typi, jako
odpovéd’ na zanétlivé mediatory a ristové faktory. Vaze se na ¢etné ligandy, véetné molekul
ECM, jako jsou glykosaminoglykany. Spolu s modulem Link se vaze na hyaluronan a
zprostiedkovava tvorbu sitovanych struktur HA vyssiho fadu, mize ptsobit jako kofaktor pii
prenosu tézkych fetézcl lal na hyaluronan, také je schopny tvofit komplexy s pentraxinem 3,
které spojuji az 20 hyaluronanovych fetézct a tvoii tak uzel v ECM. Tyto komplexy jsou
produkovany endotelidlnimi buiikami, makrofagy, fibroblasty a dalSi builkky. Vazba na HA
muze slouzit v ECM jako prostiedek k soustfedéni pro sekreci TSG6 z produkujici bunky [54,
55, 56, 57].
1.7.3 Glialni protein vazajici hyaluronat

Glialni protein vazajici hyaluronat (GHAP) je glykoprotein s aminokyselinovou sekvenci, ktera
je identicka se sekvenci versicanu v oblasti vazajici hyaluronat. Je kodovan genem versican, u
Clovéka se nachdzi na chromozomu 5 a u myS$i na chromozomu 13. GHAP je tedy
pravdépodobné proteolytickym produktem versicanu, ktery odpovida jeho amino-terminalni

doméné. Jedna se o protein bilé hmoty, vyskytuje se v astrocytech bilé hmoty a uvoliuje se
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z tkani Stépenim hyaluroniddzou. Vazba na HA je pies jednu molekulu proteinu, ktera se vaze

na 17 opakujicich se disacharidovych jednotek [50, 51, 52, 60, 97, 98].

1.7.4 Endotelialni hyaluronanovy receptor lymfatickych cév 1
Endotelidlni hyaluronanovy receptor lymfatickych cév 1 (LYVE-1) je protein véazajici HA
exprimovany v lymfatickém vaskuldrnim endotelu a makrofazich. U lidi je kdédovan genem
LYVElI na chromozomu 11 a u my$i na chromozomu 7. LYVE-1 fidi obrat HA
zprostitedkovanim jeho adsorpce ztkani do lymfy. Timto procesem se podili na regulaci
hydratace tkani a jejich biomechanickych vlastnosti, tvofi také komplexy s rastovymi faktory,
prostaglandiny a dal§imi tkanovymi mediatory, které se podileji na regulaci lymfangiogeneze
a mezibunééné adheze. Tento hyaladherin ma funkci lymfatického dokovaciho receptoru pro
dendritické bunky, ktery se selektivné zapojuje do jejich povrchovych glykokalyxti HA, aby
reguloval vstup do perifernich lymfatickych uzlin a migraci. LY VE-1 uptednostniuje interakci
s velkymi polyvalentnimi komplexy HA oproti volnym fetézcim HA, toto spojeni je
zprostfedkovano piipojenim leukocytli potazenych hyaluronovou kyselinou do lymfatickych
cév in vivo [18, 61].

1.7.5 Receptor pro motilitu zprostiedkovanou hyaluronanem
Receptor pro motilitu zprostfedkovanou hyaluronanem (RHAMM) je znamy také jako CD168
a byl prvnim izolovanym intraceluldrnim hyaladherinem. Je kddovan genem HMMR u Clovéka
na chromozomu 5 a u mysi na chromozomu 11 Vyskytuje se v n€kolika izoformach, kter¢ jsou
pfitomny vbunééné membrané, cytoplazmé a vjadte. RHAMM na povrchu bunék
zprostfedkovavad a podporuje migraci bunck, zatimco intracelularni RHAMM moduluje
bunécny cyklus, tvorbu a integritu mitotického vieténka. Interakce HA a RHAMM je velmi
vyznamna pfi zanétech a oprave tkané, jelikoz spousti signalni drahy, a tak kontroluji buiiky,
jako jsou makrofagy a fibroblasty. Mlze zajistit proliferaci bunék rakoviny prsu, a to zménou
signdlnich drah, které vedou k aktivaci extracelularné regulované kindzy, muaze byt tedy
slibnym markerem nadoru nebo cilem pro terapii rakoviny. Studie ukazuji, ze migraci bunék,
kterou zprostiedkovava CD44 béhem zanétu a hojeni ran, mize vyzadovat povrchovou expresi
RHAMM [18, 62].

1.7.6 Hyaluronanovy receptor pro endocytézu
Hyaluronanovy receptor pro endocytozu (HARE) je také nazyvan jako stabilin-2 byl prvné
izolovan ze sinusovych endotelidlnich bunék v jatrech, sleziné a lymfatickych uzlinach, poté
byl nalezen v endotelidlni buiice oka, srdce, mozku a ledvin. Lidsky gen, ktery kéduje tento

receptor je na chromozomu 12 a u myS$i na chromozomu 10. Vaze se na HA a dalsi
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glykosaminoglykany vyjma keratansulfatu, heparansulfaitu. HARE zajiStuje systémovou
clearance GAGs zobc¢hového a lymfatického systému prostiednictvim vychytavani
z potahovanych jamek [18, 63].
1.7.7 Toll-like receptor 2 a Toll-like receptor 4
Toll-like receptory (TLR) v ptekladu ,,receptory podobné genu Toll* rozpoznavaji bakterialni
lipopolysacharidy a lipopeptidy, jsou schopné zahdjit vrozenou imunitni odpovéd’. TLR2 je u
¢lovéka kodovan genem 7LR2 na chromozomu 4. TLR4 je u ¢lovéka kddovan genem 7LR4 na
chromozomu 9. Existuji dva mozné mechanismy objasnéni, jak mize HA ovliviiovat TLR.
Podle prvniho piisobi HA s nizkou molekulovou hmotnosti jako antagonista pro TLR2 a pro
TLR4, coz vyvola zanétlivou reakci. V druhém piipade se HA nevéaze na TLR, ale mé schopnost
regulovat interakce TLR s jejich ligandy skrze pericelularni Zzelé bariéru, kterou tvofi. Za
fyziologickych podminek vytvaii HA s vysokou molekulovou hmotnosti kolem bunck
ochranny povlak, ktery je husty a viskdzni a tim pokryva povrchové receptory, jako jsou TLR
a omezuje jejich interakce s ligandy. Behem zanétu dochazi k rychlé degradaci HA v disledku
snizeni pH, zvySeni reaktivnich forem kysliku a mozné ptitomnosti patogend, které produkuji
hyaluronidasu a proto klesd molekulova hmotnost HA, ¢imz se snizuje schopnost vazat vodu a
tloustka a viskozita jeho pericelularniho $titu. To ma za nésledek zvySenou dostupnost
bunéénych receptorti pro jejich ligandy, zahajeni jejich pfirozené imunitni odpovédi a zesileni
zangtlivé reakce. Z tohoto diivodu se hyaluronan miiZe podilet na patogenezi onemocnéni, které
jsou podminény imunologickymi procesy [18, 64].
1.7.8 Molekula mezibunécéné adheze 1

Molekula mezibunécné adheze 1 (ICAM-1), také nazyvan jako CD54, je bunécny povrchovy
glykoprotein a adhezni receptor, fadi se mezi imunoglobuliny z rodiny ICAM. Je kdédovan
genem /CAM] lokalizovanym u ¢lovéka na chromozomu 19 a u my$i na chromozomu 9. Hraje
dilezitou roli v regulaci odvodu leukocytl z ob&hu do mista zdnétu. ICAM-1 je exprimovan
v endotelidlnich, epitelidlnich a imunitnich bunikach, v reakci na podniceni zanétu je regulovan.
Jedna se o hlavni regulator mnoha tkanovych funkci od pocatku az po patologické stavy.
Hyaluronan podstatné zvysSuje expresi ICAM-1 na tubularnich builkdch a tim zvySuje
sekvencné specifickou vazbu DNA transkripcnich faktori, kterym je nuklearni faktor kappa B

a aktivacni protein 1 v tubularnich buikach [65, 66].
1.7.9 Protein indukujici bunéénou migraci a vazajici hyaluronan

Protein indukujici bunéénou migraci a vazajici hyaluronan (CEMIP), také uvadén pod zkratkou

KIAA1199, jedna se o proteinovou sekvenci, kterd ma 3 domény, dvé GG domény, které jsou
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slozeny ze dvou konzervovanych glycinovych zbytkl, dile ma protein specidlni doménu GS.
Doména GG se skladd ze sedmi B-fetézcii a dvou a-spirdl, jeji velikost je pfiblizné¢ 100
aminokyselin. Doména G8 obsahuje 5 duplicitnich parii § fetézce a 8 glycinovych zbytkd,
domény G8 indukuji potencidlni trans-membranovou strukturu a piedpoklada se, ze maji
signalni peptidy, a proto mize CEMIP hrat roli v procesu zpracovani a extracelularni ligace.
CEMIP je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu okolo jadra bunky, jedna se o sekre¢ni
protein, ktery je vysoce sekretovan ve vnitinim uchu a jako onkogen se podili na rakoving, je
totiz vysoce exprimovan bunkami rakoviny tlustého stfeva. Gen kodujici tento protein je
KIAA1199 a u ¢lovéka nachazi na chromozomu 15, u mysi na chromozomu 7. Hraje diilezitou
roli ve vazbé a depolarizaci HA, bylo zjisténo, ze knockdownem CEMIP byla zrusena
degradace HA lidskymi koznimi fibroblasty. Tento hyaladherin méa kli¢ovou ulohu

v katabolismu HA ve $kafte kiize a v artritické synovii [67, 68, 69].
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4. METABOLISMUS KYSELINY HYALURONOVE PO
OZARENI

1.8 Ionizujici zareni
lonizujici zéfeni (IZ) predstavuje tok hmotnych castic, nebo fotont elektromagnetického
zateni, které maji schopnost ionizovat atomy prostiedi, ve kterém se nachézeji [70]. Lze ho
rozlisit na dva typy, a to na fotonové zafeni neboli nepfimo ionizujici zareni, které nenese
elektricky naboj a diky tomu pfedava svoji energii pfimo ionizujicim ¢asticim. Do tohoto typu
se fadi neutrony a zafeni rentgenové, které pochéazi z atomového obalu. Do fotonového zafeni
patii také gama zareni, které¢ je emitované z jader atomi a v nukledrni medicing se vyuziva pfi
vSech vysetienich in vivo au vétsiny in vitro vySetteni. Druhym typem je ¢asticové zafeni neboli
pfimo ionizujici zafeni, kdy ¢asticemi jsou protony, uhlikové ionty a Castice alfa a beta, tyto
Castice nesou elektricky néaboj, elektrony prochdzejici prostiedim reaguji v poli jadra
s elektrony atomovych oball a zplisobuji excitaci a ionizaci atomt. Alfa ¢astice odpovidaji
jadram hélia, slozeny ze dvou protontl a dvou neutrond, k emisi alfa ¢astice dochazi ke snizeni
atomové hmotnosti o Ctyfi a také ke snizeni atomového Cisla o dvé. Tyto alfa ¢astice maji kladny
naboj +2 a maji vyraznou ionizac¢ni silu. Kvuli velké hustoté a naboji ztraci rychleji energii, a
to béhem kratké vzdalenosti a doby, alfa ¢astice urazi primérné vzdalenost 3 az 5 cm a vétSinou
nepronika pres obleceni a pokozku, z tohoto divodu musi byt alfa ¢astice emitovany blizko
svého cile, aby doslo k u¢inku nebo poskozeni. Emise Castic alfa je uskutecnéna radioaktivnim
rozpadem tézkych kovii, jako je radium, uran nebo plutonium. Zatimco beta Castice se déli na
emise pozitivni — pozitrony a negativni — elektrony. Negativni beta ¢astice ma jeden zaporny
naboj a zvysuje pocet protonll o jeden a zaroven snizuje pocet neutrontl o jeden. Pozitivni beta
emise se skladd z jednoho kladného naboje a snizuje pocet protonli o jeden a zvySuje pocet
neutront o jeden. Nicméné v obou téchto ptipadech se atomova hmotnost neméni, ale tvofi jiny
prvek. Beta ¢astice mohou oproti alfa ¢asticim pronikat vodou a tkdnémi s vysokou energii,
jsou schopné urazit vétsi vzdalenost. IZ ma dostatek energie k uvolnéni elektronti z atomi nebo
molekul, které ionizuji. Neionizujici zafeni zahrnuje ultrafialové zéafeni, viditelné svétlo
laserové, infracervené, mikrovlny a radiové viny. Za jeden rok se celosvétoveé provede vice nez
3600 miliont diagnostickych radiologickych vySetteni, 37 miliontl vykont nuklearni mediciny
a provede se 7,5 milionu radioterapeutickych oSetfeni. Expozici IZ lze rozdélit do 3 situaci.
V prvnim piipadé planované expozicni situace, které vyplyvaji ze zdmérného zavadéni a

provozovani zdrojl zafeni se specifickymi ucely, jako je tomu u 1ékaiského vyuziti, v pramyslu
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¢i vyzkumu. Druhym typem situace je, kdyz dojde naptiklad k ozateni radonem v domécnosti,
na pracovisti, nebo ozateni z prostiedi. Posledni typ situace expozice ionizujiciho zafeni jsou
nouzov¢ situace, které jsou vysledkem neocekavanych udalosti, kdy je tfeba okamzita reakce,
jako jsou jaderné havéarie nebo nasilné konflikty so zneuzitim jadernych zbrani [71, 72, 73].
1.8.1 Biologické ucinky ionizujiciho zareni

Ionizujici zafeni na clovéka muze plsobit po externim nebo vnitinim vystaveni. K ozafeni
muze dojit interné — vnitini kontaminace, kdyZz je radionuklidy proniknou do téla pozitim,
vdechnutim, nebo vstoupil do krevniho fecisté injekei ¢i ranou. Nuklidy, které se ukladaji do
kaze, podléhaji radioaktivnimu rozpadu a emituji zafeni. Dale mize 1Z plsobit po vnéjsi
expozici, kdy k zafeni dochazi prostiednictvim zdroji v okolnim prostiedi, jako je voda, zemské
povrchy nebo vzduch a ty se usadi na kazi, ¢i odévu — vnéj$i kontaminace. Tento typ
radioaktivniho materidlu lze z t€la odstranit pouze umytim mista. Radia¢ni poSkozeni tkané
nebo organu zavisi na piijaté davce zareni nebo na absorbované davce, zavisi také na typu
zafeni a citlivosti riznych tkani. Alfa emise obsahuji velké mnoZzstvi energie a u horniki, kteti
tézi ptirodni uran, vdechuji tyto castice, které se ukladaji do plicni tkdn¢ a mohou zptsobit
Skodlivé ucinky pfimo na buiikach alveol, jelikoz uran je charakteristicky velmi dlouhym
polocasem rozpadu a pfi svém rozpadu emituje silné alfa ¢astice. Nad urCitymi prahy muze
zafeni narusit fungovani tkani ¢i orgdnti a mize zplsobit akutni Gcinky, jako je zarudnuti kize,
vypadavani vlasii, popaleniny zplisobené zafeni nebo akutni radia¢ni syndrom. Prahovéa
hodnota davky pro akutni radiacni syndrom je asi 1 Sv. Pokud je davka zafeni nizké anebo je
podavani dlouhou dobu, riziko je niz$i, protoze existuje vétsi pravdépodobnost napravy
poskozeni. Stale ale existuje riziko dlouhodobych ucinkd, jako je rakovina, které se mohou
projevit az po desetiletich. Vystavenim expozici ionizujiciho zafeni v prenatalnim obdobi mutze
vyvolat poskozeni mozku u plodu. Vnitini 1 vnéjsi ionizujici zafeni mize pfimo i nepfimo
poskodit DNA, alfa a beta ¢astice jsou vysoce ionizujici ¢astice a zpisobuji tak ptimé poskozeni
DNA, jelikoz mohou interagovat a pfendset svou energii pfimo do DNA, to mé za nasledek
jedno vldknové nebo dvou vlaknové zlomy nebo posSkozeni chromozomi. U neptimého
poskozeni dochazi k tvorbé volnych radikall, které jsou produkovany ionizaci okolni vody.
Mechanismus nepiimého ucinku se vyskytuje pfiblizné u dvou tietin vSech poskozeni bunék
zpusobenych zatenim. V disledku mutaci DNA, ke kterym dochéazi pti s1Z, je dilezité

upozornit na zvysené riziko rozvoje rakoviny (obrazek €. 8) [72, 73, 74].
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IONIZUJICI
ZARENI

Obrazek ¢. 8: Schematické znazorneni ucinku ionizujictho zdreni na buiku. Prevzato z: [72].
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Jakékoliv mnozstvi 1Z zvySuje riziko stochastickych ucinkli neboli pravdépodobnost vzniku

zhoubného bujeni po ozareni. Vystaveni zafeni mize vyvolat biologické ucinky, existuji dva

typy ucinku, a to u€inky zavislé na davce a pravdépodobnost zavisla na davce. U¢inky zavislé

na davce jsou oznacovany jako deterministické ucinky a ty se objevuji v dobé, kdy byla

prekrocena konkrétni prahova hodnota expozice. Mezi deterministické ti€inky 1ze zatadit akutni

chorobu z ozafeni a radiaci vyvolanou kataraktu nebo, dermatitidu.

Stochastické ucinky

vyjadiuji pravdépodobnost zavislou na davce, predstavuje vysledek, ktery se vyskytuje

s urCitou pravdépodobnosti, ale bez urcité prahové hodnoty, pfi které se ucinky spousti. Tyto

ucinky se objevuji mnoho let po ozafeni a zahrnuji rozvoj nddorového onemocnéni v duisledku

vzniknutych mutaci (obrazek ¢. 9) [75].

u&inky expozice Eloveka lil

Stochastické Deterministické
(bezprahové) (somatické s prahem)
Somatické Genetické Casné (akutni) Pozdni (chronické)
(u ozéfeného jedince) (v dal§ich generacich) erytém, sterilita viedy na kiizi,
(doéasna) fibroza tkané
Dospély Plod
leukémie, leukémie,
karcinom, malformace
sarkom

Obrazek ¢. 9: Prehled biologickych ucinkii ionizujiciho zareni. Prevzato z: [72].
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1.9 Kyselina hyaluronova a ionizujici zareni

Piisobeni IZ na kyselinu hyaluronovou mé za nésledek ionizaci nebo excitaci atomi HA.
Ionizace atomil predstavuje proces, kdy se z neutralniho atomu stava iont. Pii excitaci atomi
HA dochézi k pfechodu energetického stavu atomu na vyssi energetickou hladinu, dochazi
k tomu u atomti HA ale i u okolniho ECM, a to vede k fyzikalnim a chemickym zméndm HA
polymeru. Miize dochazet k zasitovani, poskozeni vazby nebo ke $tépeni jednotlivych fetézct.
Pokud se rozstépi tetézce, dojde ke snizeni molekulové hmotnosti a zaroven i viskozity.
Zasitovanim se zvysi viskozita a tim 1 molekulovd hmotnost HA molekuly. Pti vyzkumu
ozateni HA rentgenovym zafenim se k méfeni viskozity pouziva kuzelovy a deskovy reometr
a také kapilarni viskozimetr. Tixotropie je oznacovana jako d¢j, kdy suspenze, emulze a koloidy
znadi snizeni viskozity pii zvySeném smykovém napéti, tento termin byl potvrzen pfi vyzkumu
ucinku rentgenového zafeni na HA. Viskozita HA klesala pii rostouci smykové rychlosti
(od 100 s7! do 480 s™!). Pfi nizké smykové rychlosti je roztok hyaluronanu viskozni (obrazek ¢.
10) a pti vyssich smykovych rychlostech je roztok HA spiSe elasticky. To znamena, ze kdyz je
HA vystavena nizsi smykové rychlosti, tak jsou konfigura¢ni upravy polysacharidového fetézce
pomoci Brownova pohybu rychlé natolik, aby umoznily fetézctim udrzet rizné konfigurace pod

stanovenym napétim a vzajemné po sob¢ klouzaly, to ma za nasledek viskozni tok [76].
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viscosity (cP)

Obrazek ¢. 10: Graf zavislosti viskozity na smykové rychlosti pro 1,25 % w/v hyaluronan v deionizované vodé. Prevzato z:
[76].
Pti ozafeni hyaluronanu rentgenovym zafenim bylo tedy zjiSténo snizeni viskozity v zavislosti
na davce. Piinizsi davcee, jako je 10 Gy je také pozorovano snizeni viskozity, nicméné pii davce
100 Gy je pozorovan nejvetsi pokles viskozity [76, 77]. Ozafenim HA gama zatenim dochazi
k depolymerizaci hyaluronanu prostfednictvim rozstépeni glykosidickych vazeb, které jsou

mezi B1—4-D-glukuronovou kyselinou a Bl1—3-N-acetyl-D-glukosaminu. Méfenim barvy
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bylo zjisténo, Zze se barva HA po ozafeni zméni na intenzivné zlutou, snizuje se molekulova
hmotnost od davky 100 Gy a snizuje se dale pfi zvySovani davky gama zafeni. Molekula HA
s niz§1 molekulovou hmotnosti je také degradovana prostiednictvim ultrazvuku, oxidac¢ni
degradaci, kyselou hydrolyzou, vysokou teplotou v autoklavu a radiolyzou, kdy vznikaji — OH
radikdly a v reakci s HA dochazi k jeji deformaci. Ozatovanim HA v pevné fazi dochazi ke
snizeni jeji molekulové hmotnosti pii gama zafeni od 2 do 90 kGy. Rehakova et al. Uvadgji, ze
pii ozatreni hyaluronanu v prasku a v roztoku davkou 6 kGy gama zafeni bylo mozné pozorovat
produkty s vysokou molekulovou hmotnosti, které vznikly rekombinaci radikalii. Volné
radikaly totiz mohou zprostfedkovat zvysSené zasitovani HA, a to v zavislosti na davce dehtu,
z toho vyplyva, Ze ozafovani mize vést jak k degradaci, tak k zesitovani. Ozarenim HA je pH
vyssi nez 5,0 a z toho vyplyva, ze pokles viskozity je zpisoben depolymerizaci HA, nikoliv
poklesem pH. V nasledujici tabulce €. 4 jsou uvedeny zmény pozorované po vystaveni HA

gama zarteni [78, 79].

Tabulka ¢. 4: Fyzikalni zmény kyseliny hyaluronové ozarené gama zarenim. Prevzato z: [79].

IR davka | Molekulova | Viskozita | pH Hodnoty barev
(kGy) hmotnost (cP)
(kDa)
L* - a— b—
hodnota | hodnota hodnota
(jasné€jsi | (zelengjsi) | (vice
barva) zlutd)
0 1110,14 499,25 6,09 97,71 0,008 0,053
1 154,97 18,00 5,49 99,83 -0,027 0,048
3 67,81 13,00 5,44 99,84 -0,045 0,093
5 33,72 10,50 5,43 99,85 -0,077 0,171
10 26,77 11,00 5,37 99,82 -0,104 0,279
50 6,52 11,00 5,01 99,49 -0,437 1,136
Smérodatna | 6,06 0,10 0,005 0,009 0,005 0,006
odchylka
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Vyzkum patogeneze plicni fibrozy je zkouman na potkanech, a to prostfednictvim ozareni
davkou 30 Gy IZ v oblasti hrudniku s nasledkem vzniku plicni fibrézy. Po usmrceni zvitat se
provadély analyzy po 2 tydnech a zjistilo se, ze po 6 tydnech doslo k mastocytdze, kterd souvisi
s masivnim zvySenim HA [80]. Studie, ktera se zabyvala poskozenim stfevniho epitelu vlivem
1Z potvrdila, ze extracelularni HA, kterd se nachazi ve stfevé u mysi v lamina propria, po
ozéfeni celé¢ho téla ddvkou 12 Gy doslo ke zvySeni mnozstvi HA v ECM obklopujicim stfevni
krypty a byla nalezena také v lamina propria v klcich. Zaroven doslo ke zvySeni vSech HAS,
hladiny HAS-1, HAS-2 a HAS-3 poté klesaly a doséhly své zdkladni urovné po 72 hodinach od
ozafeni. Sest hodin po ozéfeni téla mysi davkou 12 Gy vedlo ke zvyseni plazmatické HA u
mys$i na deseti ndsobek piivodniho mnozstvi a na svou hladinu klesly po 72 hodinach. Po Sesti
hodinach po ozéfeni nebyl nalezen rozdil v plazmatické HA u mysi divokého typu a u mysi,
které maji defekty hematopoetického systému a defekty apoptozy a signalizace, coz naznacuje,
ze indukce HA prostiednictvim zafeni neni zavisld na HA. Dale bylo studii potvrzeno, ze
exogenni HA zvySuje preziti krypt a snizuje apoptdzu, kterd je indukovana zafenim, tim je HA
radioprotektivni ve stfevech mysi. HA se vaze na CD444 a TLR4, mysi byly ozafeny
v pfitomnosti a nepfitomnosti HA spolu s CD44 a TLR4. Bylo zjiSténo zvySené preziti
stfevnich krypt mysi s CD44, kterym byla podana HA, pieziti krypt u mysi s TLR4 bylo mirné
zvySeno a podani HA nemélo zadny vliv na preziti krypt mysi s TLR4. Studii bylo prokéazano,
ze radioprotektivni ucinek HA je zprostiedkovan cyklooxygenazou-2 [81].

1.10 Hyaluronansyntazy a ionizujici zareni

Z rodiny hyaluronansyntaz v reakci s IZ je vyznamnda konkrétné HAS2, jelikoz inhibici jeji
indukce se zvysuje radiosenzitivita (citlivost bunék) nadorovych bunék, a to prostfednictvim
poskozeni DNA. Ozafeni spousti up-regulaci exprese HAS2 v buiikach rakoviny a to béhem 24
hodin, zatimco knockdown HAS2 zprostfedkovava poskozeni DNA a zvySuje apoptozu
v bunikach. Ke sledovani pteziti bunck po radiaci indukované up-regulaci HAS2 byla pouzita
siRNA, kteréd tuto up-regulaci blokovala. Dvé HAS2-siRNA byly aplikovany do buiiky pted
ozéfenim. Po ozéfeni bylo zjisténo vyrazny pokles miry prezitych bunék, napt. z 53,2 % zbylo
po ozateni 4,3 % prezitych bunék. Deplece HAS2 se podili na poklesu pieziti bun€k po ozareni
a radiaci indukovand up-regulace HAS2 napomaha k radiorezistenci v rakovinnych buiikach.
HA chrani buiiky mimo jiné i pied poskozenim DNA, proto byl proveden vyzkum jadernych
lozisek y-H2AX, ktera znaci poskozeni DNA. Pomoci fluorescenéni mikroskopie bylo zjisténo,
ze pocet y-H2AX pozitivnich bunék se zvysil po Sesti hodindch od ozéfeni, a to u kontrolnich

bunék, tak u bunék s niz§im obsahem HAS2. Po 24 hodinach od ozafeni doSlo ke sniZzeni
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populace u kontrolnich bungk, ale u bunék s depleci HAS2 tento pokles nebyl tolik ziejmy,
z toho vyplyva, ze buniky ochuzené o HAS2 udrzovaly v pribéhu vyssi poskozeni DNA, které
vyvolalo ozafeni. Deplece HAS2 zvySuje radiaci indukované poskozeni DNA v rakovinnych
bunkach, a to pravdépodobné snizenim zotaveni z poskozeni DNA. HAS2 se jevi jako slibny
protinadorovy cil pro terapeutické zaméry, a to diky radiosenzibilizaci rakovinnych bunék [41].
Vyssi exprese HAS2 byla potvrzena v riznych tkdnich kolorektalniho karcinomu (CRC).
Ozarenim bunécnych linii kolorektalniho karcinomu s nizkou produkci HAS2 byla pozorovéana
zvysSend apoptdza, z toho vyplyva, ze hladina HAS2 souvisi s malignim fenotypem CRC.
Knockdown HAS?2 vede ke snizeni riistové schopnosti a t¢innosti tvorby malignich bunéénych
linii CRC. Ubytek HAS2 zvySuje citlivost bundk kolorektalniho karcinomu vi&i proti
rakovinové 1éCbé a také potlacuje metastatickou schopnost CRC prostiednictvim regulace
epitelialné-mezenchymalniho ptechodu. HAS2 podporuje malignitu CRC bez zavislosti na

secernovanych mechanismech, které jsou spojeny s HA [82].
1.11 Glykoprotein CD44 a ionizujici zareni

Analyzou pritokovou cytometrii bylo potvrzeno, Ze u buné€k, které maji na svém povrchu
protein CD44, se po ozéfeni zvysuje exprese tohoto proteinu, a to v zavislosti na davce zafeni,
vyznamné se zvysi pfi ozafeni 8 Gy. CD44 je upregulovan jiz 24 hodin po ozatreni neboli se
zvysila jeho odpovéd’ na ozareni. K jeho upregulaci miize dochazet pfi reakci na poskozeni
DNA, které¢ je zpiisobeno rentgenovym zafenim, a tak mtze hrat roli pfi zisku radiorezistence
bun¢k rakoviny pankreatu. Po ozafeni je CD44 schopny udrzet bunky pii zivote, a to diky
udrzovani fosforylace extracelularni signdlem regulovanou kindzou a také diky radiaci
indukovanych zmén v expresi proteini epitelidlné-mezenchymalniho piechodu [83]. Pomoci
Western blot analyzy nebyl po 24 hodinach prokdzan ucinek ani zmény po normoxickém a
hypoxickém ozéafeni, ale po 48 hodinach bylo prokadzéno odlisné chovéani hyaluronového
receptoru, a to zvyseni jeho hladiny po hypoxii. Pfi normoxickém ozéafeni nebyla zjisténa zadna
zména, zatimco hypoxické ozareni zplsobilo také zvyseni tohoto receptoru. Pfi ionizujicim
zateni se zvySuje exprese CD44 ve sféroidech MG-63. Prokdzano bylo také to, ze modifikaci
exprese CD44 vede k odlisnému rozpoznani ligandu, které poté ovliviiuje vlastnost invaze a
potencidl metastazi experimentalnich nadorti [84]. U rakoviny mocového méchyie byla
pozorovana exprese CD44 jako odpovéd’ na radiaci, bylo prokazéano, ze je rezistentni viici 1€¢bé
rakoviny a napomaha k rastu nadord riznych typii rakoviny. CD44 je dulezité pro predpoved
chovani a odpovédi na ozafeni nadorové builky mocového meéchyie. U modelu nadoru
netypické lokalizace nadoru u mysi MB49 bylo potvrzeno, ze nador, ktery exprimuje CD44, je
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vlivem ozéfeni vice rezistentni vici radiaci v disledku mensiho zpozdéni rstu nadoru [85].
Studii bylo dokdzano, ze ozafenim lidskych koronarnich endotelidlnich bun¢k vede ke zvySeni
exprese CD44 a adheze monocytll k endoteliim. Tato zvySend exprese CD44 po radiaci
napoméhd leukocytim a makrofagim k vyssi pfilnavosti [86]. Po ozafovani plic mysi byl
pozorovan malé oblasti fibrozy 4 tydny po ozéateni ddvkou 20 Gy, v rozmezi 1 — 120 dni po
ozéfeni mysi davkou 20 Gy doslo k 4x nahromadéni CD44 pozitivnich bunék v plicich
v porovnani mysi ozafenych davkou 10 Gy [87]. Nékteré tkané, do kterych lze zahrnout
epitelové bunky obsahuji CD44v s vyssi molekulovou hmotnosti, které vznikaji alternativnim
zptisobem. Ve studii distribuce CD44 ve zdravé a poranéné plicni tkani u potkant a malych
prasat byla sledovana duilezitost CD44 v procesu fibrogeneze. K dispozici pro sledovani bylo 9
potkanli z modelu indukovaného zafenim a 9 mini prasat s fibrézou indukovanou zarenim.
Ozafenim indukovanych poranénych plici mini prasat bylo pozorovano suprabazalni CD44v9.
U potkant s fibrézou indukovanou zatenim doslo 3 — 6 mésict po ozéfeni k neobvykle zvysené
imunoreaktivité¢ pro CD44 a CD44v6 v pruduskovém epitelu a v alveoldrnich epitelidlnich
buiikach typu I, také doslo ke zvySené expresi CD44v9 v alveolarnim epitelu. Zarenim
indukovanou fibrézou u mini prasat byla pozorovana pozitivni reakce s CD44 v bazalnich a
suprabazalnich bronchialnich buiikach a alveolarni epitel vykazoval naruSenou imunoreaktivitu
CD44v9. V nékterych oblastech byly pozorovany hypertrofické pneumocyty II. typu, které
vykazovaly poléarni profil exprese CD44v9. Ve velkych krevnich cévach a intersticiu plic mini
prasat s fibrozou byla pozorovéana up-regulace CD44. U potkanti a mini prasat bylo pozorovano
fibréza v termindlnim stadiu, a tak byla zjiSténa snizend exprese CD44v6 a CD44v9 epitopti
alveolarnimi epitelialnimi bunkami [88].

1.12 Receptor pro motilitu zprostiredkovanou hyaluronanem a ionizujici

zareni

RHAMM hraje roli v progresi nddoru rakoviny prsu, nddorové buitkky MCF-7 obsahuji velké
mnozstvi RHAMM a mohly by v budoucnu ptedpovédét chovani bunék rakoviny prsu
k radioterapii. lonizujici zafeni vede k bunééné smrti v nddorovych buiikdich MCF-7 [89]. V
mutovanych bunkach jaderného fosfoproteinu (p53), které jsou oznacovany jako MDA-MB-
231 byl RHAMM exprimovan fidce, a tak bylo dosazeno radioresistance vici apoptdze
indukované zafenim a buitkky MDA-MB-231 ziistaly po ozéfeni nedotcené. Buitky MDA-MB-
231 nejsou citlivé na 1Z pti davce 2 Gy, kdezto builky MCF-7 jsou citlivé na zareni

prostfednictvim aktivace p53 a p38. Alternativni sesttihy RHAMM v1/v2 maji podil na podpote
38



tvorby metastdz u rakoviny jater. Dle studie lze tvrdit, ze RHAMM ma podil u pacienti
s rakovinou prsu na pieziti bunék a méni fenotyp bunck. Déle bylo potvrzeno, ze po ozafeni
davkou 2 Gy byla hladina RHAMM v buiikach vyrazné snizena, zatimco v buiikaich MDA-MB-
231 nedoslo k zadné¢ zméné¢ hladiny RHAMM a nevykazovaly znamky apoptdzy. Sestiihové
varianty RHAMM v1/v2 byly po ozafeni snizeny v buiikaich MCF-7. Buitkky MDA-MB-231
mély vyrazné niz$i expresi vSech izoforem a nedoslo ke sniZeni po zafeni. Korelace zateni s p53
reguluje RHAMM, jelikoz byla potvrzena endogenné zvysena hladina p53 v buitkkdch MDA-
MB-231 a to muze vypovidat o snizeném vyskytu RHAMM v bunééné linii, zatimco knock-
downem p53 a naslednou up-regulaci RHAMM v1/v2 doslo ke zrychleni apoptozy v bunikach
MDA-MB-231, apoptoticky uc¢inek byl jeste¢ zesilen ionizujicim zafenim. Lze tvrdit, Ze
farmakologickd inhibice HA prostfednictvim 4-methylumbeliferonu v buikach MCF-7 a
MDA-MB-231 vede ke zvySené radiosenzitivit¢ [89]. Radiosenzitivita bunééné linie
adenokarcinomu nemalobunééného karcinomu plic negativné koreluje s expresi genu
RHAMM, inhibici exprese RHAMM doslo ke zvySeni radiosenzitivity u epitelidlnich bunék
karcinomu plic, které tvoii bunécnou linii, také nazyvany jako A549. Lze tvrdit, ze RHAMM
hraje roli jako potencidlni cil radiosenzibilizace plicniho adenokarcinomu [90]. V CD34+
buiikach zdravych darci byl RHAMM vyznamné regulovan pii expanzi in vitro a béhem hojeni
pfi in vivo. Pti studiu akutni myeloidni leukémie v souvislosti s RHAMM bylo zjisténo, Ze
receptor pro motilitu zprostfedkovanou kyselinou hyaluronovou neni dobrym cilovym
antigenem pro imunoterapii akutni myeloidni leukémie, jelikoz rozdil exprese tohoto receptoru
v leukemickych kmenovych buiikach a exprese v hematopoetickych kmenovych buiikach
zdravych darct neni tak vyrazny [91].

1.13 Dalsi hyaladheriny a ionizujici zareni

TSG6 hraje roli pfi zmirnéni radia¢né indukované kolorektalni fibrozy tlustého stieva. Pti studii
ulohy TSG6 pfi potlacovani fibrozy tlustého stteva byl utlumen TSG6 v mezenchymadlnich
kmenovych bunikéch, tim bylo zjisténo, ze TSG6 mulze inhibovat fibrézu prostfednictvim
degranulace polarizace makrofaga [92]. Pti patogenezi stfevniho zanétu vyvolaného ozarenim
bficha mysi se sledovala role ICAM-1, exprese byla stanovena pomoci protilatek znacenych
radioaktivnim prvkem u mysi po ozateni davkou 10 Gy nebo pii simulované radiaci. Po 24
hodinach az 14 dnech po ozafeni doslo k vyraznému zvyseni adherentnich leukocytt, zatimco
l1écbou protilatkami anti-ICAM-1 a genetickym deficitem ICAM-1 doslo ke snizeni adheze
leukocytti po 24 hodindch po ozateni. Po ozafeni bficha ma ICAM-1 vyznamnou roli pfi naboru

leukocytli v casnych bodech zanétu stiev [93]. Lokalnim ozareni spolu s ligandy TLR 7/8 u
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kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu u mysi bylo zjiSténo, ze tato aktivace TLR
7/8 antagonisti méd vyznamny ucinek pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu a karcinomu
pankreatu, tato kombinace navic inhibuje lokalni riist nadoru, Sifeni metastaz a je €innd proti
rozsahlému spektru nadorG [94]. LYVE-1 byl pouzit k barveni lymfatickych cév u
sekundarniho lymfoedému, po ozéafeni dosSlo ke zvétSeni lymfedému a snizeni poctu
lymfatickych cév obarvenych prostiednictvim LYVE-1 [95]. Ostatni hyaladheriny zatim

hledaji svou souvislost s 1Z, ktera by mohla pfispét k novému vyzkumu.
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5. DISKUSE A ZAVER

Kyselina hyaluronova patfi mezi nevétvené linearni polysacharidy, které nesou néazev
glykosaminoglykany. M4 vysokou molekulovou hmotnost a skladd se zopakujicich se
sacharidii N-acetylglykosaminu a kyseliny D-glukuronové. Byla objevena ve sklivci skotu
v roce 1934 Karlem Mayerem a Johnem Palmerem, vyskytuje se ve v§ech zivych organismech,
primarn¢ v extraceluldrni matrix, v téméf vSech télnich tekutinach a tkanich. Jedna se o
vyznamnou molekulu v fadé biologickych funkcich, a to diky vlastnostem, které zahrnuje
biokompabilita, biodegrabilita, mukoadhezivita, viskoelasticita a také jeji hygroskopicka
vlastnost. V procesu hojeni ran a obnovy tkani plni vyznamnou funkci v metabolismu Skary
diky své schopnosti zadrzovat vodu. Pfi syntéze kyseliny hyaluronové hraji roli
hyaluronansyntdzy, naopak pii odbouravani plni svoji funkci hyaluronidazy. Jeji ucinek
spociva ve vazbé na proteiny a receptory, které vazi hylarunonan k sobé&, tyto proteoglykany
vazajici hyaluronan a HA bunécné povrchové receptory patti do hyaladherinti. Mize se vazat
na stejné butice se svymi receptory, nebo ma schopnost se vazat na své receptory okolnich
bun¢k a tim aktivuje intracelularni signalni kaskady.
Ionizujici zatfeni je d&j, pti kterém proudi hmotné Castice, ¢i fotony elektromagnetického zafeni,
které maji schopnost ionizovat atomy prostiedi, ve kterém se nachdzeji. Existuji dva typy, a to
nepiimo ionizujici zafeni neboli fotonové, které nenese elektricky ndboj a pfedava tak svoji
energii sekundarnim piimo ionizujicim ¢asticim. Druhym typem je pfimo ionizujici zafeni
neboli Casticové, kdy castice nesou elektricky naboj a po reakci s elektrony atomovych obali
zpisobuji excitaci a ionizaci atomd.
Dle ziskanych informaci, Ize tvrdit, Ze plisobenim ionizujiciho zafeni na kyselinu hyaluronovou
dochazi k ionizaci atomt HA, a to vede k fyzikalnim a chemickym zménam, mezi které patii
zasitovani, které vede ke zvyseni molekulové hmotnosti HA, poskozeni vazby, nebo §tépeni
jednotlivych fetézct, které vede ke snizeni jeji molekulové hmotnosti a viskozity. Dale lze
tvrdit, ze¢ HA ma radioprotektivni ucinky ve stfevech mysi vlivem cyklooxygenazy-2. Pti
ozéfeni hyaluronansyntaz 1Z dochézi zejména u HAS2 ke zvySeni exprese v buiikach rakoviny
a tim se zvysuje preziti nadorovych bun¢k, zatimco knockdown HAS2 zpisobuje poskozeni
DNA a zvySuje apoptdzu v bunikach. U ozareni proteinu s diferenci CD44 bylo potvrzeno, ze u
bunék, které maji na svém povrchu tento protein, se zvySuje jeho exprese, ke které mize dojit
pti reakci na poskozeni DNA a muze tak hrat roli v preziti nddorovych buné€k, po ozafeni ma
schopnost udrzet buiiky pfi zivoté. Po ozafeni bylo potvrzeno zvySeni hladiny CD44 pfti
hypoxii, je rezistentni vici 1é€bé rakoviny a napomdhd k rastu nadorim rtizného druhu,
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v koronéarnich endotelidlnich bunikach je po ozafeni zvysSend exprese CD44, a to napomaha
leukocytim a makrofaglim k lepsi ptilnavosti. lonizujici zafeni ma ucinek na receptor pro
motilitu zprosttedkovanou hyaluronanem (RHAMM), jelikoz tento receptor je obsazen
v nddorovych bunikdch MCF-7 a ozéfeni vede k jejich bunééné smrti. Naopak u bunck MDA-
MB-231 byla potvrzena radiorezistence vuci apoptdze, kterd byla indukovana zarenim. TSG6
hraje dulezitou roli pfi inhibici kolorektalni fibrozy tlustého stfeva, ktera byla indukovéana
radiaci, prostfednictvim degranulace polarizace makrofagh. ICAM-1 je dulezity pii ozafeni
bficha u zanétu sttev, kdy hraje roli pii ndboru leukocytli v ¢asnych bodech zanétu. Aktivované
TLR ligandy spolu s zafenim se podili na 1écbé kolorektalniho karcinomu, karcinomu pankreatu
a na inhibici $ifeni metastdz a lokdlnimu rdstu nadorti. LYVE-1 je vyuzivan k barveni
lymfatickych cév u lymfedému, kdy po ozateni dochazi ke zvétSeni lymfedému a snizeni poctu
lymfatickych cév obarvenych prostfednictvim LY VE-1. U dal$ich hyaladherini jako je GHAP,
HARE a CEMIP se stdle hleda jejich souvislost s ionizujicim zafenim, coz otevird nové
moznosti dal§ich vyzkumd.

Uloha kyseliny hyaluronové a jejich vazebnych proteinti v Zivych organismech by mohla
pomoci v feSeni 1€cby u nddorovych a dalSich onemocnéni, nicméné se stale provadéji dalsi a
nové¢ studie hyaluronanu, jeho funkci, vlastnosti a novych poznatkti. V této praci jsou shrnuty
jeji vlastnosti, metabolismus a vlastnosti vazebnych proteint hyaluronanu. Cilem bylo objasnit
a zhodnotit GCinky zéfeni pravé téchto vazebnych proteinti kyseliny hyaluronové a tyto cile

byly Gspésné splnény.
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